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Îïðåäåëÿëè âëèÿíèå èììóíîñòèìóëÿòîðà áèñîëà 2 è ôóíãèöèäà áàéòàíà íà ìîðôîáèîõèìè÷åñêèå
ïàðàìåòðû íåìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ ïøåíèöû, èíôèöèðîâàííûõ âîçáóäèòåëåì òâåðäîé ãîëîâíè. Ïðè
ââåäåíèè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷åííûõ ïðåïàðàòîâ íà êàëëóñàõ ïîÿâëÿëèñü ïëîòíûå ó÷àñòêè è
ðèçîèäû, ÷òî êîððåëèðîâàëî ñ àêòèâàöèåé îêñàëàòîêñèäàçû. Èíôèöèðîâàíèå èíèöèèðîâàëî ðèçîãåíåç è
ãåíåðàöèþ H2O2 â çîíå ðîñòà ãðèáà, àêòèâàöèþ îêñàëàòîêñèäàçû â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè, íî ïî-
äàâëåíèå åå â èîííî-ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè ôðàêöèè ôåðìåíòà. Â èíôèöèðîâàííûõ ñïîðàìè
ãðèáà êàëëóñàõ ïøåíèöû ïîä âëèÿíèåì áèñîëà 2 è áàéòàíà ïîÿâëÿëèñü ïëîòíûå ó÷àñòêè, óñèëèâàëñÿ ðè-
çîãåíåç, ïîâûøàëàñü àêòèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû êàê â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé, òàê è â ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷-
íûìè ñòåíêàìè ôðàêöèÿõ ôåðìåíòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïøåíèöà, êàëëóñ, âîçáóäèòåëü òâåðäîé ãîëîâíè, áèñîë 2, áàéòàí, îêñàëàòîêñè-
äàçà, ïåðåêèñü âîäîðîäà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ñðåäà ÌÑ — ñðåäà Ìóðàñèãå è Ñêóãà, ÄÀÁ — 3,3-äèàìèíîáåíçèäèí.

Â ñîâðåìåííîé ôèòîïàòîëîãèè øèðîêî èñïîëüçóþò-
ñÿ êàëëóñíûå êóëüòóðû ðàñòåíèé, ÿâëÿþùèåñÿ óäîáíîé
ìîäåëüþ ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé óñòîé÷è-
âîñòè, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ ñêðèíèíãà èí-
äóêòîðîâ óñòîé÷èâîñòè ê ôèòîïàòîãåííûì ãðèáàì (Ìàê-
ñèìîâ, 2005). Íà êàëëóñíûõ êóëüòóðàõ ðÿäà ðàñòåíèé,
èíôèöèðîâàííûõ âîçáóäèòåëÿìè ãðèáíûõ áîëåçíåé, ïî-
êàçàíû àêòèâàöèÿ ïåðîêñèäàçû (Ìàêñèìîâ è äð., 2004) è
íàêîïëåíèå ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé è ëèãíèíà (Øåèí è
äð., 2001).

Áîëüøèíñòâî èññëåäîâàòåëåé âûäåëÿþò äâà òèïà
êàëëóñà — ìÿãêèé, ðûõëûé, îáâîäíåííûé, ñâåòëûé, áåç
âèäèìûõ óïëîòíåíèé (íåìîðôîãåííûé êàëëóñ) è êàëëóñ,
ãäå îáíàðóæèâàþòñÿ êîìïàêòíûå æåëòîâàòûå ó÷àñòêè ñ
àêòèâíî äåëÿùèìèñÿ ìåðèñòåìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè (ìîð-
ôîãåííûé) (Ãàìáóðã è äð., 1990). Â ìîðôîãåííîì êàëëó-
ñå ðàçëè÷àþò ïàðåíõèìîïîäîáíûå êëåòêè, çîíû ìåðèñòå-
ìîïîäîáíûõ êëåòîê è òðàõåàëüíûå ýëåìåíòû. Âîêðóã çîí
ìåðèñòåìîïîäîáíûõ êëåòîê ïàðåíõèìîïîäîáíûå êëåòêè
ðàñïîëàãàþòñÿ âïëîòíóþ äðóã ê äðóãó. Â óñëîâèÿõ èí-
äóêöèè ìîðôîãåíåçà íà ïëîòíûõ ó÷àñòêàõ ìîðôîãåííîãî
êàëëóñà îáðàçóþòñÿ ïîáåãè è ðèçîèäû.

Îäíèì èç ðàííèõ ïðîÿâëåíèé îòâåòíîé ðåàêöèè ðàñ-
òåíèÿ íà ïàòîãåí ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêöèÿ àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ãåíåðàöèÿ ÀÔÊ íà ïîâåðõíîñòè ýïè-
äåðìàëüíûõ êëåòîê êîðíåé â íîðìå è ïðè ñòðåññå (ßðóë-
ëèíà è äð., 2001), à òàêæå â àïîïëàñòå ïàðåíõèìíûõ êëå-
òîê ìåçîôèëëà ëèñòà òîëüêî ïðè ñòðåññå (Medeghini et
al., 1994) èçâåñòíà. Â îáðàçîâàíèå ÀÔÊ ìîãóò âíîñèòü

âêëàä ìíîãèå ôåðìåíòû, â òîì ÷èñëå ëîêàëèçîâàííûå â
ïëàçìàëåììå è êëåòî÷íîé ñòåíêå, îêñàëàòîêñèäàçà è ïå-
ðîêñèäàçà, àêòèâèðóþùèåñÿ â ðàñòåíèÿõ ïðè èíôèöèðî-
âàíèè ôèòîïàòîãåíàìè (Òàð÷åâñêèé, 2002).

Â çàùèòå çëàêîâûõ êóëüòóð îò ãðèáíûõ áîëåçíåé øè-
ðîêîå ïðèìåíåíèå íàõîäÿò õèìè÷åñêèå ñðåäñòâà çàùèòû
ðàñòåíèé. Ê òàêèì ïðåïàðàòàì ìîæíî îòíåñòè ïðåïàðàò
àìèíîâîãî ðÿäà áèñîë 2 — èììóíîñòèìóëÿòîð ñ ðîñòðå-
ãóëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ (Äæåìèëåâ è äð., 1990). Ôóí-
ãèöèä òðèàçîëîâîãî ðÿäà — áàéòàí — îáëàäàåò íå òîëü-
êî âûñîêîé ôóíãèöèäíîé àêòèâíîñòüþ, íî è ÷åòêî âû-
ðàæåííûìè ñâîéñòâàìè ðåãóëÿòîðîâ ðîñòà (Fletcher,
Hofstra, 1987). Óñòàíîâëåíî, ÷òî 3-àìèíî-òðèàçîë è ïðî-
áåíàçîë èíãèáèðóþò àêòèâíîñòü êàòàëàçû è ñóïåðîêñèä-
äèñìóòàçû (Darr, Fridovick, 1986; Íèêîëàåâ, Àâåðüÿíîâ,
1991) — ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â äåãðàäàöèè H2O2 â
êëåòêàõ. Ïîä âëèÿíèåì áèñîëà 2 â ðàñòåíèÿõ ïøåíèöû,
èíôèöèðîâàííûõ âîçáóäèòåëåì òâåðäîé ãîëîâíè, ïîâû-
øàåòñÿ àêòèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû (ßðóëëèíà è äð.,
2001).

Ðàíåå íàìè íà ìîðôîãåííîì êàëëóñå ïøåíèöû, èí-
ôèöèðîâàííîì âîçáóäèòåëåì òâåðäîé ãîëîâíè, áûëî èñ-
ñëåäîâàíî âëèÿíèå ñàëèöèëîâîé êèñëîòû è õèòîîëèãîñà-
õàðèäîâ íà çàùèòíûé îòâåò ïàðåíõèìîïîäîáíûõ è ìåðè-
ñòåìîïîäîáíûõ êëåòîê è êëåòîê ðèçîèäîâ (Òðîøèíà è
äð., 2004à, 2004á). Íàñòîÿùåå ñîîáùåíèå ïîñâÿùåíî èñ-
ñëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ áèñîëà 2 è áàéòàíà íà ìîðôîãåíåç è
óñòîé÷èâîñòü êëåòîê íåìîðôîãåííîãî êàëëóñà ïøåíèöû,
ñâÿçàííóþ ñ àêòèâàöèåé îêñàëàòîêñèäàçû.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå ýêñïëàíòîâ äëÿ ïîëó÷åíèÿ êàëëóñíîé òêà-
íè èñïîëüçîâàëè íåçðåëûå çàðîäûøè ïøåíèöû Triticum
aestivum L. ñîðòà Æíèöà. ×àñòü êàëëóñîâ ïåðåñàæèâàëè
íà ñðåäó Ìóðàñèòå è Ñêóãà (ÌÑ), â êîòîðóþ äîáàâëÿëè
áèñîë 2 â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è 100 ìã/ë èëè áàéòàí â êîí-
öåíòðàöèÿõ 0.1 è 1.0 ìã/ë. Ñïóñòÿ 3 ñóò îò ïàññàæà ñ èí-
äóêòîðàìè óñòîé÷èâîñòè ÷àñòü êàëëóñîâ èíôèöèðîâàëè
òåëèîñïîðàìè âîçáóäèòåëÿ òâåðäîé ãîëîâíè Tilletia cari-
es (DC.) Tul. Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êàëëóñîâ
è èõ ñîâìåñòíûõ êóëüòóð ñ âîçáóäèòåëåì òâåðäîé ãîëîâ-
íè (íàëè÷èå óïëîòíåííûõ ó÷àñòêîâ è ðèçîèäîâ, äèàìåòð
êàëëóñîâ, ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè êàëëóñîâ, ïîêðûòàÿ ìè-
öåëèåì ãðèáà) îöåíèâàëè ÷åðåç 20 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè.
Ñðîêè ïðîðàñòàíèÿ ñïîð îöåíèâàëè íà ïðîòÿæåíèè îïû-
òà. Êðîìå òîãî, ÷åðåç 20 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè â êàëëó-
ñàõ àíàëèçèðîâàëè àêòèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû (Vule-
vich, Sukalovich, 2000). Äëÿ âûäåëåíèÿ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ôðàêöèè ôåðìåíòà êàëëóñû ãîìîãåíèçèðîâàëè â
0.05 Ì ñóêöèíàòíîì áóôåðå, pH 3.8, ñîîòíîøåíèå ìàññû
íàâåñêè ê îáúåìó áóôåðà — 1 : 3. Ýêñòðàêò öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 20 ìèí ïðè 12 000 îá/ìèí íà öåíòðèôóãå 310 b
(Mechannica precyzyjno, Ïîëüøà). Ñóïåðíàòàíò èñïîëü-
çîâàëè äëÿ àíàëèçà àêòèâíîñòè öèòîïëàçìàòè÷åñêîé îê-
ñàëàòîêñèäàçû. Îñàäîê ìíîãîêðàòíî ïðîìûâàëè èñõîä-
íûì áóôåðîì, èîííî-ñâÿçàííóþ ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè
ôðàêöèþ ôåðìåíòà ýêñòðàãèðîâàëè èç îñàäêà 1 Ì NaCl.
Àêòèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêè, èñïîëüçóÿ 0.0025 Ì ùàâåëåâóþ êèñëîòó è
õðîìîãåííûé ñóáñòðàò îðòîôåíèëåíäèàìèí. Åäèíèöà àê-
òèâíîñòè ôåðìåíòà ñîîòâåòñòâîâàëà êîëè÷åñòâó îêèñ-
ëåííîãî ñóáñòðàòà, äàþùåãî ïðèðîñò îïòè÷åñêîé ïëîò-
íîñòè ÄA çà 1 ìèí. Äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà àêòèâ-
íîñòü âûðàæàëè â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ íà 1 ã ñûðîé
ìàññû.

Ãåíåðàöèþ H2O2 â êëåòêàõ êàëëóñîâ îöåíèâàëè ÷åðåç
20 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè ïî îêèñëåíèþ õðîìîãåííîãî
ñóáñòðàòà 3,3-äèàìèíîáåíçèäèíà (ÄÀÁ) ñ èíäóêöèåé ðå-
àêöèè ùàâåëåâîé êèñëîòîé (Caliskan, Cuming, 1998). Ïî-

ÿâëåíèå áóðîãî îêðàøèâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá îòëî-
æåíèè ÄÀÁ-ìàòåðèàëà â ìåñòàõ ãåíåðàöèè H2O2. Äëÿ
êîíòðîëÿ ñïåöèôè÷íîñòè îêðàøèâàíèÿ áûëè âçÿòû êàë-
ëóñû, èíêóáèðîâàâøèåñÿ â ðàñòâîðå ÄÀÁ áåç äîáàâëåíèÿ
ùàâåëåâîé êèñëîòû, èëè êàëëóñû, ïðåäîáðàáîòàííûå â
4 ìÌ Fe(NO3)3 â òå÷åíèå 0.5 ÷ äëÿ èíàêòèâàöèè îêñàëà-
òîêñèäàçû (Berna, Bernier, 1999). Â ýòèõ óñëîâèÿõ îêðà-
øèâàíèå ÄÀÁ â êëåòêàõ êàëëóñîâ íå îáíàðóæèâàëîñü.
Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ êàëëóñû ôèêñèðîâàëè â ñìåñè ñïèð-
òà è óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1).

Êîíòðîëåì ñëóæèëè íåèíôèöèðîâàííûå è èíôèöè-
ðîâàííûå êàëëóñû, êóëüòèâèðóåìûå íà ñðåäå ÌÑ áåç äî-
áàâëåíèÿ áèñîëà 2 è áàéòàíà. Îïûòû ïðîâîäèëè â òðåõ
ïîâòîðíîñòÿõ, â êàæäîì âàðèàíòå ôèêñèðîâàëè ïî 10 êàë-
ëóñîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàáëþäåíèÿ çà ìîðôîëîãèåé êàëëóñîâ ïøåíèöû,
ðàñòóùèõ íà ñðåäå ÌÑ ñ äîáàâëåíèåì áèñîëà 2 è áàéòà-
íà, ïîêàçàëè ñõîäñòâî äåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ ñîåäèíå-
íèé. Òàê, åñëè â êîíòðîëå êàëëóñû õàðàêòåðèçîâàëèñü îò-
íîñèòåëüíîé îäíîðîäíîñòüþ êëåòîê è áûëè íåìîðôîãåí-
íûìè (ãîìîãåííûìè, áåç óïëîòíåííûõ ó÷àñòêîâ), òî ïðè
äîáàâëåíèè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ áèñîëà 2 è áàéòàíà
êàëëóñû ñòàíîâèëèñü ðàññûï÷àòûìè, ìåëêîãëîáóëÿðíû-
ìè, ñ íåáîëüøèìè ïëîòíûìè ó÷àñòêàìè è ðèçîèäàìè
(ðèñ. 1). Ïðè ýòîì ïîÿâëåíèå ïëîòíûõ ó÷àñòêîâ íà êàëëó-
ñàõ ñîïðîâîæäàëîñü óìåíüøåíèåì èõ äèàìåòðà (ðèñ. 1).
Áèñîë 2 â êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ë è áàéòàí â êîíöåíòðàöèè
0.1 ìã/ë èíèöèèðîâàëè îáðàçîâàíèå áîëüøåãî ÷èñëà
ïëîòíûõ ó÷àñòêîâ è ðèçîèäîâ, ÷åì â êîíöåíòðàöèÿõ 100
è 1.0 ìã/ë ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Òàêèì îáðàçîì, íå-
ìîðôîãåííûå êàëëóñû ïøåíèöû, ðàñòóùèå íà ñðåäàõ ñ
áèñîëîì 2 è áàéòàíîì, õàðàêòåðèçîâàëèñü ïîÿâëåíèåì
ñòðóêòóð, ïðèñóùèõ ìîðôîãåííîìó êàëëóñó, çà ñ÷åò óìå-
íüøåíèÿ äîëè ðûõëîãî êàëëóñà. Ïîäîáíûé ôåíîìåí íà-
áëþäàëè ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ íå-
ìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ ãðóøè äðóãîãî èíäóêòîðà óñòîé-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå áèñîëà 2 è áàéòàíà â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ íà ìîðôîëîãèþ êàëëóñîâ è ðàçâèòèå ìèöåëèÿ â ñîâìåñòíûõ êóëü-
òóðàõ êàëëóñîâ ïøåíèöû è âîçáóäèòåëÿ òâåðäîé ãîëîâíè; 20-å ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè.

à — íà ñðåäå ÌÑ (êîíòðîëü); á—ä — íà ñðåäå ÌÑ, ñîäåðæàùåé áèñîë 2 â êîíöåíòðàöèÿõ 10 (á) è 100 (â) ìã/ë è áàéòàí â êîíöåíòðàöèÿõ 0.1 (ã) è 1.0 (ä)
ìã/ë ñîîòâåòñòâåííî. 1 — íåèíôèöèðîâàííûå, 2 — èíôèöèðîâàííûå êàëëóñû. ÏÓ — ïëîòíûå ó÷àñòêè êàëëóñà, Ð — ðèçîèäû.

Fig. 1. The influence of different concentrations of bisol 2 and baitan on callus morphology and the pattern of fungal mycelium develop-
ment in combined cultures of wheat calluses and the bunt pathogen Tilletia caries; 20 days after pathogen inoculation.

à — control (MS medium); á, ä — MS medium supplemented with either 10 or 100 mg/l bisol 2; ã, ä — MS medium supplemented with either 0.1 or 1.0 mg/l bai-
tan. 1 — uninfected calluses, 2 — infected calluses. ÏÓ — dense sites, Ð — rhizoids.



÷èâîñòè ðàñòåíèé — ñàëèöèëîâîé êèñëîòû: ïîä åå âëèÿ-
íèåì äèàìåòð êàëëóñîâ óìåíüøàëñÿ, íà êàëëóñå ïîÿâëÿ-
ëèñü ñòðóêòóðèðîâàííûå ó÷àñòêè (Óïàäûøåâ, Ãóñüêîâ,
1998).

Âëèÿíèå áèñîëà 2 è áàéòàíà íà ìîðôîãåíåç êàëëóñîâ
ïøåíèöû ìîæíî îáúÿñíèòü èõ ñïîñîáíîñòüþ âëèÿòü íà
ãîðìîíàëüíûé áàëàíñ êàëëóñíîé òêàíè, òàê æå êàê ýòî
ïîêàçàíî äëÿ èíòàêòíûõ ðàñòåíèé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè
ðàçíîîáðàçíûõ ñïîñîáàõ îáðàáîòêè ðàñòåíèé áèñîëîì 2
è ôóíãèöèäàìè òðèàçîëîâîãî ðÿäà ïîâûøàåòñÿ ñîäåðæà-
íèå àáñöèçîâîé è èíäîëèëóêñóñíîé êèñëîò (Äæåìèëåâ è
äð., 1990; ×èæîâà è äð., 2005). Èíèöèàöèÿ ìîðôîãåíåçà
êàëëóñíûõ êóëüòóð ïøåíèöû ïîä âëèÿíèåì àáñöèçîâîé
êèñëîòû ïîêàçàíà ðàíåå (Øàÿõìåòîâ, 2004).

Èíôèöèðîâàííûå êàëëóñû îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëü-
íûõ íàëè÷èåì åäèíè÷íûõ ðèçîèäîâ (ðèñ. 1). Ýòî, ïî-âè-
äèìîìó, áûëî ñâÿçàíî ñî ñïîñîáíîñòüþ âîçáóäèòåëÿ
òâåðäîé ãîëîâíè ê ñèíòåçó è ñåêðåöèè â ðàñòèòåëüíûå
òêàíè èíäîëèëóêñóñíîé êèñëîòû (Ìàêñèìîâ è äð., 2002).
Èíòåðåñíî, ÷òî íà èíôèöèðîâàííûõ êàëëóñàõ, ðàñòóùèõ
íà ñðåäàõ ñ áèñîëîì 2 è áàéòàíîì, ÷èñëî ðèçîèäîâ âîçðà-
ñòàëî (ðèñ. 1).

Ïðîðàñòàíèå ñïîð ãðèáà íà êàëëóñàõ, ðàñòóùèõ íà
ñðåäå ÌÑ, ïðîèñõîäèëî ÷åðåç 11 ñóò ïîñëå èõ íàíåñåíèÿ,
à ÷åðåç 20 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè ìèöåëèé ãðèáà ðàâíî-
ìåðíî ïîêðûâàë äî 25 % èõ ïîâåðõíîñòè (ðèñ. 1). Ïðè-
ñóòñòâèå â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ áèñîëà 2 â êîíöåíòðà-
öèè 10 ìã/ë íå âëèÿëî íà ñðîêè ïðîðàñòàíèÿ ñïîð, îäíàêî
â áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ýòîò ïðåïàðàò è áàéòàí â
îáåèõ êîíöåíòðàöèÿõ çàìåäëÿëè èõ ïðîðàñòàíèå â ñðåä-
íåì íà 3—4 ñóò. Ýòî ïðèâîäèëî ê òîðìîæåíèþ ðîñòà ìè-
öåëèÿ íà êàëëóñàõ, à â âàðèàíòå ñ áàéòàíîì â êîíöåíòðà-
öèè 1 ìã/ë — è ê òîðìîæåíèþ ðîñòà êàëëóñà (ðèñ. 1).
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Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå ïðîäóêöèè H2O2 â ðèçîèäàõ (à), â ïàðåíõè-
ìîïîäîáíûõ êëåòêàõ â çîíå ïðîíèêíîâåíèÿ âîçáóäèòåëÿ òâåð-
äîé ãîëîâíè (á) è â ìåðèñòåìîïîäîáíûõ êëåòêàõ (â) êàëëóñîâ
ïøåíèöû ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ 3,3-äèàìèíîáåíçèäèíîì

(ÄÀÁ).

à — êóëüòèâèðîâàíèå íà ñðåäå ÌÑ, ñîäåðæàùåé áèñîë 2 â êîíöåíòðàöèè
10 ìã/ìë; êëåòêè ïî ïåðèôåðèè ðèçîèäîâ îêðàøåíû ÄÀÁ; á — ñðåäà ÌÑ,
ÄÀÁ-ìàòåðèàë âèäåí â àïîïëàñòå è öèòîïëàçìå ïàðåíõèìîïîäîáíûõ êëå-
òîê; â — êóëüòèâèðîâàíèå íà ñðåäå ÌÑ, ñîäåðæàùåé áèñîë 2 â êîíöåíò-
ðàöèè 10 ìã/ìë, ÄÀÁ-ìàòåðèàëà íåò. 20 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè. Ïðåïàðà-
òû îêðàøåíû ìåòèëåíîâûì ñèíèì. Óâåë.: à, â — îá. 25�, îê. 16�; á —

îá. 50�, îê. 16�.

Fig. 2. Detection of H2O2 in rhizoids (à), parenchyma-like cells in
the area of Tilletia caries penetration (á), and meristem-like cells

(â) of wheat calluses stained with diaminobenzidine (DAB).

à — DAB-stained cells around rhizoids, cultivation of the MS medium supple-
mented with 10 mg/l bisol 2; á — Tilletia caries invasion area, the MS medi-
um, H2O2 is detected in the apoplast and in the cytoplasm of parenchyma-like
cells; â — the absence of DAB-stained material in meristem-like cells, the MS
medium supplemented with 10 mg/l bisol 2. 20 days after inoculation. Mic-
roscopic sections were stained with DAB and methylene blue. à, â — ob. 25�,

oc. 16�; á — ob. 50�, oc. 16�.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå áèñîëà 2 (à, á) è áàéòàíà (â, ã) â ðàçëè÷íûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ íà äîëþ êëåòîê, ãåíåðèðóþùèõ H2O2, â çîíå ïðî-
íèêíîâåíèÿ âîçáóäèòåëÿ òâåðäîé ãîëîâíè; 20 ñóò ïîñëå èíîêó-

ëÿöèè.

Êîíöåíòðàöèè áèñîë 2 — 10 (à) èëè 100 (á) ìã/ìë, áàéòàíà — 0.1 (â) èëè
1.0 (ã) ìã/ìë.

Fig. 3. The influence of different concentrations of bisol 2 and bai-
tan on the number of parenchyma-like cells generating H2O2 in the

area of Tilletia caries.

Axis X — concentrations of bisol — 10 mg/l (à), and 1000 mg/l (á), and bai-
tan — 0.1 mg/l (â), and 1.0 mg/l (ã). Axis Y — parenchyma-like cells genera-

ting H2O2, %. 20 days after inoculation.



Ïðè ââåäåíèè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ áèñîëà 2 è áàéòà-
íà (0.1 ìã/ë) ãðèá ðàñïðîñòðàíÿëñÿ ïî ïîâåðõíîñòè êàë-
ëóñîâ ôðàãìåíòàðíî, íå çàñåëÿÿ ïëîòíûå ó÷àñòêè è ðèçî-
èäû (ðèñ. 1). Â ëèòåðàòóðå îòìå÷åíî ìåäëåííîå ïðîíèê-
íîâåíèå è ðàñïðîñòðàíåíèå âîçáóäèòåëåé ôèòîôòîðîçà
íà ìîðôîãåííîì êàëëóñå êàðòîôåëÿ (Low, Heinstein,
1986) è ðæàâ÷èíû íà êàëëóñå ïøåíèöû (Ñìèðíîâà è äð.,
1996) ïî ñðàâíåíèþ ñ íåìîðôîãåííûì.

Íà ñðåçàõ êàëëóñîâ ìû èññëåäîâàëè ÷èñëî è ëîêà-
ëèçàöèþ êëåòîê, ãåíåðèðóþùèõ H2O2 ñ ó÷àñòèåì îê-
ñàëàòîêñèäàçû. Â êîíòðîëå ãåíåðàöèþ H2O2 íè â ïà-
ðåíõèìîïîäîáíûõ, íè â ìåðèñòåìîïîäîáíûõ êëåòêàõ íå
îáíàðóæèâàëè. Â îïûòàõ ñ ââåäåíèåì â ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êàëëóñîâ áèñîëà 2 è áàéòàíà ïðîäóêöèÿ
H2O2 âûÿâëÿëàñü íà ïîâåðõíîñòè ðèçîèäîâ (50—60 %)
(ðèñ. 2, à).

Â èíôèöèðîâàííûõ êàëëóñàõ ìèöåëèé ãðèáà îáíàðó-
æèâàëè â ìåæêëåòíèêàõ ðûõëî ðàñïîëîæåííûõ ïàðåíõè-
ìîïîäîáíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, á) è íå íàáëþäàëè â ðèçîè-
äàõ è â ìåðèñòåìîïîäîáíûõ êëåòêàõ, êàê ýòî áûëî ïîêà-
çàíî ðàíåå (Òðîøèíà è äð., 2004à). Èíôèöèðîâàíèå íå
âëèÿëî íà ÷èñëî ïðîäóöèðóþùèõ H2O2 êëåòîê ðèçîèäîâ.
Îäíàêî â çîíå ðîñòà ãðèáà, ñðåäè ïàðåíõèìîïîäîáíûõ
êëåòîê, âûÿâëÿëè êëåòêè (18 %), â öèòîïëàçìå è íà ïî-
âåðõíîñòè êîòîðûõ ðåãèñòðèðîâàëè ãåíåðàöèþ H2O2. Áè-
ñîë 2 è áàéòàí âûçûâàëè óâåëè÷åíèå èõ êîëè÷åñòâà
(ðèñ. 3), áîëüøåå ïðè ïðèìåíåíèè ïðåïàðàòîâ â áîëåå
âûñîêîé êîíöåíòðàöèè. Â ìåðèñòåìîïîäîáíûõ êëåòêàõ
êàê íåèíôèöèðîâàííûõ, òàê è èíôèöèðîâàííûõ âîçáóäè-
òåëåì òâåðäîé ãîëîâíè êàëëóñîâ îáðàçîâàíèÿ H2O2 ñ ó÷à-
ñòèåì îêñàëàòîêñèäàçû íàìè íå âûÿâëåíî (ðèñ. 2, â), ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò äàííûì îá îòñóòñòâèè ýêñïðåññèè ãåíîâ
îêñàëàòîêñèäàçû â ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ðàñòåíèé
(Caliskan, Cuming, 1998). Òàêèì îáðàçîì, çàùèòíûé îò-
âåò ïàðåíõèìîïîäîáíûõ êëåòîê êàëëóñîâ ìîã áûòü îáó-
ñëîâëåí ãåíåðàöèåé H2O2, â òîì ÷èñëå çà ñ÷åò àêòèâàöèè
îêñàëàòîêñèäàçû, è, ïî-âèäèìîìó, óñèëèâàëñÿ ïîä âëèÿ-
íèåì áèñîëà 2 è áàéòàíà. Âìåñòå ñ òåì îáðàçîâàíèå ïîä
âëèÿíèåì ïðåïàðàòîâ ó÷àñòêîâ ñ ïëîòíî ðàñïîëîæåííû-
ìè ïàðåíõèìîïîäîáíûìè êëåòêàìè óìåíüøàëî äîëþ
ðûõëî ðàñïîëîæåííûõ êëåòîê êàëëóñà, ò. å. óìåíüøàëî
÷èñëî ïîòåíöèàëüíî ïîðàæàåìûõ êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçàëè, ÷òî
ïîä âëèÿíèåì áèñîëà 2 è áàéòàíà â êàëëóñàõ ïøåíèöû
ïðîèñõîäèëî ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè îêñàëàòîêñèäàçû
êàê â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé, òàê è â ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷íîé
ñòåíêîé ôðàêöèÿõ ôåðìåíòà (ñì. òàáëèöó). Èíôèöèðî-
âàíèå êàëëóñîâ ñîïðîâîæäàëîñü ïîâûøåíèåì àêòèâíî-
ñòè îêñàëàòîêñèäàçû â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè ñ
17.8 ± 1.2 è 23.9 ± 1.0 è ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè âî ôðàê-
öèè, ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè, ñ 3.2 ± 0.2 äî
2.4 ± 0.1 óñë. åä. íà 1 ã ñûðîé ìàññû (ñì. òàáëèöó). Ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòà âî ôðàêöèè, èîííî-ñâÿçàí-
íîé ñ êëåòî÷íîé ñòåíêîé, âåðîÿòíî, ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò
ïåðåõîäà ýòîé ôîðìû ôåðìåíòà â àïîïëàñò.

Ââåäåíèå â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ èíôèöèðîâàííûõ
êàëëóñîâ áèñîëà 2 è áàéòàíà ïðèâîäèëî ê èíäóêöèè àê-
òèâíîñòè îêñàëàòîêñèäàçû â îáåèõ ôðàêöèÿõ ôåðìåíòà,
êîòîðàÿ çàâèñåëà îò âèäà è êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà. Òàê,
ïîä âîçäåéñòâèåì áèñîëà 2 â êîíöåíòðàöèè 100 ìã/ë àê-
òèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé è ñâÿ-
çàííîé ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè ôðàêöèÿõ ôåðìåíòà ïî-
âûøàëàñü íà 45 è 70 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ, à â âàðè-
àíòå îïûòà ñ èñïîëüçîâàíèåì áàéòàíà â êîíöåíòðàöèè
1.0 ìã/ë — íà 60 è 100 % ñîîòâåòñòâåííî.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî âîçðàñòàíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, ãåíåðèðó-
þùèõ H2O2 â çîíå èíôèöèðîâàíèÿ (ðèñ. 3), âåðîÿòíî, â
áîëüøåé ñòåïåíè îáóñëîâëåíî ïîâûøåííîé àêòèâàöèåé
îêñàëàòîêñèäàçû âî ôðàêöèè, èîííî-ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷-
íîé ñòåíêîé (ñì. òàáëèöó).

Èçâåñòíî, ÷òî ïåðåêèñü âîäîðîäà îáëàäàåò ïðÿìûì
àíòèôóíãàëüíûì äåéñòâèåì (Bolwell et al., 2002), ÿâëÿåò-
ñÿ âòîðè÷íûì ìåññåíäæåðîì â èíäóêöèè çàùèòíûõ ãå-
íîâ ãëþêàíàçû â êëåòî÷íîé êóëüòóðå ñîè (Cheong et al.,
2000) è ïåðîêñèäàçû â ðàñòåíèÿõ ïøåíèöû (Baga et al.,
1995), ó÷àñòâóåò â ëèãíèôèêàöèè (Chapple, Carpita, 1998),
÷òî â èòîãå ïðèâîäèò ê ëîêàëèçàöèè ïàòîãåíà. Âåðîÿòíî,
èíäóêöèÿ àêòèâíîñòè îêñàëàòîêñèäàçû, íàáëþäàåìàÿ
ïîä âëèÿíèåì áèñîëà 2 è áàéòàíà, îñîáåííî â îáëàñòè
êëåòî÷íîé ñòåíêè, òàêæå ñïîñîáñòâóåò óñïåøíîìó ðàçâè-
òèþ çàùèòíîãî îòâåòà êëåòîê êàëëóñîâ ïøåíèöû ïðè èí-
ôèöèðîâàíèè âîçáóäèòåëåì òâåðäîé ãîëîâíè.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ââåäåíèå â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ
íåìîðôîãåííûõ êàëëóñîâ ïøåíèöû áèñîëà 2 è áàéòàíà
èíèöèèðîâàëî îáðàçîâàíèå ïëîòíûõ ó÷àñòêîâ è ðèçîè-
äîâ. Óñòîé÷èâîñòü ðèçîèäîâ ê ïàòîãåíó îïðåäåëÿëàñü íà-
ëè÷èåì ïîâåðõíîñòíûõ êëåòîê, ãåíåðèðóþùèõ H2O2.
Ñðåäè ðûõëî ðàñïîëîæåííûõ ïàðåíõèìîïîäîáíûõ êëå-
òîê ãåíåðàöèþ H2O2 âûÿâëÿëè òîëüêî ïðè èíôèöèðîâà-
íèè, â çîíàõ ðîñòà ãðèáà. Ïîâûøåíèå çàùèòíîãî îòâåòà
ýòèõ êëåòîê, ïîÿâëåíèå ïëîòíûõ ó÷àñòêîâ, óñèëåíèå ðè-
çîãåíåçà ïîä âëèÿíèåì áèñîëà 2 è áàéòàíà áûëî ñîïðÿæå-
íî ñ àêòèâàöèåé îêñàëàòîêñèäàçû â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
è îñîáåííî â ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè ôðàêöè-
ÿõ ôåðìåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-48310, 05-04-97935 è 05-04-08063).
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Âëèÿíèå áèñîëà 2 è áàéòàíà íà àêòèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû
â ñîâìåñòíîé êóëüòóðå êàëëóñîâ ïøåíèöû

ñ âîçáóäèòåëåì òâåðäîé ãîëîâíè
÷åðåç 20 ñóò ïîñëå èíîêóëÿöèè

Âàðèàíò îïûòà

Àêòèâíîñòü îêñàëàòîêñèäàçû
âî ôðàêöèÿõ, óñë. åä. íà 1 ã ñûðîé ìàññû,

x sx±

öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé

ñâÿçàííîé ñ
êëåòî÷íîé ñòåíêîé

Í å è í ô è ö è ð î â à í í û å ê à ë ë ó ñ û

Êîíòðîëü 17.8 � 1.2 3.2 � 0.2

Áèñîë 2, 10 ìã/ë 25.1 � 1.3 4.1 � 0.3

100 ìã/ë 26.7 � 1.3 4.8 � 0.2

Áàéòàí, 0.1 ìã/ë 27.2 � 1.0 4.7 � 0.2

1.0 ìã/ë 28.3 � 1.1 5.0 � 0.4

È í ô è ö è ð î â à í í û å ê à ë ë ó ñ û

Êîíòðîëü 23.9 � 1.0 2.4 � 0.1

Áèñîë 2, 10 ìã/ë 30.4 � 1.7 3.7 � 0.2

100 ìã/ë 35.2 � 1.5 4.1 � 0.1

Áàéòàí, 0.1 ìã/ë 36.3 � 1.6 4.6 � 0.2

1.0 ìã/ë 37.5 � 1.8 4.9 � 0.3
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III. THE INFLUENCE OF BISOL 2 AND BAITAN ON MORPHOGENESIS

AND DEFENCE RESPONSE OF WHEAT NON-MORPHOGENIC CALLUS CELLS INFECTED

WITH BUNT AGENT

N. B. Troshina, L. G. Yarullina, O. B. Surina, I. V. Maksimov

Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Research Center RAS;

e-mail: phyto@anrb.ru

A study was made of the influence of bisol 2 and baitan compounds on morphogenesis and defence respon-
se of wheat calluse cells infected with bunt agent in associated with oxalate oxidase activation. After introducti-
on of bisol and baitan into cultivation medium, dense area with meristema zones, germs of shoots and rhizoids
appeared on non-morphogenic calluses, which correlated with enzyme activation. Parenchyma-like cells, gene-
rating hydrogen peroxide, were seen in the site of pathogen penetration under infestation, but were never revea-
led in control. Generation of hydrogen peroxide in the site of infection was accompanied with an increased oxa-
late oxidase activity in the cytoplasmic fraction, and with suppression of this activity in a fraction bound to the
cell wall. Both compounds induced oxalate oxidase activity under combined cultivation of wheat calluses with
bunt agent.

K e y w o r d s: wheat, callus, bunt patogen, bisol 2, baitan, oxalate oxidase.
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