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МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ СИСТЕМНОЙ ПРИОБРЕТЕННОЙ 
УСТОЙЧИВОСТИ У РАСТЕНИЙ ЯРОВОГО ЯЧМЕНЯ (HORDEUM VULGARE L.) 

ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ ВОЗБУДИТЕЛЕМ ТЕМНО-БУРОЙ ПЯТНИСТОСТИ 

Аннотация. Исследованы физиолого-биохимические ответные реакции растений ярового ячменя на заражение 
гемибиотрофным фитопатогенным грибом Bipolaris sorokiniana. Показано, что данные ответы регулируются сигналь-
ными путями с участием медиатора салициловой кислоты (СК), что связано с локализованным накоплением активных 
форм кислорода (АФК) в подвергшихся инфицированию и/или соседних клетках. Выявлено активирование выделен-
ной из листьев ячменя на 1-е и 3-и сутки после грибного заражения микросомальной фракции НАДФН-оксидазы, 
которая, как известно, ответственна за быстрое образование АФК в растительных клетках под влиянием грибного 
заражения. При этом активность фермента пероксидазы, осуществляющего детоксикацию АФК, в частности Н2О2, 
на 1-е и 3-и сутки после воздействия увеличилась по отношению к контролю (незараженные растения) в 1,6 и 2,2 раза 
соответственно. Включение механизмов антиоксидантной защиты привело к стабилизации процессов перекисного 
окисления липидов через несколько суток после инфицирования. Показано достоверное возрастание в инфициро-
ванных тканях растений общего содержания водорастворимых фенольных веществ, оказывающих защитное дей-
ствие на растения в условиях стресса, а также увеличение свободного пула эндогенной СК на 9 и 30 % в течение 
первых 24 ч и последующих 3 сут после инфицирования соответственно. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что эндогенная СК вовлечена в ответные реакции на заражение 
проростков ячменя Bipolaris sorokiniana и является необходимым элементом для активации SAR (systemic acquired 
resistance), что проявляется в накоплении свободной СК и уменьшении содержания ее конъюгированной формы 
в ответ на заражение.
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MECHANISMS FORMATION OF SYSTEMIC ACQUIRED RESISTANCE 
IN SPRING BARLEY PLANTS (HORDEUM VULGARE L.) DURING INFECTION 

BY THE PATHWAY OF DARK BROWN SPOT

Abstract. The physiological and biochemical responses in spring barley plants to infection with a hemibiotrophic 
phytopathogenic fungus B. sorokiniana was studied. It was found that these responses of the plant organism are regulated 
by signaling pathways with the participation of the salicylic acid mediator (SA) and are associated with oxidative stress-localized 
accumulation of reactive oxygen molecules (ROS) in infected cells and/or neighboring cells. The activation of the microsomal 
fraction of NADPH oxidase isolated from barley leaves on days 1 and 3 after fungal infection was revealed, which is known 
to be responsible for the rapid formation of ROS in plant cells under the influence of fungal infection. At the same time, 
an increase in the activity of the peroxidase enzyme detoxifying ROS, in particular Н2О2, was observed in relation to the control 
(uninfected plants) by 1.6 and 2.2 times on the 1st and 3rd day after exposure, respectively. The inclusion of antioxidant 
defense mechanisms led to the stabilization of lipid peroxidation processes several days after infection. A reliable increase 
in the total content of water-soluble phenolic substances in the infected plant tissues was shown to have a protective effect  
on plants under stress, as well as an increase in the free pool of endogenous SА by 9 and 30 % during the first 24 hours 
and the next 3 days after infection, respectively. 1
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The data obtained indicate that endogenous SА is involved in the responses to infection of B. sorokiniana barley seedlings 
and is a necessary factor for the activation of SAR (systemic acquired resistance), which manifests itself in the accumulation 
of free SА and a decrease in its conjugated form in response to infection.
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Введение. В процессе своей жизнедеятельности растения постоянно получают биотические 
и абиотические сигналы из окружающей среды, поэтому вынуждены различать безвредные сигна-
лы и потенциально опасные. Как следствие, у растений развились различные адаптивные иммун-
ные механизмы, которые обеспечивают им естественную защиту против патогенных факторов [1]. 

 С помощью специальных рецепторов (pattern-recognition receptor, PRR), расположенных на 
поверхности растительной клетки, происходит распознавание патоген-ассоциированных моле-
кулярных структур (PAMPs), что приводит к активации паттерн-активированного иммунитета 
(pattern-triggered immunity, PTI) [2]. PAMP представляют собой широко консервативные микроб-
ные молекулы, такие как липополисахариды, пептидогликаны, бактериальный флагеллин или гриб-
ковый хитин. Во многих случаях PTI предотвращает дальнейшую колонизацию растений пато-
геном. Тем не менее некоторые патогены в процессе эволюции выработали эффекторные белки, 
нацеленные на компоненты сигнальных путей (фитогормоны) в растении-хозяине [3]. Патоген-
ные «имитаторы фитогормонов», структурно и/или функционально напоминающие фитогормо-
ны или сигнальные компоненты фитогормонов, вызывают подавление PTI. С такими патогенами 
растения борются с помощью эффекторного иммунитета (effector-triggered immunity, ETI), кото-
рый опосредуется белками внутриклеточной резистентности (R-белками), распознающими мо-
лекулы T3SEs, так называемые эффекторы, вводимые патогенами в клетки растений [4]. Гены 
распознавания патогенных микроорганизмов (PPRs), по-видимому, не способны различать пато-
гены по их типу питания, чтобы модулировать специфический ответ. Они участвуют в восприя-
тии инвазии патогена и запуске неспецифических реакций иммунной системы [5, 6]. И PTI, и ETI 
связаны с активацией защитных процессов в инокулированной ткани, в том числе генерацией 
АФК, увеличением внутриклеточного потока Ca2+, активацией митоген-активированных протеин-
киназ (MAPKs), повышенной экспрессией различных защитных генов, синтезом антимикробных 
соединений и накоплением салициловой кислоты (СК) [2, 7]. 

Таким образом, активация путей защитной сигнализации (PTI или ETI) приводит к генера-
ции мобильного сигнала, который перемещается из локальной инфицированной ткани в дис-
тальную ткань, вызывая формирование системной приобретенной устойчивости (SAR), являю-
щейся формой долговременного иммунитета к широкому спектру возбудителей [8]. СК при этом 
выступает важным медиатором иммунного ответа как PTI, так и ETI [9] и необходимым элемен-
том активации SAR [10]. 

SAR опосредует генерацию в первичном очаге инфекции ряда мобильных сигналов, которые 
распространяются в более отдаленные ткани главным образом через флоэму, благодаря чему рас-
тения становятся устойчивее к последующему заражению [11]. Реализация такого вида устойчи-
вости в растении происходит, как отмечалось ранее, через сигнальные системы с участием СК [12]. 
Этот тип устойчивости является неспецифическим; он эффективен по отношению к различным 
стрессорам и повторному заражению растений, прежде всего к биотическим и абиотическим 
факторам, которые индуцируют некрозы клеток и тканей растений [13]. Молекулярно SAR ха-
рактеризуется повышением экспрессии большого числа патоген-зависимых генов (PR-генов) как 
в местных, так и в системных тканях [14]. В последние годы выявлена ключевая роль ко-активатора 
транскрипционных факторов NPR1 (non-expresser of pathogenesis-related proteins 1) в передаче 
сигналов от СК в ядро [10]. Скрининг мутантов показал, что NPR1 является основным регулято-
ром СК-опосредованных ответов при реализации SAR [15]. В норме его экспрессия в растении 
небольшая, но под влиянием стресс-фактора и при обработке СК возрастает в несколько раз [16]. 
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В ответ на увеличение внутриклеточного содержания СК регуляторный белок распадается 
на мономеры за счет уменьшения межмолекулярных мостиков, перемещается в ядро и взаимо-
действует с факторами транскрипции TGA, индуцируя экспрессию PR-генов [17]. Активация 
экспрессии гена PR-1 вызывается факторами TGA 2, TGA 5 и TGA 6 [18]. Возможно, регуляция 
ядерной локализации NPR1 и активация TGA-факторов контролируется изменением окисли-
тельно-восстановительного потенциала клетки после ее обработки СК. Недавние исследования 
показали, что СК напрямую связывается с адапторными белками NPR1, NPR3 и NPR4, регули-
рует их взаимодействие с NPR1, а также контролирует стабильность белка NPR1 [19]. 

Запуск SAR может быть индуцирован вирулентными, авирулентными и непатогенными микро-
организмами, а также иммуномодуляторами, которые представляют собой доступные для расте-
ний продукты промежуточных реакций иммунного ответа. Такими веществами могут выступать 
экзогенная СК, метилсалицилат, 2,6-дихлор-изоникотиновая кислота (INA), бензо(1,2,3)тиадизол-
7-карботионовой кислоты S-этиловый эфир (BTH), системин и др. [20, 21]. В зависимости от вида 
растения и элиситора для создания SAR необходимо определенное время для накопления в рас-
тении СК и патогензависимых белков [22].

Широко распространенный во всем мире гемибиотрофный гриб Bipolaris sorokinianа (=Drechslera 
sorokiniana, Helminthosporium sativum) вызывает темно-бурую пятнистость листьев (гельминто-
спориоз) зерновых культур, а также белоколосость, корневую гниль и черный зародыш семян [23]. 
Гельминтоспориоз – одно из наиболее распространенных и вредоносных заболеваний ячменя, 
поражающих растения в период от всходов до созревания [24]. Вредоносный потенциал гриба 
снижает урожайность зерновых культур (потери урожая зерна составляют от 38 до 87 %) [25]. 
Ситуация осложняется отсутствием устойчивых к данному заболеванию форм пшеницы и ячме-
ня [26]. Исключение составляют самоклональные линии этих культур, которые способны в усло-
виях относительно жесткого инфекционного фона сохранять урожайность. 

В мировом масштабе потери урожая пшеницы и ячменя, вызванного B. sorokiniana, указы- 
вают на необходимость поиска альтернативных стратегий для борьбы с этим патогеном, кото-
рые обеспечивали бы запуск естественных защитных систем. 

Цель работы – исследование механизмов SAR и веществ, индуцирующих в растениях высо-
коэффективный иммунный ответ.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования служили проростки ярового 
ячменя (Hordeum vulgare L.) сорта Магутны, выращенные при 16-часовом фотопериоде на поли- 
хроматичном белом свету (120 мкмоль квантов·м–2·с–1) при температуре 22/16 °С (день/ночь) на спе-
циальных сетках на слое фильтровальной бумаги, увлажненной водой. Листья 4-дневных расте-
ний равномерно опрыскивали из пульверизатора водным раствором, содержащим СК (10–4 М), 
из расчета 5 мл раствора на сетку. Инокуляцию зеленых проростков ячменя патогеном Bipolaris 
sorokiniana осуществляли путем опрыскивания 5-дневных листьев споровой взвесью, содержащей 
106 спор/мл. Гриб Bipolaris sorokiniana предварительно выращивали на картофельно-глюкозном 
агаре в течение 2 недель. Анализ исследуемых проростков проводили через сутки и на 3-и сутки 
после воздействия неблагоприятных факторов. В качестве контрольного варианта использовали 
незараженные растения, выращенные в идентичных условиях. 

Активность перекисного окисления липидов (ПОЛ) тестировали по количеству малонового 
диальдегида (МДА) [27]. Растительный материал гомогенезировали в 5 мM фосфатном буфе- 
ре (рН 7,2). К гомогенату добавляли равный объем 0,5 %-ной тиобарбитуровой кислоты (ТБК) 
в 20 %-ной трихлоруксусной кислоте (ТХУ). Полученные образцы нагревали на кипящей водя-
ной бане в течение 20 мин, охлаждали и центрифугировали при 7000 об/мин. Супернатант изме-
ряли фотометрически при λ = 532 нм. Количество МДА рассчитывали с учетом миллимолярного 
коэффициента экстинкции комплекса МДА с ТБК, который с поправкой на неспецифическое по-
глощение при λ = 600 нм (1,5 М–1⋅см–1) составил 1,55·105 М–1⋅см–1 [28]. 

Общий уровень АФК оценивали с помощью флуоресцентного теста, в основе которого лежит 
образование дихлорфлуоресцеина (ДХФ) из нефлуоресцирующего дихлорфлуоресцеин-диацета-
та (ДХФДА) в экстрактах листьев. Навески листьев по 0,25 г гомогенизировали в 2 мл 0,2 н HClO4. 
Гомогенат центрифугировали в течение 10 мин при 13 000 g. Для нейтрализации кислотности 
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к 500 мкл суспензии добавляли 37–38 мкл 4 М КОН (конечное значение рН – 7,5–8,0) и центрифу-
гировали 5 мин при 13 000 g. Для определения АФК к 950 мкл 0,15 М Трис-HCL буфера (рН 7,5) 
последовательно добавляли 25 мкл нейтрализованного супернатанта и 25 мкл 0,15 мМ раство- 
ра ДХФДА. Контролем служила проба, состоящая из 975 мкл 0,15 М Трис-HCL буфера и 25 мкл 
0,15 мМ ДХФДА. Все пробы инкубировали в течение 20 мин в термостате при 37 °С в темноте. 
Уровень АФК определяли, регистрируя флуоресценцию ДХФ (λвозб = 496, λрег = 524) с помощью 
спектрофлуориметра «Солар СМ 2203» («Солар», Беларусь) [29].

Содержание пероксида водорода в экстрактах листьев определяли с помощью флуоресцент-
ного метода, в основе которого лежит реакция окисления скополетина в присутствии Н2О2, ката-
лизируемая пероксидазой хрена [30]. Навески листьев по 0,3 г растирали в фарфоровой ступке в 
жидком азоте до порошка. Затем приливали 1 мл 0,2 н НСlО4 и растирали до гомогената. По-
следний переносили в центрифужные пробирки, смывая ступку еще 1 мл 0,2 н НСlО4. Гомогенат 
центрифугировали в течение 5 мин при 13 000 g на центрифуге К-24. Для нейтрализации кис- 
лотного значения рН к 500 мкл супернатанта добавляли 37–38 мкл 4 М КОН (конечное значение 
рН – 7,5–8,0) и центрифугировали 5 мин при 13 000 g на центрифуге для эпиндорфов Bekman 
culter Microfuge 16. Для определения количества пероксида водорода к 930 мкл 0,1 М Трис-HCl 
буфера (рН 7,0) последовательно добавляли 10 мкл раствора пероксидазы хрена (200 ед/мл) 
и 10 мкл 0,1 мМ раствора скополетина. Реакцию запускали путем добавления 50 мкл супер- 
натанта. Контролем служила проба, состоящая из 950 мкл 0,1 М Трис-HCl буфера и 50 мкл су-
пернатанта. Вторым контролем служила проба, состоящая из 980 мкл 0,1 М Трис-HCl буфера, 
10 мкл раствора пероксидазы хрена (2500 ед/ мл) и 10 мкл 0,1 мМ раствора скополетина. Содер-
жание Н2О2 определяли, регистрируя флуоресценцию скополетина (λвозб = 370 нм, λper = 464 нм) 
на спектрофлуориметре «Cолар CM 2206» (Беларусь). Содержание пероксида водорода рассчи-
тывали в относительных единицах по снижению интенсивности флуоресценции скополетина.

Функциональную активность пероксидазы измеряли спектрофотометрически [31], используя 
в качестве субстрата бензидин, в результате окисления которого пероксидазой в присутствии 
пероксида водорода образуется соединение синего цвета. Метод основан на измерении вре- 
мени, за которое исследуемый раствор достигает определенной оптической плотности. Навеску 
листьев (50 мг) растирали в 10 мл 0,2 М ацетатного буфера (рН 5,4) и центрифугировали 10 мин 
при 7000 об/мин. Далее к 5 мл гомогената добавляли 5 мл ацетатного буфера и 5 мл бензидина. 
Реакцию окисления субстрата инициировали путем добавления 50 мкл 1 %-ного пероксида во-
дорода. Измерение кинетики реакции окисления проводили с ежесекундным шагом в течение 
300 с на спектрофотометре при λ = 605 нм. 

Активность НАДФН-оксидазы определяли по окислению НАДФН в микросомальной и цито-
зольной фракциях, полученных в результате дифференциального ультрацентрифугирования [32]. 
Для этого зеленые листья (4–5 г) гомогенезировали в предварительно охлажденной во льду ступ-
ке с 50 мМ НЕРЕS-KOH буфером (рН 7,8), содержащим 250 мМ сахарозы и 1 мМ ЭДТА. Гомоге-
нат фильтровали через капроновую ткань для удаления нерастертых фрагментов и центрифуги-
ровали при 600 g 15 мин для осаждения тяжелых органелл и компонентов клетки. Надосадоч-
ную жидкость центрифугировали при 42 000 g в течение 20 мин для осаждения митохондрий. 
Полученный супернатант центрифугировали в течение 1 ч при 140 000 g для разделения на ци-
тозольную (супернатант) и микросомальную (осадок) фракции. Осадок ресуспендировали в бу-
фере, используемом для гомогенизации листьев. В полученных фракциях (цитозольной и микро-
сомальной) определяли активность НАДФН-оксидазы по методу, предложенному в работе [33]. 
Для этого к реакционной среде, состоящей из 0,8 мл буфера (50 мМ НЕРЕS-KOH, рН 7,8), 
0,1 мМ ЭДТА и 1 мкМ KCN, добавляли 0,2 мл растительной пробы и предынкубировали 1 мин 
при 30 °С. Реакцию инициировали путем добавления 100 мкМ НАДФН, скорость окисления ко-
торого регистрировали на спектрофотометре, определяя степень его уменьшения в адсорбции 
при 340 нм (A340) в течение 5 мин. Для расчетов использовали коэффициент экстинции 6,22 мМ–1⋅см–1. 
Для нормирования данных по содержанию белка в анализируемом материале измеряли его со-
держание по методу Лоури [34], используя коммерческий реактив Фолина. 
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Содержание общего пула водорастворимых фенольных соединений оценивали с помощью 
реактива Фолина–Чокальтеу [35]. Для этого 0,5 г свежих листьев ячменя измельчали и растира-
ли в фарфоровой ступке в 5 мл горячей воды (≈90 °С). Гомогенат центрифугировали в течение 
10 мин при 7000 об/мин, используя центрифугу ОПН-8. Полученный супернатант переносили 
в стеклянные пробирки, осадок ресуспензировали в 5 мл горячей воды и центрифугировали в те-
чение 10 мин при 7000 об/мин. Супернатанты объединяли. Данную процедуру повторяли еще раз. 
Объединенный супернатант доводили водой до 15 мл. Далее в отдельную пробирку последова-
тельно приливали 250 мкл супернатанта, 1500 мкл дистиллированной воды, 125 мкл реактива 
Фолина и инкубировали в течение 3 мин при комнатной температуре. Затем приливали 250 мкл 
насыщенного раствора Na2CO3 и 375 мкл дистиллированной воды, выдерживали полученный 
раствор в течение 1 ч при комнатной температуре и определяли оптическую плотность раствора 
на спектрофотометре «Солар PB 2201» («Солар», Беларусь) при 750 нм. Содержание фенольных 
соединений рассчитывали в относительных единицах. 

Содержание СК определяли методом ВЭЖХ [36]. Для этого навеску (0,8 г) сухих листьев 
ячменя растирали в ступке в порошок и добавляли небольшое количество кварцевого песка. Фе-
нольные компоненты экстрагировали 50 %-ным этанолом, содержащим 0,05 М H3PO4. Полученный 
гомогенат переносили в пробирки и помещали на 45 мин в ультразвуковую баню при комнатной 
температуре. Экстракты дважды осветляли посредством центрифугирования при 13 000 об/мин 
в течение 15 мин. Объемы осветленных экстрактов объединяли с супернатантом, полученным после 
ресуспендирования осадка в 2 мл среды и последующего центрифугирования при 13 000 об/мин 
в течение 15 мин. Полученный объединенный экстракт использовали для определения содержания 
СК. Объединенный экстракт упаривали до 1 мл, затем центрифугировали и делили на две части. 
Для определения содержания свободной СК к одной части приливали эквивалентное количество 
10 %-ной ТХУ. Для определения связанной СК к другой части добавляли эквивалентное количе-
ство 8 н НCl и инкубировали 1 ч при 80 °С для прохождения химического гидролиза конъюгатов 
СК. По окончании инкубации пробы охлаждали и центрифугировали 10 мин при 10 000 g, затем 
супернатанты переносили в чистые пробирки и переводили в органическую фазу, дважды раз-
деляя в 3 мл смеси этилацетата с циклогексаном (1:1). Верхний органический слой, содержащий 
фенольные соединения, переносили в свежие пробирки и упаривали. Концентрат ресуспендирова-
ли в 0,5 мл подвижной фазы, центрифугировали и отбирали по 300 мкл для разделения на ВЭЖХ. 
Для изократного разделения СК использовали содержащую 25 % ацетонитрила и 75 % ацетатного 
буфера (рН 5,5) подвижную фазу со скоростью потока 0,5 мл/мин, для регистрации выхода СК – 
флуоресцентный детектор (λвозб – 300 нм, λрег – 415 нм). Содержание СК рассчитывали по площа-
ди регистрируемых пиков.

Результаты и их обсуждение. Одним из первых цитологически выявляемых симптомов взаи-
модействия растительного организма с патогеном выступает накопление АФК, особенно H2O2, 
в месте заражения патогеном, что может служить маркером ранней диагностики степени гриб-
ного поражения растений [37]. Связь между клетками в передаче сигналов с помощью АФК 
на большие расстояния играет ключевую роль в реакции растений на вредителей, механическое 
поражение и экстремальные условия окружающей среды. В работе [38] сообщается о быстром 
системном сигнале у Arabidopsis thaliana, который распространялся со скоростью 8,4 см/мин 
и зависел от гена RbohD – гомолога оксидазы респираторного взрыва. Распространение сигнала, 
сопровождавшееся накоплением АФК во внеклеточных пространствах, и его постепенное зату-
хание в местах, удаленных от места инициации, подтверждает важную роль АФК в передаче бы-
стрых, дальних и межклеточных сигналов в растениях.

Согласно полученным нами экспериментальным данным, через 24 ч после инфицирования 
грибом B. sorokinianа зеленых проростков ячменя уровень АФК в зараженных листьях превы-
шал контроль более чем в 3 раза (рис. 1). Тенденция к увеличению количества АФК в клетках 
растений в ответ на действие грибного заражения сохранялась и на протяжении последующих 
двух суток, что свидетельствует о протекании в растении защитно-адаптационных реакций 
в ответ на проникновение гифов гриба в эпидермальные клетки.
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Известно, что наиболее стабильным из продуктов восстановления кислорода является перок-
сид водорода. Время жизни этой АФК составляет 1 мс, поэтому она способна диффундировать 
на значительные расстояния от места образования и тем самым выполнять сигнальную функ-
цию, запуская в растениях другие адаптационные механизмы [37]. Определение содержания пе-
роксида водорода в экстрактах листьев через 24 ч после инокуляции патогеном показало досто-
верное увеличение (на 50 %) содержания данной АФК по сравнению с таковым в контрольном 
варианте (рис. 2). 

В результате 3-дневной колонизации растительной ткани грибом B. sorokiniana в листьях 
ячменя отмечалось статистически достоверное повышение содержания пероксида водорода 
на 15,6 % по сравнению с аналогичным показателем у контрольных растений (уровень исследу- 
емой АФК у них также увеличился в ходе онтогенеза). 

Для выяснения природы окислительного стресса, развивающегося при грибном заражении, 
была изучена активность НАДФН-оксидазы, поскольку считается, что за быстрое образование 

Рис. 1. Влияние патогенного гриба Bipolaris sorokiniana на содержание АФК в листьях 6- и 8-дневных зеленых про-
ростков ячменя. * – различия по сравнению с контролем достоверны при p < 0,05

Fig. 1. Influence of the pathogenic fungus Bipolaris sorokiniana on the ROS content in the 6- and 8-day-old leaves of green 
barley seedlings. * – differences in comparison with the control are significant at p < 0.05

Рис. 2. Влияние патогенного гриба Bipolaris sorokiniana на содержание Н2О2 в листьях 6- и 8-дневных зеленых про-
ростков ячменя. * – различия по сравнению с контролем достоверны при p < 0,05

Fig. 2. Influence of the pathogenic fungus Bipolaris sorokiniana on the Н2О2 content in the leaves of 6- and 8-day-old green 
barley seedlings. * – differences in comparison with the control are significant at p < 0.05
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АФК в клетках растений ответственен именно этот фермент. Предполагается, что супероксид 
анион-радикал, производимый НАДФН-оксидазой, превращается с участием супероксиддисму-
тазы в H2O2, наиболее стабильную форму АФК, способную пересекать цитоплазматическую 
мембрану через аквапорины и опосредующую быстрый системный сигнал [38]. Волна АФК рас-
пространяется относительно быстро (около 8 см/мин). Она передает сигнал тревоги от поражен-
ных частей растения к незатронутой части, которая не получила первичный стимул, и, таким 
образом, играет важную роль в процессах защиты.

В наших экспериментах активность НАДФН-оксидазы определяли по окислению НАДФН 
в микросомальной и цитозольной фракциях, полученных путем дифференциального ультрацент-
рифугирования. В результате исследований установлено возрастание на 1-е и 3-и сутки после 
начала воздействия грибного патогена активности данного фермента в инфицированных грибом 
проростках ячменя на 25 и 33,5 % соответственно (рис. 3). При этом в обоих исследуемых вариан-
тах ферментативная активность в микросомальной фракции была выше, чем в цитозольной, что 
подтверждает данные о мембранной локализации НАДФН-оксидазного ферментного комплекса. 

Увеличение активности НАДФН-оксидазы в результате инокуляции и дальнейшей колониза-
ции грибного патогена, таким образом, опосредует развитие и формирование локального окис-
лительного всплеска, приводящего в дальнейшем к формированию системных сигналов, вклю-
чающих последующие механизмы защиты растений в ответ на действие стресс-фактора. 

Стресс-индуцированное возрастание содержания АФК, а также их токсичных продуктов 
в результате активации работы окислительных ферментов может негативно отразиться на жиз-
неспособности растительных клеток, что требует контроля их уровня. Важную роль в защите 
клеток и тканей от окислительных повреждений и поддержании нормального редокс-баланса 
играют системы естественной детоксикации, в том числе специализированные ферментные анти-
оксиданты. Одним из таких ферментов, которые важны для защиты растения от вредного воз-
действия АФК, является пероксидаза, катализирующая реакции окисления органического и не-
органического субстратов с использованием в качестве окислителя пероксида водорода [37]. 
Кроме того, она принимает участие в лигнификации и связывании белков клеточных стенок, 
в метаболизме фенолов (превращает их в токсичные для фитопатогенов хиноны), в генерации 
АФК и способствует синтезу фитоаллексинов и других защитных соединений [3]. Пероксидаза – 
это фермент, осуществляющий две независимые функции – оксидазную и пероксидазную и спо-
собный катализировать разнообразные реакции в зависимости от использования конкретного 
субстрата. Антиоксидантная активность пероксидазы проявляется во внутриклеточном простран-
стве в реакции с бензидином, в апопласте – с аскорбатом, прооксидантная – во внеклеточном 

Рис. 3. Активность НАДФН-оксидазы в зеленых проростках ячменя в течение 3 сут после заражения грибом 
В. sorokiniana. * – различия по сравнению с контролем достоверны при p < 0,05 

Fig. 3. The activity of NADPH-oxidase in green barley seedlings for 3 days after infection with B. sorokiniana (B.S). 
* – differences in comparison with the control are significant at p < 0.05
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пространстве с НАД(Ф)Н и ИУК [39]. Таким образом, активация бензидин-пероксидазы может 
указывать на накопление в растительных образцах пероксида водорода при действии разных 
стресс-факторов и запуске механизмов его детоксикации. Согласно полученным данным (табл. 1), 
в результате инокуляции 5-дневных проростков спорами гриба B. sorokinianа на 1-е и 3-и сутки 
после воздействия наблюдалось увеличение активности пероксидазы по отношению к контролю 
(незараженные растения) в 1,6 и 2,2 раза соответственно. 

Т а б л и ц а  1.  Активность пероксидазы в зеленых проростках ячменя 
разного возраста в условиях заражения грибом В. sorokiniana

T a b l e  1.  Peroxidase activity in green barley seedlings of different ages 
under conditions of infection with B. sorokiniana 

Вариант
Активность пероксидазы, нМ бензидина/мг белка·с (% к контролю)

6-дневные проростки 8-дневные проростки

Контроль 23,2 ± 2,2 (100) 34,5 ± 4,8 (100)
B. sorokiniana 38,6 ± 1,9* (166,4) 76,1 ± 1,2* (220,6)

* Различия по сравнению с контролем достоверны при p < 0,05. То же в табл. 2, 3.

Таким образом, можно предположить, что пероксидаза участвует в формировании ответной 
реакции растений на инфицирование грибным патогеном, а ее активность положительно корре-
лирует с высокой адаптационной возможностью растительного организма и может служить мар-
кером индукции неспецифической устойчивости у растений.

Данные о развитии цепи ответных защитных реакций растений при инфицировании их гри-
бом, связанные как с активацией АФК, так и с последующей детоксикацией, согласуются с полу-
ченными результатами о накоплении в клетке продуктов ПОЛ вследствие изменения состояния 
мембран и переокисления липидов в ответ на действие стресс-факторов, что свидетельствует 
о стабилизации окислительных процессов (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2.  Содержание продуктов ПОЛ в зеленых проростках ячменя 
разного возраста в условиях заражения патогенным грибом В. sorokiniana

T a b l e  2.  The content of lipid peroxidation products in green barley seedlings 
of different ages under conditions infection with pathogenic fungus B. sorokiniana

Вариант
Содержание МДА, мМ/мг сырой массы (% к контролю)

6-дневные проростки 8-дневные проростки

Контроль 4,73 ± 0,06 (100) 6,11 ± 0,12 (100)
B. sorokiniana 4,40 ± 0,13 (93,02) 4,77 ± 0,08* (76,44)

Известно, что в клетке при нормальных условиях ее жизнедеятельности постоянно происхо-
дят процессы ПОЛ, способные приводить к разнообразным структурно-функциональным нару-
шениям в ней, однако благодаря многоуровневой антиоксидантной системе защиты данные про-
цессы удерживаются на определенном уровне. Казалось бы, что такой достаточно агрессивный и 
продолжительный по времени стресс-фактор, как грибное инфицирование, должен приводить к 
повреждению биомембран, однако в наших экспериментах наблюдалась стабилизация процес-
сов ПОЛ в течение первых 3 сут после инфицирования, что можно объяснить как включением 
механизмов антиоксидантной защиты, в частности возрастанием активности фермента перокси-
дазы, так и особенностями жизнедеятельности гемибиотрофного гриба, продуцирующего в рас-
тительной клетке в биотрофной фазе своего развития вещества цитокининовой природы [40], 
которые участвуют в стабилизации биомембран через стимуляцию синтеза белков.

Таким образом, активация путей защитной сигнализации приводит к генерации мобильного 
сигнала, который перемещается из локальной инфицированной ткани в дистальную ткань, вызы-
вая формирование SAR, важным медиатором и индуктором которой является СК [8]. Исследова-
ния, проведенные на различных видах растений, подтвердили тот факт, что патогенная инфекция 
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приводит к накоплению СК не только в зараженных, но и в неинфицированных листья, которые 
становятся устойчивыми к действию патогена [12, 20]. При этом накопление СК часто идет па-
раллельно или предшествует увеличению экспрессии PR-генов и вызывает развитие SAR [7]. 
Кроме того, результаты исследования с использованием СК-дефицитного или дикого типа табака 
показали, что для развития SAR в неинфицированных листьях необходимо накопление СК. Это 
дает основания предполагать, что именно СК является мобильным SAR-индуцирующим сигна-
лом, который передается от инокулированных к системным листьям [13].

По результатам наших исследований, в инфицированных тканях растений в течение первых 
24 ч и последующих 3 сут после инфицирования достоверно возрастают общее содержание во-
дорастворимых фенольных веществ, оказывающих защитное действие на растения в условиях 
стресса, а также свободный пул эндогенной СК – на 9 и 30 % соответственно (табл. 3). Уровень 
связанной СК заметно снижался через сутки после инокуляции и оставался ниже, чем в кон-
трольных листьях, спустя 3 сут. Полученные данные свидетельствуют о вовлечении эндогенной 
СК в ответные реакции на заражение проростков ячменя B. sorokiniana, что проявляется в нако-
плении свободной СК и уменьшении содержания ее конъюгированной формы. 

Т а б л и ц а  3.  Изменение содержания связанной и свободной эндогенной СК (мкг/г сухой массы) 
в листьях зеленых проростков ячменя после инокуляции спорами гриба B. sorokiniana

T a b l e  3.  Content change of bound and free endogenous SA (μg/g dry weight) in the seedlings 
of barley green leaves after inoculation with spores of the fungus B. sorokiniana

Вариант
1-е сутки после инокуляции B. s. 3-и сутки после инокуляции B. s.

Свободная СК Связанная СК Свободная СК Связанная СК

Контроль 1,56 ± 0,09 3,67 ± 0,11 1,43 ± 0,15 3,69 ± 0,10
B. sorokiniana 1,70 ± 0,27 2,99 ± 0,08* 2,26 ± 0,21* 3,01 ± 0,19*

Как известно, увеличение содержания СК в тканях растений может быть связано не только 
с активацией ее синтеза, но и с гидролизом о-β-D-глюкозилсалицилата, локализованного в кле-
точной стенке растений [12]. И хотя в наших экспериментах явное увеличение свободной СК ре-
гистрировали на 3-и сутки, в ранних ответных реакциях на действие B. sorokiniana определенно 
была задействована СК, высвобожденная из конъюгированных форм.

Заключение. Установлено, что инфицирование проростков ячменя спорами гриба В. sorokiniana, 
вызывающего темно-бурую пятнистость, приводит к различным биохимическим ответам, кото-
рые отражают присущие растению стратегии борьбы с гемибиотрофным патогеном. Данные отве-
ты растительного организма регулируются сигнальными путями, связанными с окислительным 
ответом – локализованным накоплением АФК в подвергшихся инфицированию и/или сосед- 
них клетках. Межклеточная продукция АФК в сочетании с работой фермента НАДФН-оксидазы 
индуцирует «окислительный взрыв», который активирует защитные механизмы в соседних 
клетках и неинфицированной части растений, вызывая формирование SAR. Таким образом, 
активация путей защитной сигнализации в растительной клетке приводит к генерации мобиль-
ного сигнала, который перемещается из локальной инфицированной ткани в дистальную, вызы-
вая формирование системной приобретенной устойчивости – долговременного иммунитета к ши-
рокому спектру возбудителей. Возрастание уровня СК в клетке в ответ на действие грибного па-
тогена подтверждает ее важную роль в формировании защитных реакций растительной клетки 
при патогенезе. 
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