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Исследовали влияние окислительного стресса на начальные этапы взаимодействия 
возбудителя мучнистой росы пшеницы и растения-хозяина. Показано, что воздействие 
перекисью водорода и 3-амино-1,2,4-триазолом приводит к образованию аномальных 
ростковых трубок и нежизнеспособных колоний на поверхности листьев пшеницы. Яв-
ления, которые наблюдали при моделировании окислительного стресса путём воздей-
ствия прооксидантами, сходны с теми, которые ранее были описаны для устойчивых 
растений. Это  позволяет предположить, что причиной аномального развития патогена 
на растениях может быть воздействие активных форм кислорода, возникающих в устой-
чивом растении в процессе защитных реакций.
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В последние годы процесс первичной инфек-
ции мучнисторосяными грибами изучался наиболее 
интенсивно, так как соответствующие исследова-
ния свидетельствуют о важности ранних стадий 
инфицирования для процесса развития заболевания 
[1, 2]. Первые этапы взаимоотношений  растения-
пшеницы и мучнисторосяного гриба зависят от спо-
собности патогена максимально реализовывать 
патологический процесс, т.е. процесс прорастания 
конидий и дифференциацию инфекционных струк-
тур, обеспечивающих заражение растения и даль-
нейшее развитие болезни [3, 4].

Процесс заражения пшеницы мучнистой росой 
состоит из ряда стадий. Конидия мучнисторося-
ного гриба, попадая на поверхность листа растения, 
образует вначале первичную ростковую трубку и 
затем аппрессориальную ростковую трубку, фор-
мирующую аппрессорий [5]. В случае восприим-
чивости растения к грибному патогену примерно 
через 24 ч после инокуляции внутри эпидермальной 
клетки растения-хозяина образуется гаустория, ко-
торая поглощает питательные вещества из клетки 
хозяина. Дальнейшее развитие гриба сопровожда-
ется ростом гиф мицелия и образованием гаусто-
рий второго, третьего и т.д. порядков [6].  

Развитие патогена на устойчивых растениях 
имеет свои особенности. При несовместимых ком-
бинациях наблюдаются различные отклонения 
в дифференциации инфекционных структур пато-
гена. Эти нарушения ведут к изоляции возбудителя 
болезни уже на первых этапах патогенеза, что спо-
собствует снижению инфекционной нагрузки.

Исследования последних лет показали важную 
роль в патогенезе мучнистой росы злаков активных 

форм кислорода (АФК), которые являются посред-
никами активации иммунного ответа растения, а 
также участвуют в контроле структурной органи-
зации клеточной стенки [7, 8, 9]. Многими иссле-
дователями было установлено, что окислительный 
стресс влияет на ранние стадии развития Erysiphe 
graminis [2, 10]. 

В задачу данной работы входило изучение 
особенностей ранних стадий развития возбудителя 
мучнистой росы пшеницы под влиянием окисли-
тельного стресса. Окислительный стресс моделиро-
вали перекисью водорода и 3-амино-1,2,4-триа-
золом (3-АТА), который способствует повышению 
количества эндогенной перекиси водорода посред-
ством ингибирования пероксидазы и каталазы [11].

Материалы и методы

Для экспериментов были использованы рас-
тения мягкой пшеницы Triticum aestivum L.  и возбу-
дитель мучнистой росы пшеницы Erysiphe graminis 
DC. f. sp. tritici Marchal.

Семена растений пшеницы выращивали при 
температуре 20–22°С на растворе Кнопа в рулонах 
из фильтровальной бумаги. Пятнадцатидневные 
проростки пшеницы инокулировали конидиями 
E. graminis, культуру которой поддерживали на 
восприимчивой пшенице. Инфицированные отде-
ленные листья проростков пшеницы инкубировали 
в чашках Петри с водными растворами перекиси 
водорода и 3-АТА абаксиальной стороной вверх. 
В контроле использовали дистиллированную воду.

На 5–6-е сут после инфицирования число ви-
димых колоний возбудителя мучнистой росы под-
считывали с помощью бинокулярной лупы на не-
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скольких участках поверхности листа растения 
площадью 1 см2 каждый. Для каждого варианта 
опыта вычисляли среднюю плотность колоний на 
15–30 препаратах.  

Изучали влияние окислительного стресса и 
его предполагаемый защитный эффект на разных 
стадиях патогенеза. Исследуемые вещества вноси-
ли в среду инкубации отделенных листьев через 
определенные промежутки после инфицирования 
и на ограниченный период. Были выбраны кон-
центрации 4 мМ и 10 мМ для 3-АТА и 5 мМ для 
перекиси водорода как минимальные концентра-
ции с выраженным ингибированием развития муч-
нисторосяного гриба. 

Динамику развития и дифференциации инфек-
ционных структур возбудителя мучнистой росы ис-
следовали  с применением  сканирующей электрон-
ной микроскопии (СЭМ). Для этого был отобран 
растительный материал на 3-9-е сут после инфи-
цирования. Образцы листовой ткани исследовали 
с помощью сканирующего электронного микро-
скопа LEO-1430 VP (Carl Zeiss, Германия) без хи-
мической фиксации в условиях низкого вакуума 
(VP-режим) при комнатной температуре или в ус-
ловиях высокого вакуума при –30 oС c примене-
нием замораживающей приставки Deben UK (Ве-
ликобритания). 

При сравнении результатов исследования конт-
рольной и экспериментальной групп, а также из-
менений показателей в разные периоды времени ис-
пользовали критерий Уилкоксона. Различия между 
значениями параметров считали достоверными 
при р<0,05. 

Результаты и обсуждение

Конидии E. graminis, попадая на поверхность 
листьев пшеницы, прорастают, образуя первичную 
ростковую трубку и аппрессорий в течение 24–48 ч 

после инокуляции (рисунок, а). К концу данного 
периода внутри клетки эпидермиса растения-хо-
зяина, как правило, образуется  гаустория, служащая  
для поглощения питательных веществ. Через 48 ч 
в контроле у нормально развивающихся конидий 
можно наблюдать  одну или несколько ростковых 
трубок, которые затем удлиняются, развиваясь в гифы  
эктофитного мицелия и формируя микроколонию 
(рисунок, б). Через 72 ч после инфицирования были 
заметны развитые колонии с гифами длиной до 
400–450 мкм (рисунок, в).  

Различия в формировании инфекционных струк-
тур гриба можно обнаружить уже через 24 ч после 
заражения. Так, воздействие 3-АТА увеличивало  
количество конидий, не способных к прорастанию 
(рисунок, д) или образующих аномальные инфек-
ционные структуры (рисунок, е). К моменту обра-
зования в контроле развитых колоний с многочис-
ленными конидиеносцами (рисунок, г) в вариантах 
с сильным ингибированием развития мучнистой 
росы в единичных случаях наблюдали только мик-
роколонии. При этом они имели, как правило, мно-
гочисленные утолщенные и, вероятно, не функцио-
нирующие ростковые трубки (рисунок, е). При 
высоких концентрациях 3-АТА наблюдали образо-
вание множества зачатков гиф, не развивающихся 
в дальнейшем. 

 Развитие возбудителя мучнистой росы в при-
сутствии перекиси водорода имело свои особенно-
сти. При концентрациях данного вещества 0,5–5 мМ  
наблюдали образование конидий с большим коли-
чеством ростковых трубок (рисунок, ж)  или удли-
ненной аппрессориальной ростковой трубкой (ри-
сунок, з). При использовании 10 мМ перекиси 
водорода развитие патогена останавливалось на ста-
дии формирования аппрессория и дальнейшего 
образования колоний не происходило.

Ранее нами было показано, что обработка от-
деленных листьев пшеницы как 3-АТА, так и пе-

Рисунок. Этапы развития Erysiphe graminis на листьях пшеницы (СЭМ, 48–72 ч после инфицирования): а, б, в – контроль; г, д, е – 
при обработке инфицированных листьев пшеницы 3-амино-1,2,4-триазолом; ж, з – при обработке инфицированных листьев 

пшеницы перекисью водорода 
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рекисью водорода ингибирует развитие колоний 
патогена [12]. При увеличении концентрации дан-
ных веществ ингибирующая активность также воз-
растала, а высокие концентрации (10 мМ и более 
для 3-АТА и 5 мМ и более для перекиси водорода) 
полностью предотвращали развитие колоний па-
тогена. 

Далее нами были проведены исследования, 
направленные на изучение влияния окислитель-
ного стресса на разные этапы развития мучнисто-
росяного гриба (таблица). В варианте с постоянным 
присутствием 3-АТА в среде инкубации листьев 
наблюдали сильное ингибирование числа коло-
ний. При этом более высокая концентрация ока-
зывала более сильное действие. В остальных вари-
антах 3-АТА вносили на период 24 ч на первые, 
вторые и третьи сутки после инфицирования. Как 
видно из представленных данных, все варианты 
с обработкой 3-АТА в течение ограниченного вре-
мени также показали достоверное ингибирование 
инфекции (р<0,001).  При этом наиболее сильное 
действие наблюдали на ранних этапах инфициро-
вания (1 сут), что соответствует стадиям прораста-
ния конидии, образования аппрессория и первич-
ной гаустории. При обработке листьев пшеницы 
перекисью водорода также происходило достовер-
ное ингибирование роста патогена, а в варианте 
с постоянным присутствием перекиси водорода 
во время всего эксперимента концентрация 5 мМ 
практически полностью предотвращала появление 
колоний.

Таблица 

Влияние длительности применения 3-АТА и Н2О2 на развитие 
колоний мучнистой росы пшеницы на адаксиальной стороне 

листа (суммарное число колоний в расчете на 1 см2, повторность 
15–30 препаратов). Данные представлены в виде средних 

арифметических значений и стандартных ошибок среднего

Время
Концентрация 3-АТА

Концентрация 
Н2О2

4 мМ 10 мМ 5 мМ

1 сут 7,7±1,3 1,3±0,2 1,2±0,2

2 сут 9,5±1,3 4,3±0,5 10,0±0,8

3 сут  8,7±1,0 3,6±0,7 5,3±0,4

С 1 по 3 сут 6,3±0,5 0,8±0,2 0,2±0,1

Контроль (Н2О) 17,2±1,6 12,2±1,4 15,1±0,9

Необходимо отметить сходные тенденции во 
времени применения обоих исследуемых веществ. 
Так, наибольшую активность наблюдали в тех ва-
риантах с краткосрочной инкубацией в течение 24 ч 
в присутствии 3-АТА и экзогенной перекиси водо-
рода, где данные вещества вносили в первые сутки 
после инфицирования. При их внесении на вторые 
сутки наблюдали менее выраженное ингибирова-
ние. При обработке на третьи сутки ингибирую-
щее действие вновь несколько усиливалось. 

Исследования последних лет показали, что 
характер патогенеза мучнистой росы злаков в зна-
чительной степени зависит от окислительного ме-
таболизма [2, 7, 13]. Помимо непосредственного 
токсического воздействия на клетки патогена АФК 
действуют в качестве сигнальных молекул, прини-
мая участие в индукции локальной и системной 
приобретенной устойчивости [14]. Активация кис-
лорода является одним из самых ранних ответов 
растительной клетки на инфицирование. Время су-
щественного повышения уровня АФК, т.е. время 
реакции растения на инфицирование, на началь-
ных стадиях патогенеза играет важную роль, по-
скольку от него зависит момент включения актив-
ных защитных реакций растения.

В наших опытах экзогенная перекись водорода 
и 3-АТА ингибировали развитие мучнисторосяного 
патогена, существенно снижали интенсивность 
образования колоний и повышали устойчивость 
пшеницы к возбудителю мучнистой росы. Патоген-
ингибирующая активность данных веществ воз-
растала с увеличением концентрации, и высокие 
концентрации полностью предотвращали развитие 
колоний патогена. По-видимому, ингибирующее 
действие экзогенных прооксидантов в определен-
ной мере соответствует представлениям о защит-
ной роли АФК при патогенезе.

Поскольку АФК обладают токсичностью не 
только по отношению к патогену, но и по  отноше-
нию к самому растению-хозяину, в клетках расте-
ния их количество строго регулируется при участии 
антиоксидантных систем. Антиоксидантные защит-
ные механизмы лимитируют продолжительность 
жизни АФК, защищая клетку от вредного воздей-
ствия перекиси водорода, образованной при вос-
становлении молекулярного кислорода. Таким об-
разом, увеличение количества перекиси водорода 
ограничено во времени. Наряду с интенсивностью 
образования АФК время начала и время оконча-
ния окислительного “взрыва”, по-видимому, играют 
важную и до сих пор мало исследованную роль 
в регуляции иммунного ответа клетки хозяина.

В наших опытах данный аспект действия АФК 
моделировали путем кратковременного внесения 
экзогенных прооксидантов в разные сроки после 
инокуляции патогена. Показано, что продолжитель-
ность воздействия данными веществами оказывает 
влияние на величину ингибирующего эффекта. 
При этом стадии развития мучнисторосяного па-
тогена, соответствующие первым и третьим суткам 
после инфицирования, имеют большую чувстви-
тельность, или, наоборот, стадии развития патогена, 
протекающие на вторые сутки, более устойчивы 
к ингибированию. По-видимому, большее ослабле-
ние ингибирования на вторые сутки в случае пере-
киси водорода можно объяснить её быстрым раз-
ложением после окончания инкубации. В то же 
время, накопленное в течение 2 сут количество 
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3-АТА продолжает действовать и в последующий 
период, когда патоген вновь оказывается чувстви-
тельным к ингибитору. 

Развитие мицелия мучнисторосяных грибов 
злаков происходит на поверхности листьев расте-
ний. Этот факт облегчает исследование данного 
патогена с помощью СЭМ. Как показали наши 
исследования, обработка перекисью водорода и 
3-АТА ингибирует формирование колоний возбу-
дителя мучнистой росы и подавляет рост патогена 
на ранних стадиях развития. Аномальная диффе-
ренциация инфекционных структур возбудителя 
мучнистой росы также происходила при концен-
трациях 3-АТА и экзогенной перекиси водорода, 
близких к тем, которые ингибировали развитие 
видимых невооруженным глазом колоний. 

Как известно, некоторые соединения могут 
оказывать влияние на раннее развитие фитопато-
генных грибов и вызывать появление аномальных 
инфекционных структур. Например, подавление 
апрессориального развития происходило у некро-
трофного гриба Cochliobolus miyabeanus при обра-
ботке метилглиоксаль бис-гуанилгидразоном, ин-
гибитором синтеза полиаминов [15]. 

В наших экспериментах при воздействии пере-
кисью водорода и 3-АТА происходило замедление 
роста мучнисторосяного патогена. В обоих случаях 
наблюдали появление конидий с большим коли-
чеством ростковых трубок – аномалии, которые 
редко встречаются у контрольных растений. Вместе 
с тем при использовании 3-АТА происходило не-
характерное для перекиси водорода образование 

множества зачатков гиф при высоких концентра-
циях и утолщенных коротких гиф при низких 
концентрациях.  При использовании перекиси во-
дорода даже в достаточно высоких концентрациях, 
полностью или почти полностью ингибирующих 
развитие колоний, наблюдали большое количество 
аппрессориев внешне нормальной морфологии.

Таким образом, особенности взаимного рас-
познавания растения и патогена могут проявляться 
уже на ранней стадии взаимодействия. Предприня-
тые нами исследования показали, что некоторые 
черты воздействия на мучнисторосяной патоген, 
характерные для перекиси водорода или общие 
для перекиси водорода и 3-АТА, а именно, появ-
ление аномально длинных аппрессориев или рост-
ковых трубок, характерны также для развития 
данного патогена на листьях устойчивых растений 
[16]. Количество аппрессориев с нормальной мор-
фологией коррелирует с плотностью колоний воз-
будителя мучнистой росы. Это свидетельствует о том, 
что нарушение дифференциации инфекционных 
структур приводит к снижению точек контакта 
с растением и при аномалиях ростковых трубок 
происходит дальнейший поиск мест новых кон-
тактов, при этом проникновение в эпидермальную 
клетку растения-хозяина и образование гаустории 
не происходят. Полученные нами данные позво-
ляют предположить, что причиной аномального 
развития мучнисторосяного патогена на листьях 
пшеницы может быть воздействие АФК, возника-
ющих в устойчивом растении при прохождении 
защитных реакций.
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ANOMALIES OF THE EARLY STAGES OF DEVELOPMENT OF ERYSIPHE GRAMINIS 
TRITICI UNDER OXIDATIVE STRESS
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Russian, 127276, Moscow, Botanicheskaya ul., 4 
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We report on investigation of early stage interactions between powdery mildew pathogen 
and host plant. We demonstrated that treatment of wheat leaves with various concentrations of 
hydrogen peroxide and 3-amino-1,2,4-triazole resulted in formation of morphological anoma-
lies of germ tubes and non-viable colonies on host plant leaves. The observed effect of oxidative 
stress on germination anomalies of powdery mildew is similar to previously reported interactions 
between the pathogen and mildew resistant plants.  Based on this work we conclude that abnor-
mal infectious structure formation of wheat powdery mildew may be associated with increased 
presence of reactive oxygen species during plant defense responses.

Key words: active oxygen species, powdery mildew pathogen, infectious structures, hydrogen 
peroxide, 3-amino-1,2,4-triazole, wheat, oxidative stress
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