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Вирусные заболевания ежегодно вызывают существенные потери урожая и заметно снижают качество продукции, 
в том числе важнейшей сельскохозяйственной культуры – картофеля. Антивирусных препаратов для растениевод-
ства, которые были бы безопасны для человека и животных, не существует, и в этих условиях перспективным мето-
дом защиты растений является использование биопрепаратов на основе эндофитных микроорганизмов, продуци-
рующих РНКазы. В работе проанализирована способность ряда эндофитных штаммов Bacillus spp. продуцировать 
РНКазы и влиять на пораженность растений вирусом М, широко распространенным в средней полосе России, и 
урожайность раннеспелого сорта картофеля Удача в полевых условиях. Обнаружено, что обработка штаммами бак-
терий B. subtilis 26Д и B. thuringiensis снижала степень инфицированности растений вирусом М с 60 % в контроле до 
18–30 % на участках, обработанных микроорганизмами. Аналогичным образом снизился индекс развития вирусной 
инфекции: с 14 % в контроле до 1–7 % у инокулированных растений. Кроме того, бактерии с высокой РНКазной 
активностью вызывали прибавку урожая картофеля до 40 %. Предполагается, что изученные бактерии способны 
не только повышать рост и урожайность картофеля, но и, благодаря своей РНКазной активности, подавлять рас-
пространение вируса М. Дальнейшее изучение молекулярных механизмов, связанных с индукцией эндофитными 
бактериями защитных реакций растений в ответ на вирусные инфекции, приведет к лучшему пониманию фитоимму-
нитета растений. Более того, эндофитные штаммы Bacillus spp. с высокой РНКазной активностью могут стать основой 
для биопрепаратов комплексной защиты растений.
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Viral diseases annually cause significant crop losses and significantly reduce the quality of products, including potatoes, 
some of the most important crops. Currently, viruses cannot be controlled with chemical pesticides, since known antiviral 
compounds are teratogenic and hazardous to people’s health. Biocontrol agents based on endophytic microorganisms 
may be an alternative to them. Many strains of Bacillus produce ribonucleases (RNases). Our laboratory possesses a collec-
tion of bacteria that produce various metabolites and have RNase activity. The results showed that the inoculation of potato 
with B. subtilis 26D and B. thuringiensis increased the grain yield by 32–43 %. In addition, the treatment of potato plants with 
Bacillus spp. significantly reduced the infection of potato plants with virus M. The prevalence of the disease in potato plants 
was significantly reduced from 60 % in the control to 18 % (B. subtillis 26D) and 25–33 % (B. thuringiensis) in the inoculated 
plants. Similarly, the infection index decreased from 14 in the control to 1 in the inoculated plants. The further study of 
molecular mechanisms related to bacterial induction of plant defense reactions in response to viral infections will lead to 
a better understanding of stress resistance problems. The endophytic microorganisms studied in this report may become 
the basis for the creation of biological agents for plant protection.
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Введение
Существенные потери урожая (до 30 %) и заметное сни
жение качества продукции одной из важнейших продо
вольственных культур в мире, картофеля (Solanum tubero

sum), связаны с вирусами. Известно более 40 видов ви
русов, которые заражают картофель, многократно умень 
 шая продуктивность и ухудшая товарные свойства клуб
ней, что описывается термином «вырождение сорта» 
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(Makarova et al., 2017). В числе главных магистральных 
путей борьбы с вирусной инфекцией остается селекция 
на вирусоустойчивость. Однако источников генов имму
нитета к важным вирусам с доминантным моногенным 
типом наследования не так много (Nicaise, 2017). Мето
дически более эффективными в этих условиях оказались 
технологии редактирования геномов c использованием 
систем CRISPR/Cas9 (Romay, Bragard, 2017) и транс
геноза, когда в геном хозяйственно ценного сорта путем 
генетической трансформации вводятся определенные 
гены (Prins et al., 2008), например, кодирующие синтез 
потенциально антивирусных белков (интерферона, ри
бонуклеаз), белков, токсичных для насекомых (Cry и 
Vip из бактерии B. thuringiensis, ингибиторы протеиназ), 
или белков самого вируса (Сташевски, Ильинская, 2009; 
Chung et al., 2013).

Несмотря на достаточный объем практических раз
работок препаратов для защиты растений от болезней на 
основе ризосферных и эндофитных штаммов бактерий, 
в научной литературе мало сведений о проявлении ими 
антивирусной активности, их влиянии на распростране
ние и накопление вирусов в растительных тканях. Био
цидная активность бактерий рода Bacillus, придаваемая 
им специфическими инсектицидными белками (белки 
Cry и Vip из B. thuringiensis), бактериоцинами и липо
пептидами (Rodríguez et al., 2018), предполагает, что они 
способны опосредованно защищать растения от вирусов, 
воздействуя на их переносчиков, к которым относятся бак
терии (фитопатогенные), простейшие, грибы, нематоды 
и насекомыефитофаги. Соответственно, использование 
биопрепаратовфунгицидов и инсектицидов на основе 
бактерий для борьбы с фитопатогенами и вредителями 
должно помочь и в снижении уровня размножения виру
сов в растениях. Важно отметить, что в настоящее время 
наиболее перспективным считается поиск эндофитных 
микроорганизмов, которые, обитая во внутренних тканях 
растений, менее подвержены влиянию окружающей среды 
и в большей степени интегрированы в метаболизм рас
тений, чем микроорганизмы ризо и филлосферы.

Многие виды рода Bacillus проявляют свойства эндо
фитности (Burkhanova et al., 2017) и продуцируют фермен
ты с рибонуклеазной активностью (Ulyanova et al., 2016; 
Ilinskaya et al., 2018). Так, 73 % выделенных из растений 
семейства Cucurbitaceae изолятов Bacillus продуцировали 
нуклеазы (Khalaf, Raizada, 2018). Синтез секретируемых 
ферментов, включая РНКазы, которые участвуют в моби
лизации фосфатов из органических соединений, является 
одним из способов адаптации бактерий к изменяющимся 
условиям обитания. В низких концентрациях они сти
мулируют рост и устойчивость растений и микроорга
низмов к стрессам, а в высоких – обладают противовирус
ной активностью, разрушая вирусные РНК. Микробные 
РНКазы – это потенциальные терапевтические агенты, 
предложенные для терапии вирусных заболеваний че
ловека (Mahmud et al., 2017). В связи с этим выявление 
биологических свойств эндофитных бактерий Bacillus spp. 
актуально для создания биопрепаратов с комплексной (ан
тивирусной, иммунизирующей и ростстимулирующей) 
активностью для экологически безопасной защиты рас
тений картофеля от болезней и вредителей.

Целью данной работы была оценка РНКазной актив
ности ряда штаммов эндофитных бактерий из коллекции 
лаборатории биохимии иммунитета растений Института 
биохимии и генетики (ИБГ) УФИЦ (http://ibg.anrb.ru/wp
content/uploads/2019/04/Katalogendofit.doc) и их влияния 
на устойчивость картофеля раннеспелого сорта Удача к 
фитопатогенным вирусам (вирусу картофеля М) в поле
вых условиях и урожайность.

Материалы и методы
При проведении экспериментов использованы штаммы 
бактерий B. subtilis 26Д, B. thuringiensis var. thuringiensis 
(В5689), B. thuringiensis var. kurstaki (В5351), любезно 
предоставленные для исследований ООО НВП «Башин
ком». Изоляты B. subtilis Stl7, B. subtilis Stk18, B. subtilis 
Stk22 выделены из поверхностно стерилизованных 
тканей листьев картофеля различных сортов, произрас
тающих на территории Иглинского района Республики 
Башкортостан. Все штаммы бактерий идентифицированы 
на основании секвенирования нуклеотидной последова
тельности 16S РНК. Бактерии культивировали на среде LB 
в термостате ES20 (Biosan, Латвия) при 25–27 °С. В экс
периментах по оценке эндофитности и влияния бактерий 
на антивирусную активность и урожайность картофеля 
использовали суточные культуры.

Количественную оценку внеклеточной активности 
РНКаз в среде культивирования бактерий определяли со
гласно методике (Hole et al., 2004). Для этого штаммы вы
ращивали на среде LB с добавлением дрожжевой РНК 
(6 г/л) (Sigma, США) при 30 °С. Через 48 ч культиви
рования чашки Петри с выращенными на поверхности 
питательной среды колониями бактерий заливали 3 мл 
1 М хлорной кислоты и выдерживали в течение 5 мин 
для осаждения РНК. При отсутствии РНКаз среда куль
тивирования становилась молочнобелой, а при наличии 
фермента вокруг бактериальной колонии формирова
лось прозрачное гало. Внеклеточную РНКазную актив
ность оценивали, измеряя расстояние от края колонии до 
соответствующей линии. Количественную оценку внекле
точной РНКазной активности проводили в культураль  
ном бактериальном фильтрате с использованием спектро
фотометра UNICO 2800 (США) при длине волны 260 нм 
по методике (Маргулис и др., 2012). Скорость фермента
тивной реакции оценивали по тангенсу угла на клона пря
молинейного восходящего участка кривой зависимости 
светопоглощения от времени и выражали в увеличении 
поглощения за 1 мин на 1 мг белка.

Для определения эндофитности бактерий использовали 
пробирочные стерильные растения картофеля (Solanum 
tuberosum L.) сорта Удача, культивируемые в течение 
25 сут при 16часовой освещенности 12–16 тыс. люкс 
(лампы Osram L 36W/77, Германия) в климатокамере 
КС200 (Смоленское СКТБ СПУ, Россия) на агаризованной 
среде Мурасиге–Скуга. Растения картофеля инокулиро
вали экспериментальными штаммами микроорганизмов 
согласно методике, представленной в работе (Maksimov 
et al., 2015). Оценивали эндофитность путем определения 
числа колониеобразующих единиц (КОЕ) микроорганиз
мов в поверхностно стерилизованных тканях растений 
через 7 дней после инокуляции. Для этого навески по
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верхностностерилизованного растительного материала 
гомогенизировали в стерильных ступках. Затем их аликво
ты распределяли по поверхности картофельноглюкозного 
агара до полного высыхания. Чашки Петри инкубировали 
при температуре 28 °С в термостате ТС1/20 СПУ (Смо
ленское СКТБ СПУ) в течение 24 ч. Подсчет КОЕ бак
терий производили во втором и третьем разведении, их 
количество пересчитывали на 1 г сырой массы растений.

Полевые исследования выполнялись на опытных по
лях Уфимского федерального исследовательского центра 
(Бир ская опытная станция, 55°24′27″ с. ш., 55°36′39″ в. д.). 
Подготовка почвы и технология выращивания картофеля 
общепринятые для региона. Растения изучаемого ранне
спелого сорта Удача, культивируемого на указанной тер
ритории, высажены в трех повторностях, по 30 растений 
в каждой. В эксперименте использованы три варианта 
обработки двухнедельных всходов картофеля суспен
зией бактерий B. subtilis 26Д, B. thuringiensis В5689, 
B. thuringiensis В5351 в отдельности (100 мл/растение, 
106 клеток/мл), а также контрольная обработка – опрыс
кивание водой. Опрыскивание повторяли после цветения 
таким же образом. На наличие вирусов растения оце
нивали с использованием иммунохроматографических 
наборов для экспрессного определения вирусов Х, Y, 
S, М и вируса скручивания листьев картофеля (ВСЛК) 
по методике фирмы ООО «АгроДиагностика» (Москва). 
Фенологические наблюдения и диагностику вирусов 
осуществляли визуально до цветения растений, согласно 
(Методика…, 1995). Данные по урожайности обработа
ны методом дисперсионного анализа по Б.А. Доспехову 
(1985). Эксперименты проводили в трех биологических 
повторностях. Статистический анализ выполнен с ис
пользованием стандартных математических методов в 
компьютерной программе Microsoft Excel.

Результаты
Скрининг коллекционных штаммов и изолятов бактерий 
из лаборатории биохимии иммунитета растений ИБГ 
УФИЦ РАН показал наличие у них РНКазной активности. 
РНКазная активность была оценена методом измерения 
ширины развития гало и спектрофотометрически (табл. 1, 
см. рисунок). Между штаммами и изолятами, взятыми на 
анализ, наблюдались определенные различия в изменении 
ширины гало (см. табл. 1). С одной стороны, все исполь
зованные в эксперименте штаммы бактерий рода Bacillus 
обладали РНКазной активностью, при этом максимально 
высокая активность отмечена у изолята B. subtilis Stl7, 
а минимальная – у штамма B. thuringien sis var. kurstaki 
В5351. Вместе с тем выделенные из кишечника колорад
ского жука изоляты, такие как Enterobacter spp., иденти
фицированные ранее с использованием специфических 
праймеров, не имели внеклеточных РНКаз при тех же 
условиях выращивания (см. табл. 1). 

Наибольшая активность РНКаз наблюдалась у бактерий 
штаммов B. thuringiensis var. kurstaki В6066, B. subti lis 
Stl7, B. subtilis 26Д и B. thuringiensis var. thuringiensis 
В5689, что подтверждает применимость метода гало для 
скрининговых исследований (см. рисунок). Действитель
но, в работе (Hole et al., 2004) показана прямая корреляция 
между диаметром гало вокруг бактериальной колонии и 

концентрацией РНКазы, а также временем анализа. Сле
довательно, мы подтвердили, что по размеру гало можно 
судить об активности РНКаз, синтезируемых различными 
штаммами бактерий.

Штаммы В.  subtilis 26Д, B. thuringiensis var. kurstaki 
В5351 и B. thuringiensis var. thuringiensis В5689 были 
оценены на эндофитность (табл. 2). Бактерии В.  subti
lis 26Д и B. thuringiensis var. kurstaki В5351 обнаружива
лись в тканях растений картофеля в количестве порядка 
105 КОЕ/г сырой массы. Бактерий штамма B. thuringien sis 
var. thuringiensis В5689 в тканях расте ний было мень
ше, их количество составило не более 103 КОЕ/г сырой 
массы. Таким образом, проанализированные штаммы 
В. sub tilis 26Д и B. thuringiensis var. kurstaki В5351 обла
дали большей способностью колонизировать внутренние 
ткани растений в сравнении со штаммом B. thuringien sis 
var. thuringiensis В5689.

Вероятно, применение бактерий, обладающих, с одной 
стороны, высокой РНКазной активностью, а с другой – 
способностью эффективно колонизировать ткани расте
ний, может способствовать снижению степени развития 
вирусов на посадках картофеля. Для доказательства 
этого предположения штаммы бактерий В. subtilis 26Д, 

Таблица 1. РНКазная активность коллекционных штаммов  
и изолятов

Штаммы, изоляты Гало, мм

B. subtilis 26Д 4.5

B. subtilis Stl-7 6.5

B. subtilis Stk-18 3.0

B. subtilis Stk-22  4.5

B. thuringiensis var. kurstaki В-6066 4.0

B. thuringiensis var. thuringiensis В-5689 5.0

B. thuringiensis var. kurstaki В-5351 2.0

Enterobacter sp. BeP 0

Enterobacter sp. м10 0

Enterobacter sp. м9 0
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РНКазная активность штаммов Bacillus spp. в культуральном 
 фильтрате.
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B. thuringiensis var. kurstaki В5351 и B. thuringiensis 
var. thuringiensis В5689 были испытаны в полевых ус
ловиях на посадках картофеля сорта Удача.

Предварительная оценка растений картофеля сорта Уда
ча на наличие вирусов Х, Y, S и М и вируса скручивания 
листьев картофеля с использованием иммунохроматогра
фических наборов фирмы ООО «Агродиагностика» по
казала высокий уровень инфицированности вирусом М 
(см. табл. 2). В полевых условиях на контрольных делян
ках почти 60 % растений картофеля сорта Удача были 
заражены вирусом М. Оценка степени развития болезни 
показала до 14 % визуально проявляемых симптомов. 

В тех же условиях обработка растений картофеля экспе
риментальными штаммами бактерий заметно снижала как 
степень поражения, так и проявление вирусной инфекции. 
Наименьшее количество растений с симптомами вирусно
го заболевания наблюдалось на делянках, обработанных 
B. subtilis 26Д. Обработка картофеля штаммом бактерии 
B. thuringiensis var. thuringiensis В5689 (с низкой эндо
фитностью и высокой РНКазной активностью) двукратно 
снижала число растений с симптомами. Пораженность 
листьев на одном растении не превышала 1 %. Примене
ние штамма бактерии B. thuringiensis var. kurstaki В5351 
(с низкой РНКазной активностью и высокой эндофитно
стью) препятствовало распространению вирусов. Однако 
пораженность растений в данном варианте была выше, 
чем при обработке штаммами с высокой активностью 
внеклеточного фермента. Вероятно, в последнем случае 
распространение инфекции было связано с инсектицид
ным эффектом B. thuringiensis var. kurstaki В5351 (Со
рокань и др., 2018).

Важно, что обработка бактериями B. subtilis 26Д и 
B. thuringiensis var. thuringiensis В5689 значительно 
увеличивала урожайность картофеля, что могло быть 
обусловлено как их противовирусной активностью, так 
и ростстимулирующим эффектом. При использовании 
B. thuringiensis var. kurstaki В5351 прибавка урожая была 
менее значительной и составила 12 % от контроля.

Обсуждение
Известно, что многие бактерии, в особенности из рода 
Ba cillus, обладают широким спектром ферментов с 
РНКаз ной активностью, а также нуклеаз и других белков, 
отвечающих за РНКинтерференцию (AguiarPuli do et 
al., 2016). Например, бактерии B. amyloliquefaciens, B. in

ter medius и B. licheniformis могут вырабатывать внекле
точные рибонуклеазы, названные барназами, биназами и 
балифазами соответственно (Ulyanova et al., 2011, 2016). 
Установлено, что B. cereus ZH14 продуцирует новый тип 
противовирусной рибонуклеазы, которая секретируется в 
среду и активна против вируса табачной мозаики (Zhou, 
Niu, 2009). Представители рода Bacillus, к которому при
надлежат чаще всего используемые в защите растений 
штаммы B. subtilis и B. thuringiensis, также секретируют 
ферменты, проявляющие антивирусные и антираковые 
свойства (Ulyanova et al., 2011). Было показано, что вве
дение гена бактериальной РНКазы в геном растений ку
курузы (Zhang et al., 2001) и ячменя (Cao et al., 2013) по  
давляло развитие вирусной инфекции. Вероятно, с этим 
связана непосредственная способность РНКаз из Pseudo
monas putida A3 разрушать частицы вируса табачной 
мо заики (ВТМ) в течение 30 мин в соке из инфициро
ванных листьев табака (Guo et al., 2011; Yang et al., 2012). 
Согласно нашим данным, штаммы с высокой РНКазной 
активностью in vitro существенно снижали интенсивность 
развития симптомов вируса М на растениях картофеля 
сор та Удача в полевых условиях в сравнении со штаммами 
с низкой РНКазной активностью.

Многократное уменьшение степени поражения рас
тений свеклы вирусом некротического пожелтения жи
лок (BNYVV) выявлено после их обработки бактерией 
B. amylolequifaciens, что коррелировало с уменьшением 
численности гриба Polymyxa betae и экспрессией расти
тельных генов защитных белков (PR8, NPR1) (Desoignies 
et al., 2013). Обнаружено, что изолят B. subtilis ВS3A25 и 
его культуральный фильтрат сдерживают развитие вируса 
мозаики огурца на томатах посредством угнетения пере
носчика этого заболевания – бахчевой тли Aphis gossipi 
(Sudhakar et al., 2011).

Поскольку большинство фитовирусов в качестве ин
фекционного начала содержат РНК, интерес представ
ляет создание биопрепаратов на основе ризосферных и 
эндофитных бактерий с высокой РНКазной активностью 
или же грубого препарата самой РНКазы для защиты 
растений от вирусной инфекции (Sharipova et al., 2015), 
а также создание генномодифицированных растений с 
внедренным в них геном нуклеаз (Trifonova et al., 2018). 
Известно, что некоторые ферментынуклеазы обладают 
противовирусной активностью, и высокая устойчивость 
к патогенам наблюдается в трансгенных растениях карто

Таблица 2. Оценка содержания КОЕ бактерий рода Bacillus во внутренних тканях растений картофеля  
и их влияние на пораженность картофеля сорта Удача вирусом М и его урожайность

Показатель Контроль (H2O) B. subtilis 26Д B. thuringiensis 

var. thuringiensis В-5689 var. kurstaki В-5351

КОЕ/г сырой массы 0 5 · 105 5 · 103 1 · 105

Растения, пораженные вирусом М, % 60 18 33 25

Среднее развитие вируса М,  
% пораженных листьев на растение

14 1 1 7

Урожайность, ц/га 182.45 ± 12.38 241.91 ± 22.67 261.03 ± 23.59 205.58 ± 15.60

Прибавка, % от контроля – 32 43 12
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феля, экспрессирующих, например, бактериальную нук
леазу Serratia marcescens (Trifonova et al., 2018). 

Использованные в нашей работе штаммы проявляли 
также инсектицидный эффект против колорадского жука 
(Сорокань и др., 2018) и злаковой тли (Veselova et al., 
2019), которая служит переносчиком вирусных заболева
ний и на долю которой приходится до 20 % из всех видов 
тлей, поражающих картофель (Екатеринская и др., 2016). 
Обнаружено, что сами бактериальные барназы, помимо 
способности формировать защиту от вирусной инфекции, 
могут участвовать в защите растений от других болезней, 
например табака от фитофтороза, что доказано на транс
генных растениях, продуцирующих барназу (Natsoulis, 
Boeke, 1991). По данным Х.Х. Али с соавторами (2010),  
возбудитель фитофтороза сохраняет и распространя ет с 
помощью своих зооспор вирус картофеля X. Ранее нами 
было показано, что B. subtilis 26Д эффективно сни жает 
пораженность растений грибом Phytophthora in fes tans 
(Maksimov et al., 2015), что также может способство вать 
снижению распространенности вирусов. Важ но отме
тить, что для эффективного подавления вирусных забо
леваний необходимо постоянное присутствие противо
вирусных соединений непосредственно в тканях расте  
ний, что делает эндофитные микроорганизмы, продуци
рующие РНКазы, перспективными агентами биоконтро
ля вирусов. Эти данные хорошо согласуются с одним из 
подходов в защите растений от вирусной инфекции путем 
использования эндофитных бактерий Bacillus spp., «уси
ленных» РНКазой, в качестве основы противовирусных 
препаратов для защиты растений. Однако данных о при
менении такого подхода при создании биопрепаратов с 
комплексом защитных свойств в научных публикациях 
не встречается.

Заключение
Исходя из полученных нами данных, можно сказать, что 
использование биопрепаратов на основе бактерий рода 
Bacillus снижает естественный вирусный инфекционный 
фон, который зависит от эндофитности штаммов и способ
ности бактерий продуцировать внеклеточные РНКазы. Со
ответственно, защита растений при помощи эндофитных 
бактерий рода Bacillus, продуцентов РНКаз, может играть 
важную роль в предотвращении распространения фитови
русной инфекции, что позволяет приступить к разработке 
биопрепаратов с комплексной (антивирусной, инсекти
цидной, фунгицидной, бактерицидной, иммунизирующей 
и ростстимулирующей) активностью для экологически 
безопасной защиты растений от болезней и вредителей.
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