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СОРТОСПЕЦИФИЧНОЕ ВЛИЯНИЕ ХИТОЗАНА НА ХИТИНАЗНУЮ
И ГЛЮКАНАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ В КОРНЯХ ЧЕСНОКА Allium sativum L.
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Хитозан является природным полисахаридом и при внешнем применении способен стимулировать
как рост, так и защиту растения, повышая устойчивость к абиотическим стрессам и подавляя развитие
многих фитопатогенов. Иммунный ответ включает активацию защитных белков – карбогидраз, таких
как хитиназы и глюканазы, которые также известны своим участием в регуляции морфогенеза. В работе
впервые исследовано влияние обработки нефракционированным (гидролизат) хитозаном низкой
(ГХ1) и средней (ГХ2) молекулярной массы на хитиназную и глюканазную активности, а также на
экспрессию генов хитиназ и β-1,3-глюканаз в корнях двух сортов чеснока Allium sativum L., различа-
ющихся устойчивостью к фузариозной гнили. Продемонстрировано, что воздействие хитозанов на
ферментативную активность и экспрессию генов β-1,3-глюканаз (AsPR2a, AsPR2b и AsPR2c) и хити-
наз (AsCHI1, AsCHI3, AsCHI7, AsCHI17 и AsCHI23) сортоспецифично, что может быть связано с раз-
личиями в чувствительности сортов к фузариозу. Сходная между сортами экспрессия генов хитиназ
AsCHI10, AsCHI27 и AsCHI34 предполагает их участие в морфогенезе корневой ткани. Результаты
свидетельствуют о большем стимулирующем эффекте ГХ2 в сравнении с ГХ1 на хитиназную и глю-
каназную активность. Большее ингибирующее воздействие ГХ2 в сравнении с ГХ1 на экспрессию
генов хитиназ и β-1,3-глюканаз коррелирует с меньшим фунгицидным эффектом ГХ2 на Fusarium
proliferatum. Полученные данные могут быть использованы в селекционной биотехнологии для по-
вышения устойчивости чеснока к фузариозу.
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ВВЕДЕНИЕ

Область сельскохозяйственной биотехноло-
гии, связанная с повышением урожайности куль-
тур, направлена на изучение стимулов регуляции
физиологического развития растений, а также их
защиты от абиотических и биотических стрессов.
Эти два направления исследований могут быть
объединены, благодаря существованию широко
распространенного в природе полисахарида хи-
тина и его производного хитозана.

Особенное место в исследованиях занимают
фитопатогенные грибы, приводящие к значи-
тельным потерям урожая. Защищаясь, растения
подавляют развитие инфекции путем разрушения
клеточной стенки гриба, состоящей на 80–90% из
полисахаридов – β-(1,3)- и β-(1,6)-глюканов, хи-
тина (состоящего из звеньев β-(1→4)-N-ацетил-
D-глюкозамина) и хитозана (состоящего из различ-

ных звеньев β-(1→4)-N-ацетил-D-глюкозамина и
преимущественно β-(1→4)-D-глюкозамина) [1–3].

При заражении растение воспринимает хитин
и хитозан как сигнальные молекулы, которые за-
пускают микроб/патоген-ассоциированный мо-
лекулярный паттерн (MAMP/PAMP), что, в част-
ности, приводит к активации белков, связанных с
патогенезом (PR-белки) [1–3]. С разрушением
клеточной стенки гриба связаны семейства белков
PR2–PR5, куда входят β-1,3-глюканазы, хитина-
зы и хитозаназы [4]. Эти ферменты считаются
наиболее важными для самозащиты растений от
грибов. β-1,3-Глюканазы катализируют расщепле-
ние β-1,3/1,6-глюканов [5]. Хитиназы гидролизуют
хитин/хитозан путем расщепления β-1,4-гликозид-
ных связей, связывающих ацетилированные моно-
меры D-глюкозамина [6]. Хитозаназы способству-
ют расщеплению деацетилированных компонентов
хитозана [7]. При этом активация хитиназ зави-

УДК 581.1.575.113.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



46

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 1  2023

ФИЛЮШИН и др.

сит от степени ацетилирования и полимеризации
хитина/хитозана [6].

В настоящее время хитозан активно тестируется
на применение в биотехнологии растений [8, 9].
Дополнительным преимуществом использова-
ния хитозана в сравнении с фунгицидами являет-
ся его биоразлагаемость, отсутствие токсичности
и аллергенности [9]. Сообщается также о положи-
тельном влиянии хитозана на рост и развитие
растений, включая усиление фотосинтетической
и антиоксидантной активности, накопление эн-
догенных гормонов и хлорофилла в листьях, а
также улучшение качественных и количествен-
ных характеристик урожая [3, 8, 9].

Хитозан не только стимулирует иммунный ответ
растения, но и негативно действует на грибные па-
тогены, плазматическая мембрана которых обога-
щена полиненасыщенными жирными кислотами
[10, 11]. Так, наиболее экономически вредоносные
грибные патогены – почвенные гемибиотрофные
аскомицеты рода Fusarium, чувствительны к хитоза-
ну [11–15].

Грибы рода Fusarium наносят серьезный ущерб
урожаю чеснока (Allium sativum L.), важнейшей
луковичной культуры, которая восприимчива к
F. oxysporum (f. sp. cepae), F. proliferatum, F. acutatum,
F. anthophilium, F. verticilloides, F. solani и F. acuminatum
[16–18]. Предыдущие исследования устойчивых и
восприимчивых к фузариозу сортов чеснока пока-
зали, что в иммунном ответе растения на инфекцию
Fusarium участвуют белки семейств PR1–5, включая
хитиназы, β-1,3-глюканазы и тауматин-подоб-
ные белки [19–21].

В настоящей работе было исследовано влия-
ние экзогенной обработки гидролизатами хитозана
с низкой и средней молекулярной массой (МW) на
хитиназную и глюканазную активности, а также
на экспрессию генов, кодирующих отдельные хи-
тиназы и β-1,3-глюканазы, в зубках чеснока двух
сортов, различающихся устойчивостью к фузариозу.
Была протестирована фунгицидная активность
экстракта корней, полученных при укоренении
обработанных гидролизатами хитозана зубков
чеснока. Анализ результатов исследования будет
способствовать углубленному пониманию воз-
действия хитозана на A. sativum и F. proliferatum,
что может быть использовано при разработке мер
по защите чеснока от фузариоза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал, патогены. Для прове-
дения исследования были выбраны образцы двух
озимых сортов чеснока (A. sativum) – Сармат и
Стрелец, устойчивого и чувствительного к фуза-
риозной гнили, соответственно. Луковицы сор-
тов урожая 2021 г. были любезно предоставлены

Федеральным научным центром овощеводства
(ФНЦО, Московская область, Россия).

Штамм F. proliferatum, предоставленный Лабо-
раторией фитопатологии ФНЦО, был предвари-
тельно выделен из луковиц выращенного в поле-
вых условиях чувствительного к фузариозной
гнили сорта Стрелец [22].

Гидролизаты хитозана. Исходный хитозан из
панциря краба с молекулярной массой (МW)
1000 кДа и степенью деацетилирования (СД) 85%
(ООО Биопрогресс, Щелково, Россия) был ис-
пользован для получения гидролизатов хитозана
(ГХ) путем химической деполимеризации с помо-
щью азотной кислоты, как описано ранее [23] с
некоторыми модификациями. Для этого 10 г ис-
ходного хитозана диспергировали в 200 мл 6.5%
(для ГХ1) или 1.95% (для ГХ2) азотной кислоте,
инкубировали в течение 7 ч при 70°C с перемеши-
ванием, охлаждали до комнатной температуры и
выдерживали без перемешивания в течение 16 ч
при 23°С. Затем доводили рН до 5.0–5.2 25% раство-
ром гидроксида аммония и разбавляли дистиллиро-
ванной водой до конечного объема 400 мл.

Средневесовую молекулярную массу получен-
ных гидролизатов определяли методом высокоэф-
фективной гель-проникающей хроматографии на
хроматографе S2100 Sykam (Sykam, Германия) с ис-
пользованием разделительной колонки (8 × 300 мм;
PSS NOVEMA Max analytic 1000 А) и предколонки
(8.0 × 50 мм) [24]. В качестве калибровочных
стандартов использовали пуллуланы (α-1,4- и
α-1,6-глюканы).

Для определения СД гидролизатов хитозана
методом протонного ядерного магнитного резо-
нанса (1H-ЯМР) готовили образцы в дейтерирован-
ной воде, и регистрировали протонные спектры
(спектрометр Bruker AMX 400, Brucker, США). В
качестве стандарта использовали 4,4-диметил-4-
силапентансульфоновую кислоту.

Экзогенная обработка чеснока хитозаном. От-
дельные зубки луковиц чеснока очищали от по-
кровных чешуй и стерилизовали замачиванием в
солевом растворе (10% NaCl, 2.5% NaHCO3) в тече-
ние 30 мин. Затем зубки промывали дистиллиро-
ванной водой, выдерживали 3 мин в 70% этаноле и
снова промывали (2–3 раза) дистиллированной во-
дой. Далее зубки делили поровну на 5 групп и зама-
чивали на 24 ч в воде W (1), растворе Р1 [контроль
для ГХ1, содержащий 60 г/л NH4NO3, pH 5.0–5.2]
(2), растворе Р2 [контроль для ГХ2, содержащий
18 г/л NH4NO3, pH 5.0–5.2] (3), растворе ГХ1 (4) и
растворе ГХ2 (5). Затем зубки подсушивали на
воздухе в течение 20 мин, выкладывали в чашки
Петри на смоченную дистиллированной водой
фильтровальную бумагу и инкубировали в темноте
при комнатной температуре до образования кор-
ней. Массу и длину корней измеряли через 5 сут по-
сле замачивания. Ткани корней использовали для
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измерения хитиназной и глюканазной активно-
сти и анализа экспрессии отдельных генов хити-
наз и β-1,3-глюканаз. Также экстракт ткани кор-
ней был использован для определения степени
влияния карбогидраз чеснока на метаболическую
активность (МА) штамма F. proliferatum.

Выделение суммарной РНК и синтез кДНК.
Суммарную РНК выделяли из ткани корня (~ 0.2–
0.5 г), предварительно растертой в жидком азоте и
хранящейся при –80°С, с помощью набора
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Германия). Пре-
параты очищали от примеси геномной ДНК
(RNase-free DNase set, QIAGEN, Германия), анали-
зировали с помощью электрофореза в 1.5% агароз-
ном геле и использовали для синтеза (с праймером
oligo-dT) первой цепи кДНК (GoScript Reverse
Transcription System, Promega, США). Концентра-
ции РНК и кДНК измеряли флуориметрически
(Qubit® Fluorometer, Thermo Fisher Scientific).

Анализ экспрессии генов хитиназ и эндо-β-1,3-
глюканаз. Количественную ПЦР в реальном вре-
мени (РВ-ПЦР) проводили в двух биологических
и трех технических повторах с использованием
CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, США), 3.0 нг кДНК, ген-специфи-
ческих праймеров и смеси SYBR Green RT-PCR
(Синтол, Россия) при следующих условиях: денату-
рация при 95°С в течение 5 мин, далее 40 циклов де-
натурации (95°С, 15 с) и отжига/синтеза (60°С, 40 с).
Для нормализации данных генной экспрессии ис-
пользовали референсные гены GAPDH и UBQ [20].

Анализ общей хитиназной и общей глюканазной
активностей. Для биохимического анализа ис-
пользовали корни чеснока, растертые в жидком
азоте и хранящейся при –80°С. В пробирке на 1.5 мл
смешивали 0.2 г материала с 0.2 мл предварительно
охлажденного 0.05 М натрий-фосфатного буфера
(рН 6.0), активно встряхивали в течение 1 мин и
центрифугировали при 14000 g в течение 20 мин
при комнатной температуре. Супернатант ис-
пользовали для определения активности фермен-
тов [25] в двух биологических и трех технических
повторах.

Для определения хитиназной активности полу-
чали коллоидный хитин по методике [26] с некото-
рыми модификациями. 10 г хитина из панциря
крабов тщательно перемешивали с 50 мл 85%
фосфорной кислоты и инкубировали в течение 20 ч
при комнатной температуре. Полученную суспен-
зию фильтровали под вакуумом через стеклянный
пористый фильтр № 1, фильтрат разбавляли дистил-
лированной водой в 20 раз. После интенсивного пе-
ремешивания выпавший в осадок хитин промывали
водой декантацией до рН 5.5–6.0, лиофильно высу-
шивали и суспендировали (10 г/л) в стерильной ди-
стиллированной воде.

Для отработки методики определения хити-
назной и глюканазной активности подбирали оп-

тимальные значения рН (в диапазоне рН 4.5–7.6),
используя 0.05 M Na-ацетатный и Na-фосфатный
буферные растворы, температуры (в диапазоне
37–60°С) и времени определения активностей (в
диапазоне 20–90 мин).

Для определения общей хитиназной активности
использовали коллоидный хитин в качестве суб-
страта и N-ацетилглюкозамин (стандарт), согласно
[27] с некоторыми модификациями. А именно, сме-
шивали 10 мкл коллоидного хитина, 10 мкл 0.05 М
натрий-фосфатного буфера (pH 6.0) и 10 мкл су-
пернатанта корневого экстракта (1 мг/мл). Смесь
инкубировали 60 мин при 50°С, после чего реак-
цию останавливали прогреванием на кипящей
водяной бане в течение 5 мин. Затем смесь цен-
трифугировали при 5000 g в течение 5 мин при
комнатной температуре. К 10 мкл надосадочной
жидкости добавляли 90 мкл стерильной воды и
150 мкл динитросалициловой кислоты (DNS) и
инкубировали в кипящей водяной бане в течение
20 мин. После охлаждения смесь центрифугиро-
вали при 5000 g в течение 5 мин при комнатной
температуре. Значения оптической плотности (OD)
супернатанта при длине волны 540 нм использова-
ли для расчета содержания редуцирующих сахаров.
За единицу хитиназной активности принимали ко-
личество фермента, необходимое для высвобожде-
ния 1 мкг редуцирующих сахаров за 1 мин на 1 мг
сырой ткани.

Общую глюканазную активность определяли с
использованием ламинарина (субстрат) и D-глю-
козы (стандарт), как описано ранее [28] с моди-
фикациями. А именно, смесь из 5 мкл суперна-
танта корневого экстракта (1 мг/мл), 5 мкл 0.05 М
натрий-фосфатного буфера (рН 6.0) и 10 мкл ла-
минарина (2 мг/мл) инкубировали 60 мин при
50°С. Реакцию останавливали прогреванием в ки-
пящей водяной бане в течение 5 мин. Затем смесь
центрифугировали (5000 g, 5 мин, комнатная темпе-
ратура). 10 мкл супернатанта смешивали с 90 мкл
стерильной воды и 150 мкл DNS и инкубировали в
кипящей водяной бане в течение 20 мин. После
охлаждения смесь центрифугировали (5000 g, 5 мин,
комнатная температура), и рассчитывали содер-
жание редуцирующих сахаров (на основе данных
OD540). Одну единицу активности β-глюканазы
определяли как количество фермента, необходи-
мое для высвобождения 1 мкг редуцирующих са-
харов за 1 мин на 1 мг сырой ткани.

Статистический анализ. Статистическая обра-
ботка результатов (вычисление стандартного от-
клонения) проводилась с помощью программы
Graph Pad Prism v. 8 (https://www.graphpad.com,
США). Результаты выражали как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение (SD) на основе
трех технических повторов двух биологических
повторов. Для оценки различий применяли кри-
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терий Стьюдента; P < 0.01 считалось показателем
статистической значимости.

Анализ влияния экстракта чеснока на метаболи-
ческую активность (МА) F. proliferatum. Растертую
ткань корней тщательно смешивали 1 : 1 (w/v) с
предварительно охлажденным 0.05 М натрий-
фосфатным буфером (рН 6.0), центрифугировали
при 14000 g в течение 20 мин при комнатной тем-
пературе. Серию разведений супернатанта (от
0.0039 до 0.125 мг ткани/мл экстракта) в карто-
фельно-декстрозной среде (PD, potato dextrose)
распределяли по 100 мкл/лунку 96-луночного
плоскодонного планшета.

В каждую из этих лунок добавляли суспензию
F. proliferatum до конечной концентрации 1.25 ×
× 104 конидий/мл. Культура предварительно вы-
ращивалась в течение 7 дней на PD-агаре (PDA),
затем мицелий с конидиями суспендировали в 10 мл
жидкой среды PD и фильтровали через стериль-
ную вату.

Планшеты инкубировали в течение 24 ч при
25°C в темноте. Действие экстракта корней чеснока
определяли с использованием модифицированного
тетразолиевого метода (МА клетки коррелирует с
образованием пурпурных кристаллов формазана
в результате активности НАДФ·Н-зависимой ок-

сидоредуктазы). Для этого в каждую лунку добав-
ляли 10 мкл раствора йодонитротетразолия хло-
рида (5 мг/мл в 0.1 М PBS, pH 7.4), содержащего
1-метоксифеназин-метосульфат (4 мг/мл). План-
шеты инкубировали в течение 4 ч при 37°С. Затем
удаляли надосадочную жидкость и растворяли
кристаллы формазана в 150 мкл диметилсульфок-
сида в течение 16 ч при 37°С с перемешиванием
(100 об/мин). OD540 определяли с помощью Mul-
tiskanTM FC Microplate Photometer (Thermo Fisher
Scientific Inc., США). Метаболическую актив-
ность F. proliferatum рассчитывали по формуле (1):

(1)

где ODt и ODc – средние значения OD в опытной
и контрольной лунках соответственно.

Анализ проводили в трех биологических по-
вторах с тремя техническими повторами для каж-
дой тестируемой концентрации. Концентрацию
экстракта, вызывающую 50% ингибирование МА
грибов (ЕС50), принимали за эталон.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение гидролизатов хитозана и обработка

ими зубков чеснока сортов, различающихся по
устойчивости к фузариозной гнили. Путем химиче-
ской деполимеризации крабового хитозана были
получены два гидролизата – ГХ1 и ГХ2. Опреде-
лены их основные характеристики: средневесо-
вая МW – 29 кДа (ГХ1) и 135 кДа (ГХ2); СД – 90%
(ГХ1) и 85% (ГХ2); индекс полидисперсности
(ИП) – 2.4 (ГХ1) и 2.6 (ГХ2). Хитозаны ГХ1/ГХ2 в
концентрации 2 мг/мл были использованы для
замачивания зубков чеснока двух сортов – Стре-
лец и Сармат, восприимчивого и устойчивого к
фузариозной гнили, соответственно. В качестве
контролей использовали обработку водой (W) и
растворами Р1 и Р2.

Инициация корнеобразования началась через
72 ч (сорт Сармат) и 96 ч (сорт Стрелец) после за-
мачивания. Спустя 120 ч было проведено измере-
ние длины и массы корней, а также отобраны
пробы для анализа ферментативной активности и
генной экспрессии.

Было выявлено, что в сравнении с W-контро-
лем, обработка зубков растворами ГХ1 и Р2 дей-
ствует положительно на длину корней у сорта
Сармат, тогда как у сорта Стрелец такое действие
оказывает раствор Р1 (рис. 1а). Рост массы кор-
ней стимулируется всеми растворами, за исклю-
чением действия Р1 у сорта Сармат (нет отличий
от W-контроля) (рис. 1б). При этом стимулирую-
щее воздействие растворов существенно выше у
сорта Стрелец, чем у сорта Сармат, за исключени-
ем Р1-образцов (рис. 1).

Таким образом, наибольшая активизация ро-
ста корней происходила при обработке раствора-

= ×t cMA OD OD 100%,

Рис. 1. Зависимость длины (а) и массы (б) корней чес-
нока от раствора для предпосевной обработки зубков:
W – вода, Р1 – раствор для ГХ1, Р2 – раствор для ГХ2,
ГХ1 и ГХ2. 1 – сорт Сармат, 2 – сорт Стрелец.
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ми Р2 и ГХ1 у сорта Сармат (устойчивого к фуза-
риозу), и при обработке растворами Р1 и Р2 – у
сорта Стрелец (восприимчивого к фузариозу).

Подбор условий для определения ферментатив-
ной активности. Ранние исследования очищен-
ных хитиназ (МW 25–40 кДа) из различных рас-
тительных источников продемонстрировали вли-
яние рН (в диапазоне 4.0–8.0) и температуры (в
диапазоне 40–50°С) на активность ферментов

[37]. С использованием растительных экстрактов
(1 мг/мл) из корней чеснока сорта Сармат, предва-
рительно обработанных ГХ1 и ГХ2, были подобра-
ны оптимальные значения рН (6.0), температуры
(50°С) и времени реакции (60 мин) для определения
хитиназной и глюканазной активностей (рис. 2).

Анализ ферментативной активности в корнях
чеснока. Для выявления ответа сортов чеснока с
различной чувствительностью к фузариозу на об-

Рис. 2. Подбор оптимального значения рН, времени и температуры для определения хитиназной и глюканазной ак-
тивностей.

70

50

30

60

40

20
10
0

37 50 60

м
кг

/м
л

Температура, �С

25

20

10

15

5

0
20 40 60 90

м
кг

/м
л

Время реакции, мин

20

10

15

5

0
20 40 60 90

м
кг

/м
л

Время реакции, мин

40

35

30

25

20

10

15

5

0
4.5 5.5 6.0 7.6

м
кг

/м
л

pH

Хитиназная активность

120

100

80

40

60

20

0
4.5 5.5 6.0 7.6

м
кг

/м
л

pH

Глюконазная активность



50

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 1  2023

ФИЛЮШИН и др.

работку хитозанами с разной МW, полученные
после обработки корни чеснока были использо-
ваны для измерения хитиназной и глюканазной
активности. Было обнаружено, что в сравнении с
W-контролем общая хитиназная активность су-
щественно падает в образцах ГХ1 (оба сорта), ГХ2
(Стрелец) и Р2 (Сармат); остальные значения
сходны с W-контролем (рис. 3а). Глюканазная ак-
тивность снижается в образцах Р2, ГХ1, ГХ2 (оба
сорта) и Р1 (Сармат) (рис. 3б). В сравнении с об-
разцами Р1 и Р2, образцы ГХ1 и ГХ2 демонстри-
ровали подавление хитиназной и глюканазной
активности в случае сорта Стрелец (восприимчи-
вого к фузариозу). У сорта Сармат (устойчивого к
фузариозу) образец ГХ2 в сравнении с Р2 показал
активацию обеих активностей, тогда как ГХ1 в
сравнении с Р1 – ингибирование хитиназной ак-

тивности и отсутствие влияния на глюканазную
активность (рис. 3).

Анализ экспрессии генов β-1,3-глюканаз и хити-
наз в корнях сортов чеснока. Для сравнительного
анализа возможного молекулярного ответа на об-
работку хитозанами разной MW в корнях чеснока
двух сортов, различающихся чувствительностью
к фузариозу, была определена экспрессия отдель-
ных генов β-1,3-глюканаз (AsPR2a–c) и хитиназ
семейств GH18 (AsCHI7, 10 и 17) и GH19 (AsCHI1,
3, 23, 27, 28 и 34).

Было обнаружено, что ответ генов β-1,3-глю-
каназ на обработку анализируемыми растворами
существенно различается между сортами. Так, по
сравнению с обработанными водой образцами
(W-контролем), в опытных образцах устойчивого
сорта Сармат существенно снижается экспрессия
одного из генов – AsPR2c, тогда как экспрессия
других двух генов не меняется (рис. 4). В опытных
образцах сорта Стрелец значительно возрастает
экспрессия генов AsPR2a и AsPR2b, тогда как уро-
вень транскриптов AsPR2c повышается в Р2-об-
разцах, падает в Р1- и ГХ1-образцах и не меняется
в ГХ2-образцах (рис. 4). В сравнении с воздей-
ствием на генную экспрессию растворов Р1 и Р2,
соответствующие гидролизаты хитозана оказыва-
ют нейтральное (AsPR2a и AsPR2b в образце ГХ1
против Р1 у обоих сортов), угнетающее (AsPR2a,
AsPR2b и AsPR2c – ГХ2 против Р2 у сорта Стре-
лец) или стимулирующее (AsPR2c – ГХ1/2 против
Р1/2 у сорта Сармат; ГХ1 против Р1 у сорта Стре-
лец) влияние (рис. 4).

В случае генов хитиназ семейства GH18 было
показано, что экспрессия AsCHI10 в образцах
Р1/2, ГХ1/2 обоих сортов подавляется в сравнении с
W-контролем. При этом ГХ1-обработка в сравне-
нии с Р1 имеет стимулирующее влияние у воспри-
имчивого сорта Стрелец и подавляющее влияние у
неустойчивого сорта Сармат, а ГХ2 и Р2 – одинако-
вы по воздействию. Экспрессия гена AsCHI7 повы-
шена во всех опытных образцах обоих сортов в
сравнении с W-контролем, за исключением ней-
трального эффекта ГХ2 у сорта Сармат. При этом
стимулирующее влияние приблизительно в 5–6 раз
выше у сорта Стрелец по сравнению с сортом
Сармат. Экспрессия гена AsCHI17 повышена в
образцах Р2 и ГХ2 и не меняется в образцах Р1 и
ГХ1 сорта Стрелец в сравнении с W-контролем. У
сорта Сармат уровень транскрипции AsCHI17 су-
щественно падает (ГХ2) или остается неизмен-
ным (Р1/2 и ГХ1) (рис. 5).

Анализ экспрессии шести генов хитиназ се-
мейства GH19 выявил существенные различия
между ответом анализируемых сортов на обра-
ботку растворами Р1, Р2, ГХ1 и ГХ2 (рис. 6). Так,
в сравнении с W-контролем, транскрипция гена
AsCHI23 в опытных образцах снижается у сорта
Стрелец и повышается (кроме Р1) у сорта Сармат.

Рис. 3. Результаты анализа общей хитиназной (а) и
общей β-глюканазной (б) активностей в корнях зуб-
ков чеснока сортов Стрелец и Сармат, предваритель-
но обработанных водой (W), раствором Р1, раствором
Р2, раствором ГХ1 и раствором ГХ2. Значение W не-
существенно различается между сортами, поэтому
дано с учетом данных по обоим сортам и приравнено
к единице. * Р < 0.01 – статистически значимое разли-
чие от значений W-контроля. # Р < 0.01 – статистиче-
ски значимое отличие значений ГХ от соответствую-
щих значений Р.
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Рис. 4. Экспрессия генов β-глюканаз AsPR2a, AsPR2b и AsPR2c в корнях зубков чеснока сортов Стрелец и Сармат через
120 ч после обработки зубков водой (W), раствором Р1, раствором Р2, раствором ГХ1 и раствором ГХ2. Использован-
ные пары праймеров: 5'-GCTAGAAACCATATCGTTGCCT-3' и 5'-GCATACCGTAGCATACTCCGA-3' (AsPR2a;
Asa2G01057.1), 5'-GGTCGCATTTCTCCTAGGCAT-3' и 5'-GCGTCGCCTGCTGATGGAA-3' (AsPR2b; Asa2G01195.1),
5'-GGCCCATTGTCCAGTTCTTG-3' и 5'-AGGCGCCGTGAATAATGCGTA-3' (AsPR2с; Asa6G02021.1). Значения нор-
мализованы относительно W-контроля, принятого за единицу. * Р < 0.01 – статистически значимое различие от зна-
чений W-контроля. # Р < 0.01 – статистически значимое отличие значений ГХ от соответствующих значений Р.
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Рис. 5. Экспрессия генов хитиназ семейства GH18 (AsCHI10, AsCHI17 и AsCHI7) в корнях зубков чеснока сортов Стре-
лец и Сармат через 120 ч после обработки зубков водой (W), раствором Р1, раствором Р2, раствором ГХ1 и раствором
ГХ2. Использованные пары праймеров: 5'-TGAGCCCAACACCTTGGTTTC-3' и 5'-CGCTGGCTTTAACAGCATCAC-3'
(AsCHI10; Asa4G01559.1), 5'-TCGACAACGTTTGGGTGCAG-3' и 5'-CAGCAGGCAGACCAAGGTAT-3' (AsCHI17;
Asa7G04760.1), 5'-GATTCCACTGTGCCTCTCGAT-3' и 5'-TCAGTCACATTCCAGCTTCCG-3' (AsCHI7; Asa6G04947.1).
Значения нормализованы относительно W-контроля, принятого за единицу. *Р < 0.01 – статистически значимое раз-
личие от значений W-контроля. # Р < 0.01 – статистически значимое отличие значений ГХ от соответствующих зна-
чений Р.
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Экспрессия гена AsCHI28 падает во всех опытных
образцах (сорт Сармат), но при этом растет (Р2 и
ГХ2) или не меняется (Р1 и ГХ1) у сорта Стрелец.
Заметное стимулирующее влияние оказывает об-
работка Р2 против ГХ2 по отношению к генам
AsCHI23 (сорт Сармат) и AsCHI28 (сорт Стрелец),
а также ГХ1 против Р1 по отношению к AsCHI23
(оба сорта) и AsCHI28 (сорт Сармат). Экспрессия
генов AsCHI3 и AsCHI34 значительно повышена
во всех опытных образцах обоих сортов, за ис-
ключением ГХ2 сорта Сармат. В противополож-

ность этому экспрессия гена AsCHI27 резко сни-
жена во всех опытных образцах обоих сортов.
При этом наблюдается стимулирующее влияние
Р2 против ГХ2 (AsCHI3, 27 и 34, сорт Сармат), ГХ2
против Р2 (AsCHI3, сорт Стрелец), Р1 против ГХ1
(AsCHI34, сорт Стрелец; AsCHI27, сорт Сармат) и
ГХ1 против Р1 (AsCHI27, сорт Стрелец). Экспрес-
сия гена AsCHI1 в ответ на воздействие практиче-
ски не меняется (ГХ1 и ГХ2) или снижается (Р1 и
Р2) у образцов сорта Стрелец в сравнении с W-
контролем, тогда как у образцов сорта Сармат она

Рис. 6. Экспрессия генов хитиназ семейства GH19 (AsCHI23, AsCHI28, AsCHI3, AsCHI27, AsCHI34 и AsCHI1) в корнях
чеснока сортов Стрелец и Сармат через 120 ч после обработки зубков водой (W), раствором Р1, раствором Р2, раство-
ром ГХ1 и раствором ГХ2. Использованные пары праймеров: 5'-GTACCACTGGGGATACCGAT-3' и 5'-CCCCAT-
GAATATGGTCCATCG-3' (AsCHI23; Asa5G03841.1), 5'-GGAACCACTGGAGACATCAATG-3' и 5'-GCCTTGTTCTTGCTT-
GAAGCAG-3' (AsCHI28; Asa6G07412.1), 5'-CCGCTTTCTTCGCACAGACTT-3' и 5'-TCCCCTGCTCTTCCACAAAG-3'
(AsCHI1; Asa1G02082.1), 5'-CTTTTCTTGGCCATGTTGGTGC-3' и 5'-TCAGCACAATAGGACTGGCTC-3' (AsCHI34;
Asa7G05194.1), 5'-CCTAGCCAATCCTACTGCACAG-3' и 5'-GTGGTCAAGGAGGTCGATTTTG-3' (AsCHI3; Asa7G03617.1),
5'-ACTCCACCGACAAAGAATGGC-3' и 5'-CGGGTTTCTTAACCCATCGAAG-3' (AsCHI27; Asa6G02204.1). Значения
нормализованы относительно W-контроля, принятого за единицу. *Р < 0.01 – статистически значимое различие от зна-
чений W-контроля. # Р < 0.01 – статистически значимое отличие значений ГХ1/2 от соответствующих значений Р1/2.
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возрастает, кроме ГХ2 (не меняется). Отмечено
сильное негативное влияние ГХ2 против Р2 на
экспрессию AsCHI1 у сорта Сармат (рис. 6).

Анализ влияния карбогидраз из экстрактов чес-
нока на метаболическую активность F. proliferatum.
В результате проведенного теста было определено,
что карбогидразы из экстракта чеснока воспри-
имчивого к фузариозу сорта Стрелец способны
подавлять МА F. proliferatum как минимум на 50%
при концентрациях 0.06 и 0.125 мг ткани/мл экс-
тракта для контролей (W, Р1 и Р2) и образца, об-
работанного ГХ1, и при концентрации 0.125 мг
ткани/мл экстракта – для ГХ2-образца (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

Хитозан, являясь безопасным и дешевым про-
дуктом деацетилирования природного полисахари-
да хитина, имеет огромный потенциал применения
в сельском хозяйстве в качестве стимулятора как
роста и развития, так и устойчивости растений к
стрессам [9]. Обработка растений хитозаном вы-
зывает, в числе прочего, рецептор-опосредован-
ную активацию генов PR-белков β-1,3-глюканаз
и хитиназ [29]. При грибной инфекции данные
карбогидразы гидролизуют полисахариды стенки
грибных клеток, приводя к их лизису. Одновре-
менно образуются олигосахаридные элиситоры,
которые служат сигналом для индукции иммун-
ного ответа растения [30–32].

Кроме защиты растения, β-1,3-глюканазы и
хитиназы задействованы в морфогенезе тканей и
органогенезе, участвуя в обеспечении межкле-
точной коммуникации и регуляции организации
клеточной стенки, удлинения клетки и развития
эмбриональных клеток [33–36]. Так, во время
дифференцировки клеток растения, а также в от-
вет на различные стрессы β-1,3-глюканаза сов-
местно с каллозосинтазой регулирует уровень
каллозы (β-1,3-глюкановый полисахарид) в плаз-
модесмах. Тем самым происходит контроль про-
ницаемости плазмодесм, через которые проходят
симпластические молекулярные обмены, опреде-
ляющие межклеточную коммуникацию [37]. С
возрастом растения увеличивается экспрессия
конститутивных хитиназ, что предполагает их
участие в программируемом апоптозе клеток [35].
Отдельные хитиназы вовлечены в симбиотическое
взаимодействие растений с азотфиксирующими
бактериями или микоризными грибами [35], а также
выступают в роли плод-специфичных запасных
белков, служащих источником аминокислот для
синтеза белков, ассоциированных с созреванием
[38]. Некоторые хитиназы способны ингибировать
активность аспарагиновых протеаз [39] и α-амилаз
[40]. Более того, имеются свидетельства наличия
положительной обратной связи между активно-
стью хитиназ и синтезом этилена – гормона

стресса, повышенное содержание которого регу-
лирует экспрессию многих белков [34].

Таким образом, обработка растения хитоза-
ном может стимулировать не только фунгицид-
ную активность, но и многие базовые процессы
развития в растениях, включая прорастание и
укоренение.

В данной работе был исследован эффект воз-
действия нефракционированного (гидролизата)
хитозана на рост корней, а также корневую актив-
ность хитиназ и глюканаз и экспрессию генов от-
дельных хитиназ и β-1,3-глюканаз у двух сортов
чеснока, различающихся восприимчивостью к
фузариозу. Кроме того, была проанализирована
зависимость фунгицидной (против F. proliferatum)
активности чеснока от обработки гидролизатами
хитозана.

Биологическая активность хитозана зависит
от структурных характеристик, таких как молеку-
лярный вес, степень деацетилирования и индекс
полидисперсности [41–44]. Наибольший стиму-
лирующий защитный эффект в условиях окисли-
тельного стресса наблюдается для хитозанов с
низкой и средней МW [45]. При этом обработка
хитозаном в концентрации 2–4 мг/мл стимулиру-
ет развитие проростков, накопление эндогенных
гормонов, активность альфа-амилазы и содержа-
ние хлорофилла в листьях, равно как и иммунитет
растения [8]. Поэтому для поверхностной обра-
ботки зубков чеснока нами были получены и при-
менены хитозаны с низкой (39 кДа) и средней

Рис. 7. Метаболическая активность (МА) F. prolifera-
tum при действии карбогидраз (хитиназ и глюканаз)
из экстрактов корней образцов чеснока сорта Стре-
лец после обработки зубков водой (W), раствором
Р1, раствором Р2, раствором ГХ1 и раствором ГХ2.
1 – 0.0039 мг/мл, 2 – 0.007 мг/мл, 3 – 0.015 мг/мл, 4 –
0.03 мг/мл, 5 – 0.06 мг/мл, 6 – 0.125 мг/мл.
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(135 кДа) МW с высокой СД (85–90%) в концен-
трации 2 мг/мл.

Помимо воды (W-контроль), для замачивания
зубков были использованы растворы Р1 и Р2 в ка-
честве контролей для гидролизатов хитозана, раз-
личающиеся содержанием нитрата аммония, так
как химическая деполимеризация осуществля-
лась с использованием азотной кислоты с после-
дующей нейтрализацией гидроксидом аммония.
Известно, что соединения аммония и нитратов
являются главными поставщиками критического
для роста растений азота [46]. Обработка Р1 и Р2
не меняла или ингибировала (в том числе в зависи-
мости от сорта), но не стимулировала хитиназную и
глюканазную активности (рис. 3), что предполагает
незначительность (в случае Р2) или избыточность
(Р1) нитрата аммония в данных растворах. Тем не
менее, по отношению к W-контролю воздействие
Р1 и Р2 на рост корней было либо аналогичным
(сорт Сармат), либо стимулирующим (сорт Стре-
лец), причем Р1 оказался эффективнее Р2 (рис. 1).
Таким образом, концентрация аммонийной соли
60 г/л (Р1) имеет более выраженный стимулирую-
щий эффект в сравнении с 18 г/л (Р2). При этом
влияние обоих растворов сортоспецифично. Учи-
тывая восприимчивость сорта Стрелец к фузариоз-
ной гнили, можно предположить более активную
индуцируемость его защиты в сравнении с устойчи-
вым к фузариозу сортом Сармат. Подтверждение
сортоспецифичности воздействия было получено
при добавлении гидролизатов хитозана ГХ1 и ГХ2,
которое не меняло картину воздействия Р1 и Р2 на
параметры роста корней чеснока (рис. 1), однако
усиливало ингибирующее действие на хитиназ-
ную и глюканазную активности у сорта Стрелец,
тогда как у сорта Сармат стимулировало (обе ак-
тивности, ГХ2), подавляло (хитиназы, ГХ1) или
не изменяло (глюканазы, ГХ1) (рис. 3).

Общая ферментативная активность, как для
хитиназ, так и для глюканаз, состоит из суммы
активностей отдельных ферментов, среди кото-
рых могут быть участвующие как в процессах раз-
вития, так и в регуляции иммунитета растения.
Анализ экспрессии отдельных генов хитиназ и β-
1,3-глюканаз способен, таким образом, помочь
прояснить направленность роли отдельных кар-
богидраз. Поскольку информация о генах хити-
наз и β-1,3-глюканаз крайне ограничена, список
выбранных в анализ генов основывался на наших
ранних исследованиях ответа сортов Стрелец и
Сармат на инфекцию F. proliferatum [19, 20] и
транскриптомных данных по этим сортам (не
опубликовано).

Полученные данные не показали какой-либо
очевидной корреляции с воздействием хитоза-
нов. Однако профиль транскрипции генов β-1,3-
глюканаз AsPR2a, AsPR2b и AsPR2c, а также ге-
нов хитиназ AsCHI1, AsCHI3, AsCHI7, AsCHI17 и

AsCHI23 оказался сортоспецифичным (рис. 4–6).
Вероятно, это связано с различиями в устойчиво-
сти сортов к фузариозу и, в меньшей степени, с
отложенной инициацией корнеобразования у
восприимчивого сорта Стрелец в сравнении с
устойчивым к инфекции сортом Сармат. Гены
AsCHI10, AsCHI27 и AsCHI34 экспрессировались
сходным между сортами образом (рис. 5, 6), что
указывает на их возможное участие в программах
развития клеток корня.

В целом, рассматривая эффект воздействия
растворов Р1/Р2 и гидролизатов хитозана ГХ1/ГХ2,
можно сделать вывод о большем стимулирующем
эффекте Р1 и ГХ2 (в сравнении с Р2 и ГХ1) в от-
ношении хитиназной и глюканазной активности.
Большее ингибирующее воздействие ГХ2 (в срав-
нении с ГХ1) на экспрессию генов хитиназ и
β-1,3-глюканаз, большинство которых, предпо-
ложительно, связано с иммунитетом, коррелирует с
результатами анализа влияния экстракта корней на
МА F. proliferatum. А именно, получено свидетель-
ство о меньшем фунгицидном эффекте ГХ2 по
сравнению не только с ГХ1, но и с контролями W,
Р1 и Р2 (рис. 7). Заметим, однако, что фунгицид-
ная активность, ассоциированная с ГХ1, оказа-
лась примерно на том же уровне, что и контроли
(включая W-контроль) (рис. 7). Это может быть
связано с восприимчивостью к фузариозу сорта
Стрелец, чьи корни были использованы в тесте, но
также с общей предрасположенностью к устойчи-
вости видов Allium spp., совмещение с которыми
посевов других культур считается эффективным
методом биологической борьбы с фузариозом
[47–49].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные нами данные указывают, в первую

очередь, на зависимость уровня стимуляции ро-
ста корней от количества нитрата аммония при
предпосевной обработке луковиц чеснока. В то
же время воздействие растворов нитрата аммония
Р1 и Р2 сортоспецифично и может быть связано с
различиями в устойчивости сортов к фузариоз-
ной гнили. Это также верно для гидролизатов хи-
тозана различной молекулярной массы ГХ1 и ГХ2
в отношении как ферментативной активности,
так и экспрессии большинства проанализирован-
ных генов хитиназ и β-1,3-глюканаз. Сходные между
сортами профили экспрессии генов AsCHI10,
AsCHI27 и AsCHI34 предполагают возможное уча-
стие соответствующих хитиназ в программах раз-
вития корневых клеток. В целом, можно говорить
о большем стимулирующем эффекте Р1 и ГХ2 (в
сравнении с Р2 и ГХ1) в отношении фермента-
тивных активностей, а также о большем ингиби-
рующем воздействии ГХ2 (в сравнении с ГХ1) на
экспрессию генов хитиназ и β-1,3-глюканаз. По-
следнее коррелирует с меньшим фунгицидным
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эффектом ГХ2 по сравнению с ГХ1, выявленным
в результате анализа влияния экстракта корней
на метаболическую активность F. proliferatum.

Таким образом, полученные результаты до-
полняют известные данные о влиянии хитозана
на экспрессию и активность хитиназ и глюканаз,
участвующих в регуляции роста корней и/или за-
щитных реакциях A. sativum, и могут быть исполь-
зованы для разработки агрономических мер по
повышению устойчивости чеснока к фузариоз-
ным инфекциям.
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