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Гало – концентрическая зона 5–50 мкм измененной поверхности эпидермиса листьев пшеницы во-
круг места внедрения возбудителя мучнистой росы Blumeria graminis. Изучали вариабельность гало в
контроле и при обработке метаболическими ингибиторами (3-амино-1,2,4-триазол, бисиндолмалеи-
мид гидрохлорид, дифенилениодониум хлорид, 3-изобутил-1-метилксантин, каталаза, нитрат ланта-
на). При окраске фрагментов эпидермиса амидо черным гало представлены одноцветными округлыми
синими, двуцветными сине-красными структурами или системой из нескольких синих, красных и сла-
боокрашенных колец. Все обработки способствовали заметному снижению доли успешных проникно-
вений патогена в клетки растения с образованием гаусторий. Размеры гало увеличивались при обра-
ботке 3-амино-1,2,4-триазолом, ингибитором пероксидазы и каталазы, а также на растворах каталазы –
фермента, разрушающего перекись водорода. Обработка нитратом лантана, блокирующим кальциевые
каналы, приводила к уменьшению диаметра гало. Гало, ассоциированные с гаусториями, были в 1.5 ра-
за меньше по сравнению с теми, которые наблюдали в отсутствие успешного развития патогена. Их
размеры коррелировали с частотой появления гаусторий. Наоборот, средние размеры парных (боль-
ших и малых) гало коррелировали между собой и слабо коррелировали с числом гаусторий. Получен-
ные данные свидетельствуют о возможности использования параметров гало для локальной диагно-
стики жизнеспособности отдельных инфекционных единиц B. graminis.
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ВВЕДЕНИЕ

Возбудитель мучнистой росы пшеницы Blume-
ria graminis f. sp. tritici (синоним – Erysiphe graminis)
является облигатным грибным патогеном, гифы
мицелия которого расположены на поверхности
листьев пшеницы, а питание происходит благода-
ря проникновению в эпидермальные клетки с об-
разованием гаусториев. Поражение посевов мо-
жет приводить к потерям до 15–20% урожая (Sanin
et al., 2011).

Характерной особенностью Blumeria graminis явля-
ется появление при прорастании конидии 2-х рост-
ковых трубок и, соответственно, контакт с эпидер-
мальными клетками растения, по крайней мере, в
2-х точках (Kunoh et al., 1977). Вокруг места внед-
рения данного патогена иногда можно наблюдать
гало – концентрическую зону измененной по-
верхности, которая проявляется при цитохимиче-

ской окраске (Edwards, 1970; Mishina et al., 2001).
Малое гало (диаметром 5–15 мкм) образуется в
месте контакта с эпидермисом растительной клет-
ки первичной ростковой трубки, большое гало
(15–50 мкм) – лопасти аппрессория. Непарные
вторичные гало возникают в местах контакта с
эпидермисом гиф мицелия. Пространственно и
функционально гало связано с папиллой, которая
представляет собой утолщение клеточной стенки
полусферической или трубчатой формы и занима-
ет его центральную часть. Размеры гало сильно ва-
рьируют даже в пределах одного эпидермального
препарата. Показано, что диаметр вторичных гало
при контакте гифальных лопастей в клетках, не
содержащих гаустории, превышал таковую в клет-
ках с гаусториями (Serezhkina et al., 1999). Средний
диаметр гало может существенно увеличиваться у
растений, обработанных цитокининами (Babosha
et al., 2009) или перекисью водорода (Avetisyan,
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Babosha, 2011). Это позволяет предположить, что
размеры и структура гало могут быть связаны с
восприимчивостью эпидермальной ткани и ха-
рактером взаимодействия растения и патогена,
как локального, так и системного характера. По-
скольку регуляция защитных реакций растения
осуществляется при участии комплекса сигналь-
ных систем (Tarchevskiy, 2002), представляет инте-
рес изучение влияния ингибиторов и кофакторов
этих систем на образование гало.

Цель работы – изучение влияния ряда метабо-
лических ингибиторов на размеры гало, их мор-
фологию и другие параметры, которые способны
нести информацию о зоне контакта растения и
патогена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали проростки восприим-
чивой к мучнистой росе мягкой пшеницы Triticum
aestivum L. сорта Тавричанка. Растения выращива-
ли при 20–22°С с 16-часовым фотопериодом
(2000–3000 лкс). Популяцию возбудителя мучни-
стой росы Blumeria graminis f. sp. tritici поддержива-
ли в лабораторных условиях на восприимчивой
пшенице. Отделенные первые листья 14-суточных
проростков после инфицирования инкубировали
в чашках Петри на плаву абаксиальной стороной
вверх с использованием водных растворов одного
из исследуемых веществ (3-амино-1,2,4-триазол,
бисиндолмалеимид гидрохлорид, дифениленио-
дониум хлорид, 3-изобутил-1-метилксантин, ка-
талаза (ICN Pharmaceuticals Inc.), нитрат лантана
6-водный (отечественного производства). Харак-
тер ингибиторной активности и использованная в
эксперименте концентрация приведены в табл. 1.

Гало выявляли при окраске фрагментов эпи-
дермиса, снятого с абаксиальной стороны листа
через двое суток после инфицирования, 1%-м амидо
черным в 7%-й уксусной кислоте. Цифровые фо-
тографии получали с использованием светового
микроскопа Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss, Герма-
ния). На микрофотографиях идентифицировали и
подсчитывали гало различных типов и гаустории

без гало (рис. 1). Размеры гало и расстояние между
центрами большого и малого гало определяли при
помощи программы Image J. Выборка гало для вы-
числения долей в разных вариантах составляла
150–400. Для расчета средних значений диаметра
гало использованы изображения 20–40 парных га-
ло, поскольку только в этом случае возможна на-
дежная идентификация большого и малого гало.
Вычисляли достоверность различий с контролем,
применяя t-критерий для средних и долей с по-
правкой Бонферрони для множественных срав-
нений с контролем. При этом достоверными счи-
тали различия со значениями p < 0.0083. Стати-
стическую обработку полученных результатов
проводили с использованием программы Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При окраске амидо черным эпидермиса инфи-
цированных листьев пшеницы гало отличались
разнообразием морфологии и окраски (рис. 1–3).
Они включали зоны округлой и кольцеобразной
формы сине-голубой, пурпурно-красной и серо-
ватой окраски. В центре внутреннего кольца (кру-
га) практически во всех случаях присутствовала
папилла, выделяющаяся более насыщенным кон-
туром. По характеру распределения окраски все
гало можно разделить на 3 группы: одноцветные
равномерно окрашенные, двуцветные и трехцвет-
ные (рис. 1). Более 50% от суммы всех вариантов
составляли более или менее равномерно окрашен-
ные синие гало без выраженных светлых колец.
Примерно треть составляли двуцветные сине-
красные гало, у которых в центральной области
синяя окраска сменялась красной. Степень такой
замены могла различаться, давая оттенки, полу-
ченные от совмещения синего и красного, или чи-
сто красную центральную зону. Красная окраска
могла захватывать только область папиллы в цен-
тре или распространяться почти на все гало, кроме
тонкого внешнего контура. Наконец, у части си-
них или двуцветных гало как в синей, так и в крас-
ной области можно было наблюдать дополнитель-
ные тонкие слабоокрашенные кольца (трехцвет-
ные сине-бело-красные, “слоистые” гало).

Таблица 1. Характер активности и концентрация веществ, использованных в эксперименте

Вариант Концентрация, 
мкМ Характер активности

3-Амино-1,2,4-триазол 50000 ингибитор каталазы и пероксидазы (Margoliash, Novogrodsky, 1958)
Бисиндолмалеимид 0.1 ингибитор протеинкиназы С (Toullec et al., 1991)
Дифенилениодониум 1 ингибитор NO-синтазы, НАДФ Н-оксидазы и флавинсодержа-

щих оксидаз (Cross, Jones, 1986)
3-изобутил-1-метилксантин 900 ингибитор фосфодиэстеразы цАМФ и цГМФ (Beavo et al., 1970)
Каталаза 100 фермент, разрушающий перекись водорода
Нитрат лантана 2000 блокатор кальциевых каналов (Pantoja et al., 1992)
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В табл. 2 приведены доли гало каждого из трех
типов. Все варианты существенно отличались от
контроля. Наиболее интересным представляется
увеличение при обработке метаболическими ин-
гибиторами доли трехцветных гало. Даже в вари-
антах с обработкой дифенилениодониумом и 3-
изобутил-1-метилксантином, в которых, согласно
использованной статистической методике, веро-
ятность ошибки p > 0.05, доля таких гало была бо-
лее чем в 3 раза больше контроля. При этом в ва-
рианте “Каталаза” их доля превышала одну треть.

Некоторые экспериментальные варианты име-
ли специфические особенности окраски и строе-
ния гало. Почти все гало в контроле имели размы-
тые внешние границы, а также границы между
различными кольцами. Преобладала синяя окрас-

ка, которая накладывалась даже на центральную
пурпурную зону (рис. 2, а). Значительная доля га-
ло, сходных с контролем, отмечена при обработке
бисиндолмалеимидом (рис. 2, б), 3-изобутил-1-
метилксантином (рис. 3, а) и нитратом лантана
(рис. 3, б). В варианте с 3-амино-1,2,4-триазолом
(рис. 3, г) также преобладала синяя окраска, но у боль-
шинства гало она имела очень слабую насыщен-
ность особенно по контуру. Наоборот, каталаза
(рис. 3, в) способствовала появлению гало с чет-
кими контурами и четкими более светлыми коль-
цами. Для варианта обработки каталазой была ха-
рактерна достаточно высокая доля слившихся,
перекрывающихся гало и гало с более, чем одним
центром (табл. 2, рис. 3, в). Такие гало, вероятно,
возникают в случае, когда аппрессорий образует

Рис. 1. Основные типы гало Blumeria graminis на листьях пшеницы: а – одноцветные парные (большое – БГ и малое – МГ)
равномерно окрашенные синие гало; б – двуцветные парные красно-синие большое и малое гало; в – трехцветное крас-
но-сине-белое большое гало и малое одноцветное синее гало; г – перекрывающиеся гало (ПГ, перекрываются не менее,
чем на треть своего диаметра); д – гало с гаусторией (ГГ); е – гаустория без гало. Масштаб – 25 мкм.

(г) (д) (е)

(а) (б) (в)

БГ

БГ

БГ
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вторую лопасть при неудаче проникновения в
клетку растения-хозяина с первой попытки (Sugai
et al., 2010). В наших экспериментах ни одно из та-
ких составных гало не было ассоциировано с
гаусторией. Следует отметить, что в данном вари-
анте обработки число соприкасающихся между
собой гало статистически не отличалось от кон-
троля. Очевидно, что причины, которые вызывают
появление перекрывающихся и соприкасающихся
гало сильно различаются, о чем свидетельствует

также относительно небольшая (несущественная)
величина коэффициента корреляции между ними
(R = 0.44, p = 0.39).

Результатом прочного контакта аппрессори-
альной ростковой трубки с поверхностью эпидер-
мальной клетки растения является попытка про-
никновения патогена вовнутрь. В случае успеха
образуется гаустория, которая обеспечивает по-
ступление питательных веществ и, в дальнейшем,
образование колонии. При контакте с поверхно-

Рис. 2. Варьирование морфологии гало: а – в контрольном варианте (без обработки); б – при обработке бисиндолмалеи-
мидом; в – дифенилениодониумом. Масштаб – 25 мкм.

(а)

(б) (в)
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стью первичной ростковой трубки проникнове-
ния не происходит: может образоваться малое га-
ло, но гаустория всегда отсутствует. Однако и для
аппрессориальной ростковой трубки не все по-
пытки проникновения в эпидермальную клетку
растения-хозяина заканчиваются успешно, по-

этому только относительно небольшая доля боль-
ших гало ассоциирована с гаусторией (табл. 2).
Наоборот, почти треть обнаруженных гаусторий
независимо от варианта имели гало. Отсутствие
гало, ассоциированных с гаусторией, может быть
связано как с ослабленной реакцией растения, так

Рис. 3. Варьирование морфологии гало при обработке: а – 3-изобутил-1-метилксантином; б – нитратом лантана; в – ка-
талазой; г – 3-амино-1,2,4-триазолом. Масштаб – 25 мкм.

(а) (б)

(в) (г)
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и с ослаблением окраски с течением времени, ко-
торое наблюдали ранее (Mishina et al., 2001).

В первые двое суток инфекционного процесса
можно обнаружить только гало в местах контакта
с эпидермисом первичной и аппрессориальной
(вторичной) ростковых трубок (табл. 2, 3), т.е. ма-
лое и большое гало. Одиночные гало, индуцируе-
мые лопастями гиф, отсутствуют, поскольку гифы
еще не образовались. Хотя все наблюдаемые гало
должны принадлежать либо к классу больших, ли-
бо малых, при отсутствии видимых инфекцион-
ных структур установить точную принадлежность
не всегда возможно. Единственным критерием
классификации, не связанным с размерами, явля-
ется ассоциированность большого и соответству-
ющего ему малого гало с образованием характер-
ной парной структуры. Поскольку каждая из рост-
ковых трубок не обязательно устанавливает
прочный контакт с поверхностью с первого раза,
число наблюдаемых гало, соответствующее неко-
торым проросшим конидиям, может превышать
число ростковых трубок. Кроме того, сам контакт
может быть неполным или отсутствовать вовсе, в
этом случае одно из гало (большое или малое) от-
сутствует. В наших экспериментах число гало в
составе парных структур составляло примерно
20% от общего их числа.

Все обработки способствовали заметному сни-
жению доли успешных проникновений патогена в
клетки растения с образованием гаусторий (табл. 2).
Наименьшей доля успешных проникновений бы-

ла в вариантах обработки 3-амино-1,2,4-триазо-
лом и нитратом лантана (0 и 4.4%, соответствен-
но). Только в этих вариантах через 7 дней после
инфицирования не наблюдали спороносящих ко-
лонии. Очевидно, что изменение числа гаусторий
отражает изменение устойчивости (восприимчи-
вости) растения при обработке изучаемыми веще-
ствами.

Как видно из табл. 3, диаметр большого гало в
трех вариантах (бисиндолмалеимид, дифенилени-
одониум, 3-изобутил-1-метилксантин) не имел
достоверных отличий от контроля. При обработке
3-амино-1,2,4-триазолом и каталазой размеры
большого гало заметно увеличивались. Следует
отметить, что оба варианта предполагают изменения
в окислительном обмене, но противоположного ха-
рактера: увеличение уровня перекиси водорода в
первом случае и уменьшение во втором. Обработка
нитратом лантана, блокирующим кальциевые кана-
лы, приводила к заметному уменьшению диаметра
больших гало. Во многом аналогичные различия
получены для диаметра малого гало и расстояния
между гало в паре, хотя для этих параметров не во
всех этих вариантах различия достигали уровня
достоверности.

Гало, ассоциированные с гаусториями, гомо-
логичны большим гало, однако парное малое гало
в этом случае, как правило, отсутствует. Во всех
вариантах обработки их размеры были существен-
но и более, чем в 1.5 раза меньше по сравнению с
большими гало без гаусторий в тех же вариантах

Таблица 2. Влияние ингибиторов на число гаусторий и различных типов гало в клетках эпидермиса листьев пшени-
цы через двое суток после инфицирования Blumeria graminis

Примечание. *Сумма гало всех типов; **доля гаусторий от суммы числа больших гало и гаусторий без гало; ***гало, которые пе-
рекрываются не менее, чем на треть своего диаметра. В скобках приведены значения p при сравнении с контролем. В столбцах
“Гаустории с гало” и “Соприкасающиеся гало” достоверных различий с контролем не обнаружено. Все варианты отличались от
контроля по составу одно-, дву- и трехцветных гало p(χ2) < 0.0002.

Вариант
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 %

Контроль 253 18.2 9.5 32.0 8.3 2.0 74.7 23.7 1.6

3-Амино-1,2,4-триазол 210 0.0 (0.000) – – 11.9 4.8 (0.093) 69.0 20.5 10.5 (0.000)

Бисиндолмалеимид 232 11.2 (0.026) 7.8 (0.484) 40.0 6.5 6.0 (0.022) 40.0 45.7 14.3 (0.000)

Дифенилениодониум 228 5.5 (0.000) 2.2 (0.000) 27.8 10.5 3.9 (0.200) 30.3 64.0 5.7 (0.015)

3-Изобутил-1-метилксантин 164 8.2 (0.003) 4.3 (0.031) 33.3 6.1 1.2 (0.557) 49.7 44.8 5.5 (0.026)

Каталаза 155 7.4 (0.006) 3.2 (0.008) 29.4 11.0 11.0 (0.000) 18.7 43.2 38.1 (0.000)

Нитрат лантана 382 4.4 (0.000) 2.6 (0.000) 37.0 12.8 4.2 (0.127) 58.0 20.1 21.9 (0.000)
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(табл. 3). Это согласуется с аналогичными наблю-
дениями (Serezhkina et al., 1999) над более поздни-
ми одиночными гифальными гало. Эти гало также
имели меньшие размеры, если были ассоциирова-
ны с гаусторией. Во всех вариантах с обработкой
ингибиторами гало с гаусториями показали тен-
денцию к уменьшению размеров по сравнению с
контролем, однако только в варианте с нитратом
лантана эти различия были достоверны. Меньшая
статистическая выраженность различий между
опытными вариантами и контролем может быть
обусловлена низкой частотой гало этого типа
(табл. 2), и, соответственно, недостаточной по-
вторностью.

Показатель “расстояние между большим и ма-
лым гало”, очевидно, определяется длиной ап-
прессориальной ростковой трубки: в результате
увеличения или уменьшения ее длины места кон-
такта с растением первичной ростковой трубки и
аппрессория оказываются разнесенными на боль-
шее или меньшее расстояние. Достоверное и бо-
лее чем 1.5-кратное увеличение этого расстояния
происходило при обработке 3-амино-1,2,4-триа-
золом (табл. 3). Заметное увеличение наблюдали
также в варианте обработки каталазой. Нитрат
лантана уменьшал как расстояние между большим
и малым гало, так и их размеры. Известно, что
прорастание конидии B. graminis иногда имеет
аномальный характер с появлением очень длин-
ных ростковых трубок длиной 50–60 мкм. Однако
во всех вариантах наших экспериментов расстоя-
ние между гало было близко длине ростковых тру-
бок нормальной морфологии (табл. 3). Вероятно,
это обусловлено неспособностью аномальных
структур образовать оба типа гало.

Данные табл. 2 и 3 позволяют предположить
взаимосвязь между некоторыми из представлен-
ных в них показателями. В табл. 4 представлена
корреляционная матрица с результатами попар-
ных расчетов (параметры из табл. 2 и 3, не давшие
достоверных значений корреляции ни с одним из
других, из табл. 4 исключены), которые свидетель-
ствуют о наличии трех корреляционных плеяд
взаимозависимых параметров. Первая включает
размеры большого гало, малого гало и расстояние
между ними со значениями корреляции R, близ-
кими к 0.9 и достоверными при p < 0.05. Расстоя-
ние между гало, как сказано выше, обусловлено
длиной аппрессориальной ростковой трубки. Та-
ким образом, изменение метаболизма растения
при обработке метаболическими ингибиторами,
вероятно, оказывает сходное влияние как на син-
тез полимеров клеточной стенки в зоне обоих га-
ло, так и на рост аппрессориальной трубки гриба.
Если в табл. 4 корреляция рассчитана с использо-
ванием в качестве повторности средних значений
для каждого из 7 вариантов, коэффициенты в
табл. 5 получены с использованием измерений в
каждой паре “большое – малое гало”. Корреляция
размеров гало является статистически значимой в
4 из 7 вариантов и в общей выборке, однако по-
следняя заметно меньше полученной с использо-
ванием средних значений в табл. 4. Корреляция
диаметра малого гало и расстояния между боль-
шим и малым гало не была достоверной ни в од-
ном из вариантов, и только в объединенной вы-
борке p = 0.049 < 0.05. Аналогичная корреляция с
расстоянием между гало для большого гало в об-
щей выборке также была заметно меньше, а в от-
дельных вариантах наблюдали корреляционную
зависимость противоположной направленности.

Таблица 3. Влияние ингибиторов на размеры гало в клетках эпидермиса отделенных листьев пшеницы через двое
суток после инфицирования возбудителем мучнистой росы (среднее и его ошибка, значения p приведены для срав-
нения с контролем)

Вариант

Большое гало, мкм Малое гало, мкм
Расстояние между 
большим и малым 

гало, мкм

Гало с гаусторией, 
мкм

среднее, 
х ± m p

среднее, 
х ± m p

среднее, 
х ± m p

среднее, 
х ± m p

Контроль 30.3 ± 1.4 – 12.5 ± 0.6 – 24.5 ± 1.5 – 20.9 ± 1.2 –

3-Амино-1,2,4-триазол 41.1 ± 3.1 0.008 15.7 ± 1.6 0.101 39.2 ± 4.2 0.013 – –

Бисиндолма-леимид 29.2 ± 1.0 0.493 11.0 ± 0.5 0.064 28.1 ± 1.5 0.095 19.8 ± 1.3 0.533

Дифенилен-иодониум 26.8 ± 1.1 0.053 12.8 ± 0.7 0.691 27.1 ± 1.6 0.239 16.2 ± 2.4 0.122

3-Изобутил-1-метил-ксантин 29.5 ± 1.1 0.644 11.9 ± 0.8 0.549 25.8 ± 1.6 0.546 18.4 ± 1.7 0.233

Каталаза 40.7 ± 1.6 0.000 15.0 ± 1.0 0.043 31.3 ± 2.3 0.018 14.6 ± 2.1 0.042

Нитрат лантана 24.2 ± 0.8 0.000 9.7 ± 0.3 0.001 20.9 ± 1.0 0.056 15.7 ± 1.0 0.002
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Таким образом, на уровне отдельной инфекцион-
ной единицы взаимосвязь между размерами гало и
инфекционной трубки менее выражена, чем та,
которая представлена в табл. 4 для средних по ва-
риантам. Это может быть связано как с локальны-
ми различиями, так и с неоднозначным действием
некоторых ингибиторов на разные инфекцион-
ные единицы, которые нивелируются при вычис-
лении средних значений. Поскольку на листьях
злаков индуцированные изменения устойчивости
к мучнистой росе в одной клетке растения-хозяи-
на с трудом передаются даже в соседнюю клетку
(Ouchi et al., 1976), гипотетическая карта воспри-
имчивости отдельных клеток на поверхности ли-
стьев злаков могла бы выглядеть достаточно пест-

рой. Та же закономерность способствует положи-
тельному для патогена балансу при повторном
проникновении с помощью второй лопасти того
же аппрессория при неуспехе первой (Sugai et al.,
2010). При этом интенсивность роста аппрессори-
альной ростковой трубки, по видимому, более ав-
тономна от процессов в клеточной стенке расте-
ния, влияющих на величину гало, чем это может
показаться при учете только корреляции средних
величин, представленных в табл. 4.

Вторая корреляционная плеяда таблицы 4
включает коррелирующие между собой размеры
гало с гаусторией и частоту гаусторий (R = 0.94).
Графики зависимости от частоты гаусторий раз-
меров разных типов гало и расстояния между ни-

Таблица 4. Корреляция* между некоторыми параметрами гало и гаусторий

Примечание. *Коэффициенты корреляции представлены в нижнем (левом) треугольном блоке корреляционной матрицы, соот-
ветствующие значения p (вероятность отличия корреляции от нулевого значения) в правом верхнем. Исходные данные для рас-
чета корреляции взяты из табл. 2 и 3. Повторность – n = 7 (каждый вариант – одна повторность, кроме коэффициентов с участи-
ем показателя “доля гаусторий” n = 6: здесь исключены данные варианта с 3-амино-1,2,4-триазолом, в котором не было обнару-
жено гаусторий). **Доля гаусторий (ДГ) рассчитана по формуле ДГ = arcsin , где Г – доля гаусторий (число гаусторий,
деленное на сумму числа больших гало и гаусторий без гало).

Показатель БГ МГ РГ ГГ ДГ ПГ 3ЦВ

Большое гало (БГ) 1 0.0004 0.01 0.27 0.56 0.22 0.42

Малое гало (МГ) 0.92 1 0.01 0.47 0.65 0.39 0.77

Расстояние между большим и малым гало (РГ) 0.87 0.87 1 0.42 0.75 0.37 0.74

Гало с гаусторией (ГГ) 0.53 0.37 0.41 1 0.01 0.97 0.72

Доля гаусторий (ДГ)** 0.3 0.24 0.17 0.94 1 0.73 0.39

Перекрывающиеся гало (ПГ) 0.53 0.39 0.40 0.02 –0.20 1 0.01

Трехцветные гало (3ЦВ) 0.37 0.14 0.15 –0.19 –0.44 0.86 1

Γ

Таблица 5. Попарные коэффициенты корреляции между диаметрами большого (БГ) и малого (МГ) гало и расстоя-
нием (РГ) между ними, рассчитанные для данных каждого из вариантов обработки метаболическими ингибиторами

Примечание. *Повторность – число пар “большое – малое гало” в каждом варианте. **p – вероятность отличия корреляции от
нулевого значения.

Вариант Повторность* БГ/МГ p** МГ/РГ p БГ/РГ p

Контроль 14 0.62 0.02 0.30 0.30 0.43 0.13

3-Амино-1,2,4-триазол 6 –0.16 0.76 –0.25 0.63 0.83 0.04

Бисиндолмалеимид 20 0.55 0.01 0.42 0.06 0.55 0.01

Дифенилениодониум 19 0.70 0.00 0.22 0.38 0.29 0.23

3-Изобутил-1-метилксантин 16 0.45 0.08 –0.02 0.94 0.17 0.53

Каталаза 14 0.36 0.20 0.04 0.89 0.14 0.62

Нитрат лантана 19 0.54 0.02 –0.43 0.07 –0.52 0.02

Все варианты 108 0.59 0.00 0.19 0.05 0.37 0.00
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ми на рис. 4 позволяют предположить, что зависи-
мость может быть нелинейной. Апроксимация
полиномом второго порядка (Y = aX2 + bX + c) за-
висимости размеров гаусториального гало (Y) от
частоты успешных проникновений патогена (до-
ля гаусторий, X) для 6 вариантов обработки дала
достоверные (p < 0.02) коэффициенты регрессии:
a = –0.04* ± 0.01, b = 1.3* ± 0.2 и c = 10.7* ± 0.9. Для
других параметров рис. 4 вследствие большого
разброса экспериментальных точек коэффициен-
ты регрессии не были значимыми, т.е. установить
форму зависимости не удалось.

Образование гаустории – один из ключевых
этапов патогенеза мучнистой росы злаков, поэто-
му доля успешных проникновений с образовани-
ем гаустории может служить количественным па-
раметром для оценки устойчивости к патогену.
В данной работе впервые установлено, что диа-
метр аппрессориальных гало, ассоциированных с
гаусторией, коррелирует с частотой гаусторий и
также может служить для количественной оценки
устойчивости (восприимчивости) в изученной па-
тосистеме. 

Третью корреляционную плеяду образуют кор-
релирующие доли “перекрываюшихся гало” и
“трехцветных гало”. По мнению Мишиной и со-
авторов (Mishina et al., 2001), гало со сложной
“слоистой” структурой из нескольких колец могут
возникать при наличии определенного уровня за-
щитных реакций растения. Перекрываюшиеся га-
ло или гало с двумя центрами, вероятно, образу-
ются при последовательных попытках проникно-
вения с помощью двух лопастей аппрессория, что
также связано с неудачным для B. graminis взаимо-
действием с растением (Sugai et al., 2010). В нашем
исследовании не наблюдали образования гаусто-
рий поблизости от слившихся или трехцветных
гало. При этом коэффициент корреляции доли
трехцветных гало и частоты гаусторий относи-
тельно не велик, хотя и имеет отрицательный
знак. Вопрос о связи гало со сложной структурой
с защитными реакциями растения требует допол-
нительного исследования.

Таким образом, ряд параметров, характеризу-
ющих размеры большого и малого гало, а также их
окраска специфически изменяются при обработ-
ке растения некоторыми метаболическими инги-
биторами. При обработке каталазой наблюдали
существенное увеличение доли перекрывающих-
ся гало с более чем одним центром. При обработке
3-амино-1,2,4-триазолом, каталазой и нитратом
лантана наблюдали существенное увеличение
среднего диаметра большого гало. При этом даже
в пределах одного варианта обработки можно бы-
ло наблюдать гало, сильно различающиеся по раз-
мерам и структуре. По-видимому, такая вариа-
бельность свидетельствует об одновременном су-
ществовании участков ткани с очень разным

метаболизмом и, соответственно, с различным
уровнем восприимчивости к инфекции.

Полученные данные свидетельствуют о пре-
имущественной роли в формировании гало окси-
дазной и кальциевой сигнальных систем. Счита-
ется, что перекись водорода, наряду с ее ролью в
индукции защиты от патогена в качестве одного
из мессенджеров оксидазной сигнальной системы
имеет значение как реагент, при участии перокси-
дазы сшивающий полимеры клеточной стенки
между собой (Shetty et al., 2008). Некоторые актив-
ные формы кислорода были обнаружены в обла-
сти папиллы и гало (Thordal-Christensen et al.,
1997; Hückelhoven et al., 1999; Mellersh, Heath, 2001;
Trujillo et al., 2004). Очевидно, что локальное
укрепление клеточной стенки может приводить к
изменению способности ее полимеров взаимо-
действовать с красителями и тем самым влияет на
характер окраски зоны гало. Поэтому действие
ингибитора пероксидазы 3-амино-1,2,4-триазола
на размеры и окрашиваемость гало достаточно
ожидаемо. Ранее было показано, что обработка 3-
амино-1,2,4-триазолом и перекисью водорода не

Рис. 4. Зависимость диаметра большого гало (БГ), ма-
лого гало (МГ), гало, ассоциированных с гаусторией
(ГГ), и расстояния между большим и малым гало (РГ)
от доли успешных проникновений патогена с образо-
ванием гаусторий (%) для 6 вариантов обработки: лан-
тан, дифенилениодониум (ДФИ), 3-изобутил-1-ме-
тилксантин (ИБК), каталаза, бисиндолмалеимид (БИМ),
контроль.
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только ингибирует развитие патогена, но и приво-
дит к появлению более крупных гало необычной
окраски (Avetisyan, Babosha, 2011). Ингибирова-
ние ферментов, которые разрушают перекись во-
дорода, должно приводить к повышению ее со-
держания в тканях и развитию оксидативного
стресса. Учитывая возможное участие механизма
взаимной активации синтеза активных форм кис-
лорода и кальциевого сигналинга (Demidchik,
2018; Pottosin, Zepeda-Jazo, 2018), прерывание
данного цикла блокатором кальциевых каналов
(нитрат лантана) должно вызывать противопо-
ложную реакцию, т.е. уменьшение размеров гало,
что и наблюдали в наших экспериментах. Неожи-
данным оказалось то, что обработка каталазой,
которая разрушает перекись водорода, также при-
водила к увеличению размеров гало. Однако необ-
ходимо принять во внимание известные данные
об активации каталазы кальций-кальмодулино-
вой системой (Yang, Poovaiah, 2002). Если подоб-
ная связка актуальна в исследуемой нами модель-
ной системе, добавление блокатора кальция и вы-
званное им снижение активности эндогенной
каталазы должно уменьшать размеры гало, а до-
бавление самого фермента – увеличивать размеры
гало, что соответствует результатам эксперимента.
Известно, что экспрессию гена каталазы наблю-
дали при обработке перекисью водорода (Xing
et al., 2008). В этом случае именно этот фермент
может быть ответственен за появление гало боль-
ших размеров во всех тех вариантах, в которых это
происходило, поскольку действие 3-амино-1,2,4-
триазола опосредовано перекисью водорода и,
следовательно, 3-амино-1,2,4-триазол также спо-
собен индуцировать актиоксидантную защиту,
включая и увеличение активности каталазы. В со-
гласии с предложенным механизмом возможное
уменьшение генерации активных форм кислорода
в присутствии дифенилениодониума никак не мо-
жет увеличивать активность каталазы и, соответ-
ственно, размеры гало, что и обнаружено в экспери-
менте. Можно предположить, что точки приложе-
ния ингибиторных свойств бисиндолмалеимида и
3-изобутил-1-метилксантина, далеки от системы
регуляции активности каталазы. Их использова-
ние не оказало влияния на величину гало. Конеч-
но, это не препятствует возможному их влиянию
на другие процессы, к которым чувствительно
развитие B. graminis.

Доля контактов растения с инфекционными
структурами патогена, которые имели результа-
том появление питающих структур патогена –
гаусторий, является очевидной оценкой величи-
ны устойчивости (или восприимчивости). В на-
ших экспериментах все обработки в той или иной
мере, достоверно или в виде тенденции снижали
число гаусторий по сравнению с контролем. При
этом в 2-х вариантах (обработка 3-амино-1,2,4-
триазолом и нитратом лантана) с наибольшим по

величине снижением частоты гаусторий развития
колоний не наблюдали вовсе.

Совокупность приведенных выше литератур-
ных данных о развитии B. graminis дает возмож-
ность на основании, как правило, косвенных дан-
ных полагать, что размеры гало, длина аппрессо-
риальной трубки и такие особенности гало, как
сложная структура с дополнительными кольцами,
могут быть связаны с протеканием защитных ре-
акций. В наших исследованиях нашла подтвер-
ждение только взаимосвязь между размерами га-
ло, ассоциированных с гаусториями, и числом
гаусторий. При этом взаимосвязи между протека-
нием защитных реакций и размерами большого
гало, длины аппрессориальной трубки или долей
сложных гало с кольцевой зональностью более
сложны и требуют более глубоких исследований.

Таким образом, изучение размеров и структуры
гало представляет значительный интерес, по-
скольку они могут нести важную информацию о
процессах, в т.ч. защитных реакциях, происходя-
щих непосредственно в зоне контакта растения и
патогена. Полученные данные свидетельствуют о
потенциальной возможности их использования в
качестве новых параметров диагностики состоя-
ния патосистемы в тестах на устойчивость в селек-
ционной работе и при поиске соединений с имму-
номодулирующей активностью.

Работа выполнена в рамках госзадания ГБС
РАН № 118021490111-5.
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The Effect of Metabolic Inhibitors on the Size and Structure of Halos Induced 
by the Powdery Mildew Pathogen Blumeria graminis f. sp. tritici on Wheat Leaves

A. V. Baboshaa,# and Т. V. Avetisyana

a N.V. Tsitsin Main Botanical Garden of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
#e-mail: phimmunitet@yandex.ru

Halo is a concentric zone (5–50 μm) of the altered surface of the leaf epidermis of wheat around the site of pen-
etration of the causative agent of powdery mildew Blumeria graminis. Halo variability was studied in the control
and after treatment with metabolic inhibitors (3-amino-1,2,4-triazole, bisindole-maleimide hydrochloride, di-
phenyleniodionium chloride, 3-isobutyl-1-methylxanthine, catalase, lanthanum nitrate). After amido black was
staining, the epidermis fragments were observed as monochromatic circular blue, or bicolor red and blue struc-
tures, or as a system of several purple-red, blue, or slightly colored rings. All treatments contributed to a signifi-
cant reduction in the rate successful penetration of the pathogen into plant cells with the formation of haustoria,
the marker of susceptibility at the tissue level in this pathosystem. Halo sizes were increased by treating with
3-amino-1,2,4-triazole, a peroxidase and catalase inhibitor, and also by treating catalase, an enzyme that de-
grades hydrogen peroxide. Treatment with lanthanum nitrate, which blocks calcium channels, led to a significant
decrease in the halo diameter. Halo associated with haustoria, were 1.5 times smaller compared with those ob-
served in the absence of successful development of the pathogen. The correlation between the sizes of such halos
and the frequency of haustoria occurrences is shown for the first time. The average sizes of paired large and small
halos for each variant, as well as the average distances between them, reliably correlated with each other and
weakly correlated with the number of haustoria. The data obtained indicate the possibility to use some halo pa-
rameters in the diagnosis of the local viability of individual infectious units of B. graminis, as well as in tests for
the resistance of wheat plants to powdery mildew.

Keywords: 3-amino-1,2,4-triazole, Blumeria graminis, catalase, halo, haustorium, lanthanum nitrate, wheat
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