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Проведено цитологическое исследование взаимодействия в патосистеме “растение пшеницы – возбу-
дитель мучнистой росы” с целью изучения особенностей формирования гало как ответной реакции
растения на внедрение патогена. Показано, что при окислительном стрессе, вызванном обработкой
инфицированных листьев пшеницы перекисью водорода и 3-амино-1,2,4-триазолом, наблюдаются
различия размеров и структуры гало (с четко выраженными или размытыми границами), связанные с
индивидуальной реакцией клетки растения в сайте контакта с патогеном. Также показано, что дей-
ствие прооксидантов вызывало формирование аномалий при прорастании конидий мучнистой росы и
снижало интенсивность развития заболевания. Предполагается, что характер проявления гало связан
с одной стороны с восприимчивостью растения-хозяина, а с другой – степенью индукции защитных
реакций.
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ВВЕДЕНИЕ
Взаимоотношения между мучнисторосяными

грибами и растениями при инфекции имеют не-
сколько этапов в своем развитии. Основные этапы
развития заболевания проявляются при прораста-
нии мучнисторосяного гриба на поверхности по-
кровной ткани листьев растения, при проникно-
вении конидий патогена в эпидермальную клетку
растения, при развитии гиф мицелия на поверх-
ности листьев питающего растения (Sukhorukov,
1952; Kunoh et al., 1985). На каждом этапе взаимо-
действия патогена и растения включается свой
механизм защиты, препятствующий проникнове-
нию гриба внутрь клеток и тканей растения и ин-
гибирующий паразита (Andreev, Talieva, 1991;
Bednarek, Osbourn, 2009; Avetisyan, Avetisyan, 2017).

Начальные этапы развития патологического
процесса, вызванного биотрофным грибом с
гаусториальным питанием, стимулируют в расте-
ниях образование папиллы – защитного барьера
на пути продвижения паразита (Stolzenburg et al.,
1984; Huckelhoven et al., 1999; Voigt, 2014). Вокруг
места проникновения мучнисторосяного гриба на
поверхности эпидермальной клетки растения-хо-
зяина образуются особые концентрические зоны,
названные гало (Kunoh et al., 1977; Zeyen, Bushnell,

1979; Shervud, Vens, 1985; Collinge, 2009). Было
установлено, что при прорастании конидии воз-
будителя мучнистой росы каждая ростковая труб-
ка образует свое гало (Mishina et al., 2001). Как
правило, площадь гало, окружающего первичную
ростковую трубку, меньше, чем площадь гало во-
круг аппрессориальной ростковой трубки, поэто-
му такие гало были названы соответственно ма-
лым и большим (Avetisyan, 2011). Особенности
формирования гало отражают реакцию растения
на заражение и определяют характер дальнейших
взаимоотношений (Mayama, Pappelis, 1977; Tsuzu-
ki et al., 1977; Avetisyan, Avetisyan, 2017).

Значительную роль в ответных реакциях расте-
ний на воздействия играют окислительные про-
цессы, в частности, свободнорадикальные реак-
ции, связанные с участием кислородных радика-
лов и синглетного кислорода (Chasov et al., 2002;
Neill et al., 2002). Особый интерес представляет
исследование роли активных форм кислорода в
регуляции развития биотрофных патогенов, выде-
ляющих в зараженные ткани растений биологиче-
ски активные вещества, регулирующие метабо-
лизм, и имеющих специальный трофический ор-
ган гаусторий (Dyakov et al., 2001). Установлено,
что накопление активных форм кислорода проис-
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ходит как правило в эпидермальных клетках
растения в местах непосредственного взаимо-
действия растения и патогена (Zhou et al., 1998;
Huckelhoven et al., 2003).

В задачу настоящего исследования входило
изучение влияния окислительного стресса на осо-
бенности проявления гало на листьях пшеницы,
зараженных мучнистой росой и возможной со-
пряженности данной реакции растения с последу-
ющим развитием гриба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали растения мягкой пше-

ницы Triticum aestivum L. сорта Заря, инокулиро-
ванные конидиями возбудителя мучнистой росы
пшеницы Blumeria graminis (DC.) Speer. При зара-
жении использовали популяцию возбудителя
мучнистой росы B. graminis f. sp. tritici, поддержи-
ваемую на восприимчивой пшенице.

Растения пшеницы выращивали на растворе
Кнопа и на дистиллированной воде. Двухнедель-
ные проростки пшеницы заражали конидиями
мучнистой росы путем стряхивания с пораженных
растений и оставляли при температуре 18–20°С.
Исследования проводили при появлении первых
видимых признаков поражения растений (4–
7-е сутки после инокуляции).

Для цитологических исследований поражен-
ные участки эпидермиса снимали с адаксиальной
стороны листа и окрашивали 1%-м амидо черным
в 7%-й уксусной кислоте в течение 10 мин. Полу-
ченные препараты просматривали под световым
микроскопом Axioplan 2 (Carl Zeiss, Германия).
В локусе контакта аппрессориальных и гифаль-
ных лопастей гриба с поверхностью эпидермаль-
ных клеток растения пшеницы выявляли зоны от-
ветной реакции растения в виде гало.

Для сканирующей электронной микроскопии
(СЭМ) был отобран растительный материал на 3–
9-е сутки после инфицирования. Образцы листо-
вой ткани без химической фиксации исследовали
в условиях низкого вакуума (VP-режим) при ком-
натной температуре или в условиях высокого ва-
куума при –30°С c применением замораживаю-
щей приставки Deben UK (Великобритания).

Изучали влияние окислительного стресса на
зависимость размеров и структуры гало в месте
взаимодействия растения и патогена. Окисли-
тельный стресс индуцировали обработкой пере-
кисью водорода и 3-амино-1,2,4-триазолом (3-АТА),
действие которого связано с увеличением содер-
жания эндогенной перекиси водорода (Perez, Ru-
bio, 2006). Инфицированные листья пшеницы по-
мещали в чашки Петри с исследуемыми раствора-
ми. Были выбраны концентрации 1 мМ, 4 мМ,
10 мМ для 3-АТА и 1 мМ, 5 мМ, 10 мМ для переки-
си водорода как концентрации с выраженным ин-
гибированием развития мучнисторосяного гриба.

Контролем служили инфицированные листья, не
обработанные прооксидантами. Для каждого ва-
рианта эксперимента использовали 10–20 листьев
пшеницы и 20–30 листьев пшеницы в контроле.

При сравнении различий между контрольным
вариантом и экспериментом использовали крите-
рий Уилкоксона. Полученные значения считали
достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Изучение развития возбудителя мучнистой

росы показало, что при прорастании конидий
B. graminis на поверхности эпидермальных клеток
пшеницы гало инициируются первичной ростко-
вой трубкой и аппрессориальной ростковой труб-
кой. При этом в месте контакта с эпидермисом
первичной ростковой трубки образуется малое га-
ло, в месте контакта лопасти аппрессория –
большое гало (рис. 1а–д, з). Иногда в местах кон-
такта инфекционных структур мучнисторосяного
гриба с растительной клеткой было видно только
одно гало (рис. 1ж, и, к).

Далее нами были проведены цитологические
исследования, направленные на изучение особен-
ностей структуры, окраски и диаметра гало в кон-
трольных необработанных и обработанных проок-
сидантами листьях пшеницы. Результаты исследо-
ваний показали, что зона гало в эпидермальных
клетках необработанных листьев пшеницы имела
диаметр 10–30 мкм, была окрашена равномерно
или имела четко выраженные границы (рис. 2а, б).

В наших экспериментах под воздействием эк-
зогенной перекиси водорода и 3-АТА происходи-
ло изменение структуры, окраски и размеров гало
(рис. 2). Наиболее типичны одноцветные синие
или двухцветные гало с пурпурной серединой и
синим внешним кольцом. В центре гало часто на-
блюдали пятно или кольцо диаметром 1.5–5 мкм с
более интенсивной синей или пурпурной окрас-
кой, соответствующее зоне папиллы. Добавление
в среду инкубации низких концентраций 3-АТА
(0.5 мМ и 1 мМ) приводило к появлению слоистых
гало с размытыми кольцами (рис. 2в). Для всех ва-
риантов с обработкой 3-АТА были характерны га-
ло с размытым и частично обесцвеченным краем,
в некоторых случаях обесцвеченная область имела
вид слабозаметного серого или бледно-коричне-
вого внешнего кольца (рис. 2е). Практически бес-
цветные гало появлялись при высоких концентра-
циях 3-АТА (10 мМ и 20 мМ). В вариантах после
обработки 5 мМ перекиси водорода часть гало
имела выраженную слоистость, которая возника-
ла в результате появления дополнительных темно-
синих и светло-синих колец в пределах сине-
окрашенной внешней зоны гало (рис. 2д). При
действии 10 мМ перекиси водорода наблюдались
крупные слабоокрашенные однотонные фиолето-
во-серые гало, а также крупные практически не-
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окрашенные гало с узкими четкими кольцами тем-
но-серого, пурпурного или синего цвета (рис. 2г).

Обработка инфицированных листьев пшеницы
прооксидантами влияла и на размеры гало. Как
видно из табл. 1, использование 3-АТА при кон-
центрациях 1 мМ, 4 мМ и 10 мМ приводило к уве-
личению размеров гало. При дальнейшем увели-
чении концентрации 3-АТА происходило умень-
шение диаметра гало (данные не приведены, так
как различия статистически не достоверны). Уве-
личение диаметра гало под действием 3-АТА было
свойственно также малому гало.

Подобное действие на изменения размеров га-
ло проявляла обработка инфицированных листьев
перекисью водорода (табл. 1). После добавления в
среду инкубации 1 мМ перекиси водорода было
отмечено достоверное увеличение диаметра боль-
шого гало по сравнению с контролем. При 5 мМ и
10 мМ перекиси водорода стимулирующий эф-
фект сохранялся. Во многом сходные изменения
наблюдали в случае малого гало. Особенностью

действия перекиси водорода в наших опытах было
появление очень крупных и отличающихся по
окраске и структуре гало (рис. 2г). Этот тип гало
встречался в опытных вариантах наряду с гало, ко-
торые были похожи на гало в контроле.

Расстояние между большим и малым гало отра-
жает расстояние между точками контакта патоге-
на с эпидермисом растения первичной ростковой
трубки и аппрессория. Следует отметить, что об-
работка 3-АТА и H2O2 оказывала влияние и на
этот параметр, но это влияние проявлялось только
при самой высокой из использованных концен-
траций прооксидантов (10 мМ и 20 мМ).

Одновременно с изучением влияния окисли-
тельного стресса на формирование гало на зара-
женных мучнистой росой листьях пшеницы ис-
следовали интенсивность развития патогена на
поверхности растения. Опыты показали, что ис-
пользование концентрации 1 мМ, 5 мМ H2O2 и
1 мМ, 4 мМ 3-АТА вызывало различные аномалии
в морфологии ростковых трубок, приводя к сни-

Рис. 1. Образование гало в местах контакта инфекционных структур возбудителя мучнистой росы с эпидермисом пшени-
цы (СЭМ, 48–72 ч после инфицирования): а–г, ж–и – 5 мМ H2O2; д, к – 10 мМ H2O2; е – 1 мМ H2O2. Условные обозна-
чения: бг – большое гало, мг – малое гало.
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жению распространения мучнистросяного гриба
(рис. 1 е). А высокие концентрации этих веществ
(10 мМ и 20 мМ), как правило, практически пол-
ностью подавляют развитие болезни.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что активация кислорода является

одним из самых ранних ответов растительной
клетки на инфицирование (Hurkman, Tanaka, 1996;

Trujillo et al., 2006; Feng et al., 2008). Многие иссле-
дователи, изучавшие механизм действия перекиси
водорода, отмечали, что перекись водорода при
экзогенном воздействии повышает интенсив-
ность генерации активных форм кислорода, инду-
цирующих устойчивость к патогену (Prasad et al.,
1994; Baek, Rajashekar, 2000; Wan, Liu, 2008; Feng
et al., 2008). В ходе исследований (Shetty et al.,
2008) было показано, что перекись водорода мо-
жет играть роль не только вторичного мессендже-

Рис. 2. Вариабельность окраски и структуры гало (24–48 ч после инфицирования): а, б – контроль; в – 1 мМ 3-АТА;
г – 10 мМ H2O2; д – 5 мМ H2O2; е – 4 мМ 3-АТА. Масштаб – 50 мкм.

50 мкм
(г)

(а) (б) (в)

(е)

(д)

Таблица 1. Изменение размеров гало на листьях пшеницы, инфицированных Blumeria graminis при обработке 3-АТА
и H2O2

Примечание. Для каждого варианта опыта вычисляли среднее значение и стандартную ошибку на 20 препаратах. При сравнении
результатов исследования контрольной и экспериментальной групп различия между значениями параметров считали достовер-
ными при р < 0.05.

Вариант эксперимента Диаметр большого 
гало, мкм

Диаметр малого 
гало, мкм

Расстояние между 
большим и малым

гало, мкм

Контроль (H2O) 26.1 ± 1 10.2 ± 1.2 61 ± 1.4
Концентрация 3-АТА, мМ 1 33.1 ± 0.2 20.1 ± 0.7 57.4 ± 0.4

4 39 ± 0.2 19.6 ± 0.9 50.3 ± 0.9
10 52 ± 0.3 18.7 ± 0.1 71.5 ± 0.5

Концентрация H2O2, мМ 1 77.7 ± 0.4 20.7 ± 0.8 58.8 ± 0.6
5 58 ± 0.2 25.5 ± 0.2 60.8 ± 0.4

10 82 ± 0.4 10.8 ± 0.9 81.5 ± 0.2
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ра в индукции защитных реакций, но также непо-
средственно участвовать в качестве реагента при
перекрестной сшивке полимеров клеточной стен-
ки. Установлено, что внедрение гаустории в рас-
тительную клетку приводит к увеличению генера-
ции перекиси водорода в сайте взаимодействия
(Vainstein, Peberdy, 1991; Kauss, Jeblick, 1996; Dat et al.,
1998). При этом раннее накопление и высокое со-
держание перекиси водорода вблизи места кон-
такта растения и патогена способствует укрепле-
нию клеточной стенки, препятствуя проникнове-
нию паразита в клетку растения, и является
критическим фактором для фитопатогенных гри-
бов, как, например, при инфицировании томатов
Oidium neolycopersici (Mlıckova et al., 2004). Очевид-
но, что такое локальное изменение химических
свойств компонентов клеточной стенки может
оказывать влияние на характер окраски и размеры
гало.

Полученные нами данные свидетельствуют,
что окислительный стресс, вызванный обработ-
кой перекисью водорода и 3-АТА, регулирует раз-
витие конидиального инокулюма возбудителя
мучнистой росы пшеницы на стадии развития ин-
фекционных структур патогена и оказывает влия-
ние на степень проявления гало. В случае, когда
гифальные лопасти патогена не образовывали
гаустории, гало отличались большей площадью,
что можно объяснить всплеском активности в
сайте проникновения в связи с включением опре-
деленных защитных реакций растения. В случае,
когда проникновение гриба сопровождалось об-
разованием гаустории, активность в сайте про-
никновения постепенно затухала, что визуально
проявлялось в исчезновении гало. Можно пред-
положить, что наблюдаемые различия проявле-
ния гало являются результатом индивидуальной
реакции отдельной растительной клетки на про-
никновение мучнисторосяного гриба.

Таким образом, повышение уровня активных
форм кислорода в зараженных мучнистой росой
листьях пшеницы под действием экзогенной об-
работки прооксидантами регулирует развитие па-
тогена на поверхности растения и в сайте проник-
новения. Как показали цитохимические исследо-
вания, размеры и структура гало отражают
защитные реакции, протекающие в клетках расте-
ния. Этим, возможно, объясняется большая пло-
щадь гало вокруг инфекционных структур, не об-
разующих гаустории. Проведенные исследования
позволяют заключить, что для определения харак-
тера взаимоотношений мучнисторосяного патоге-
на и растения-хозяина можно учитывать особен-
ности проявления гало и степень поражения пше-
ницы мучнистой росой.
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Peculiarities of Halo Formation on the Leaves of Wheat Affected By Powdery Mildew
Under the Influence of Oxidative Stress

G. A. Avetisyana, # and T. V. Avetisyana

a N.V. Tsitsin Main botanical garden of Russian Academy of Sciences, 127276 Moscow, Russia
#e-mail: avetisyang@yandex.ru

A cytological study of the relationship between Blumeria graminis and the host plant was conducted in order to
revealing of the characteristics of halo formation as a response of the epidermal plant cell to the pathogen pene-
tration. An oxidative stress was created by treating infected wheat leaves with hydrogen peroxide and 3-amino-
1,2,4-triazole. In this experiment, it turned out that there were differences in the size and structure of the halo
(with clearly defined or blurred boundaries) depending on the individual response of the plant cell in contact with
the pathogen. The action of prooxidants causes abnormal germination of powdery mildew conidia and reduces
the intensity of disease development. On the one hand, the nature of the halo is associated with the susceptibility
of the host plant, on the other hand, it is correlated with the degree of induction of protective reactions. Such
reactions may explain the large halo area around infectious structures that do not form haustoria. Thus, the
present study allow us to conclude that to determine the nature of the relationship between the powdery mildew
pathogen and the host plant, it is necessary to take into account the peculiarities of the halo manifestation and
the degree of wheat damage by powdery mildew.

Keywords: halo, oxidative stress, powdery mildew pathogen, prooxidants, wheat
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