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При инфицировании растений патогенами происходит смещение равновесия между окис-
лительными процессами и антиоксидантной активностью в сторону усиления образования актив-
ных форм кислорода (АФК), что влияет на ход развития болезни и по-разному проявляется у 
фитопатосистем, различающихся по типу паразитизма. В ряде случаев для защиты растений от 
патогенов необходима генерация АФК (биотрофы), тогда как в других (некротрофы) — наоборот, 
требуется присутствие антиоксидантов. Влияя определенным образом на индукцию АФК и анти-
оксидантов, можно регулировать восприимчивость и устойчивость растений к патогенам разной 
трофности. Нами впервые созданы инновационные гибридные иммуномодуляторы (Хит-Ван+СК), 
в структуре которых имеются фрагменты биологически активных веществ, обладающих антиокси-
дантным и прооксидантным действием. Основой таких систем служит хитозан (Хит), содержащий 
ковалентно присоединенный ванилин (Хит-Ван), который понижает количество АФК за счет сти-
мулирования клеточной антиоксидантной активности (антиоксидантное действие), и связанную 
лабильной ионной связью салициловую кислоту (СК), наоборот, генерирующую АФК (проокси-
дантное действие). Изучено действие созданных систем при формировании иммунного ответа рас-
тениями-хозяевами (Triticum aestivum L.) при заражении патогенами с разным типом питания: ге-
мибиотрофом Cochliobolus sativus Drechs (темно-бурая пятнистость) и биотрофом Puccinia recondita 
Roberge ex Desmaz f. sp. tritici (бурая ржавчина). Показано, что хитозан, содержащий ионно-
связанную СК (Хит+СК), повышает устойчивость пшеницы к биотрофу P. recondita и гемибио-
трофу C. sativus, тогда как (Хит-Ван) эффективно индуцирует устойчивость только к гемибиотрофу 
C. sativus. Эффективность (Хит+СК) как индуктора устойчивости в 1,2-2,0 раза превышает инду-
цирующее действие хитозана. Установлено, что по отношению как к биотрофу, так и к гемибио-
трофу гибридные иммуномодуляторы (Хит-Ван+СК) при молярном соотношении ванилина и сали-
циловой кислоты в диапазоне 1:1-1:2 демонстрируют высокую иммуномодулирующую активность 
независимо от величины молекулярной массы хитозана, что выражается в снижении площади по-
ражения листьев темно-бурой пятнистостью и бурой ржавчиной более, чем в 10 раз по сравнению 
с контролем. Биологическая эффективность гибридной системы как иммуномодулятора коррели-
рует с содержанием в ней СК, что подтверждает участие сигнальной салицилатной системы в 
индукции иммунитета. Установлено, что важную роль в проявлении индуцированной устойчивости 
гибридными иммуномодуляторами играют антиоксидантные ферменты (супероксиддисмутаза, ка-
талаза и пероксидаза), регулирующие соотношение между окислительными процессами и антиок-
сидантной активностью. Результаты изучения влияния созданных гибридных систем на основе хи-
тозана (Хит-Ван+СК) на активность антиоксидантных ферментов в системе пшеница—C. sativus 
показали, что повышение устойчивости растений к патогенам реализуется через контроль интен-
сивности окислительно-восстановительных процессов в растениях, который обусловлен присут-
ствием в структуре гибридных иммуномодуляторов определенного про- и антиоксидантного ба-
ланса. Предложен механизм поведения гибридных иммуномодуляторов, обеспечивающий повыше-
ние болезнеустойчивости растений на начальных этапах внедрения патогена, который заключается 
в способности экзогенной СК, связанной с хитозаном лабильной ионной связью, ингибировать 
каталазу и пероксидазу, в результате чего в клетках накапливается перекись водорода, способная 
усиливать экспрессию генов, определяющих защиту от патогенов.  
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Увеличение производства зерна яровой мягкой пшеницы остается 
актуальной задачей, поскольку эта культура занимает до 70 % площадей 
зерновых. Ежегодно в разных регионах России на зерновых культурах от-
мечают неблагополучную фитосанитарную обстановку, которая отрица-
тельно сказывается на количестве и качестве урожая. К наиболее распро-
страненным и вредоносным листовым болезням мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum L.) относят бурую ржавчину (возбудитель Puccinia recondita Roberge 
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ex Desmaz f. sp. tritici) и темно-бурую пятнистость (возбудитель Cochliobolus 
sativus Drechs) (1, 2). Для защиты растений от болезней в основном приме-
няются химические методы, среди которых преобладает обработка фунги-
цидами, проявляющими высокую эффективность, но вместе с тем оказыва-
ющими негативное воздействие на окружающую среду (3). В этой связи 
особую актуальность приобретает разработка агротехнологий с использова-
нием метода индуцированной устойчивости, основанного на активации 
врожденных защитных механизмов растений и формировании у растений 
устойчивости к возбудителям болезней. Создаваемые на указанных прин-
ципах индукторы болезнеустойчивости растений представляют собой эко-
логически безопасную альтернативу фунгицидам, применяемым как за ру-
бежом, так и в России (4-6).  

Развитие методов молекулярной биологии привело к более полному 
пониманию механизмов защиты растений от воздействия патогенов и вы-
явлению роли различных сигнальных систем в становлении защитных ре-
акций, приводящих к координированному биохимическому и физиологи-
ческому защитному ответу на заражение возбудителем болезни (4, 7-10). 
Возможность контроля патологического процесса связана со способностью 
индукторов направлять обмен веществ в неблагоприятную для патогена сто-
рону (11-13). При этом формирование защитного ответа обусловлено экс-
прессией генов под действием сигнальных молекул (10, 14-16) и экзогенных 
биологически активных веществ (БАВ) — иммуномодуляторов (7, 11).  

Многочисленные исследования убедительно показали, что в ответ 
на действие факторов различной природы происходит смещение про-/ан-
тиоксидантного равновесия, воздействуя на которое с помощью биологиче-
ски активных веществ можно активизировать генетический потенциал за-
щитных реакций и формировать иммунный ответ. В связи с этим в послед-
нее время все более популярной становится гипотеза, согласно которой 
адаптация растений к действию стрессоров различной природы в значи-
тельной степени зависит от функционирования антиоксидантной системы. 
Известно, что заражение растений на первоначальном этапе сопровожда-
ется резким возрастанием интенсивности окислительных процессов, выра-
жающимся в генерации активных форм кислорода (АФК) (окислительный 
взрыв), которые включают цепь последующих защитных реакций (16-19). К 
АФК относятся супероксидный анион-радикал, гидроксильный радикал, 
перекись водорода (Н2О2), оксид азота. АФК играют двойную роль во вза-
имодействии хозяина с патогеном. Во-первых, они оказывают прямое ан-
тимикробное действие, укрепляют барьерные свойства клеточных стенок 
посредством полимеризации фенольных соединений (20, 21). Во-вторых, 
АФК как сигнальные молекулы участвуют в формировании приобретенной 
системной устойчивости к патогенам, регулируя экспрессию генов, актив-
ность защитных систем (22, 23) и включая экспрессию генов PR белков 
(pathogenesis-related proteins), синтез фитоалексинов и запуск реакции сверх-
чувствительности (hypersensitive response, HR). Следует отметить, что среди 
АФК наиболее изучена роль перекиси водорода — наиболее долгоживущего 
трансмембранного сигнала в клетках растений (18, 19). 

По имеющимся в настоящее время данным (23-27), защита расте-
ний от биотрофных патогенов направлена на генерацию АФК, при этом 
высокое содержание АФК благоприятствует патологическому процессу, 
вызываемому некротрофами. В случае гемибиотрофных патогенов, харак-
теризующихся комбинированной стратегией питания, сведения о роли 
АФК часто носят противоречивый характер и зависят от системы хозяин—
патоген (25, 26, 28). Предполагается, что биотрофную и некротрофную 
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фазы развития патоген проходит при разных концентрациях перекиси во-
дорода (26). О важной роли баланса между образованием и деградацией 
АФК (на примере H2O2) в формировании защитных реакций растений и 
их выживании при стрессах различной природы сообщается во многих 
публикациях (26, 28, 29). 

Считается, что поддержание концентрации уже образовавшихся в 
клетке АФК на достаточном уровне возможно за счет регуляции активности 
антиоксидантных ферментов (30-32). Отметим, что исследования, направ-
ленные на выявление роли антиоксидантых ферментов в формировании 
устойчивости растений к стрессовым факторам, ведутся достаточно интен-
сивно как в России, так и за рубежом (30, 31, 33). Известно, что при силь-
ной инфекционной нагрузке собственные антиоксиданты не могут нейтра-
лизовать перепроизводство АФК, что приводит к гибели клеток и развитию 
некроза. Следовательно, увеличение антиоксидантной активности растений 
должно повышать их толерантность к развитию некрозов, вызванных пато-
генами или абиотическими стрессами (31-33). Таким образом, влияя опре-
деленным образом на индукцию АФК и антиоксидантов, можно регулиро-
вать восприимчивость и устойчивость растений к патогенам. Для управле-
ния этими процессами целесообразно использовать иммуномодуляторы, 
способные контролировать не только генерацию АФК, но и их утилизацию. 
Несмотря на то, что интенсивные исследования по разработке эффектив-
ных иммуномодуляторов активно продолжаются во всем мире, нет сведений 
о создании с помощью БАВ различной природы (прооксидантной и анти-
оксидантной) препаратов с направленной регуляцией формирования инду-
цированного фитоиммунитета растений, в частности при инфицировании 
пшеницы патогенами с различным типом питания (некротрофным и ге-
мибиотрофным). В связи с этим актуально получение новых индукторов, 
способных регулировать соотношения между окислительными процессами 
и антиоксидантной активностью в тканях растений при заражении пше-
ницы патогенами с разной трофностью.  

Нами впервые созданы гибридные иммуномодуляторы на основе хи-
тозана, в структуре которых имеются фрагменты биологически активных 
веществ (ванилина и салициловой кислоты), обладающих анти- и проокси-
дантным действием. Полученные гибридные иммуномодуляторы эффек-
тивны в отношении возбудителей темно-бурой пятнистости и бурой ржав-
чины пшеницы (соответственно гемибиотроф и биотроф). Показано, что их 
модулирующее влияние проявляется через воздействие на активность основ-
ных антиоксидантных ферментов растений — супероксиддисмутазы, ката-
лазы и пероксидазы в процессе развития индуцированной устойчивости.  

Цель нашего исследования состояла в разработке иммуномодулято-
ров — производных хитозана с прооксидантной и антиоксидантной актив-
ностью и в оценке их влияния на устойчивость пшеницы к темно-бурой 
пятнистости (возбудитель — гемибиотроф Cochliobolus sativus Drechs) и к 
бурой ржавчине (возбудитель — биотроф Puccinia recondita Roberge ex 
Desmaz f. sp. tritici).  

 Методика. Для создания иммуномодуляторов хитозаны с молеку-
лярной массой 6,5; 60 и 100 кДа (Хит) получали методом окислительной 
деструкции (34) из хитозана с молекулярной массой 150 кДа и степенью 
деацетилирования 85 % («Биопрогресс», Россия). Производные хитозана, со-
держащие 25 масс.% ковалентно связанных фрагментов ванилина (Ван), —  
(Хит-Ван) синтезировали через основание Шиффа с последующим восста-
новлением избытком боргидрида натрия (35). Количество введенных фраг-
ментов ванилина определяли по УФ-спектрам (спектрофотометр UV-2600, 
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«Shimadzu», Япония) при λ = 280 нм (35). Ионную природу связи между 
хитозаном и салициловой кислотой (СК) в производных хитозана (Хит+СК) 
(образование соли) подтверждали на основании ИК-спектров (спектрометр 
Spectrum BX, «Perkin Elmer, Inc.», США) по наличию характеристических 
полос 1552,92 и 1386,12 см−1 от карбоксилатной группы СОО−, а также ши-
рокой полосы в области 3100-2600 см−1, отражающей валентные колебания 
от функциональных групп NH3+ и OH (36). 

Хитозан, содержащий одновременно ковалентно присоединенный 
ванилин и ионно-связанную салициловую кислоту, представляет собой ги-
бридные системы (Хит-Ван+СК). Синтез таких систем проводили введе-
нием СК в (Хит-Ван), содержащего 25 масс.% ванилина, варьируя количе-
ство СК от 1:0,5 до 1:2 по отношению к присоединенному ванилину.   

Индуцирующую активность исследуемых соединений оценивали ме-
тодом отделенных листьев (37). Семисуточные проростки пшеницы (Triticum 
aestivum L.) восприимчивого сорта Саратовская 29 опрыскивали 0,1 % (по 
хитозану) растворами иммуномодуляторов за 24 ч до инокуляции патоге-
ном — гемибиотрофом C. sativus (4000 спор/мл) или биотрофом P. recondita 
(2000 пустул/мл). В каждом варианте опыта использовали 100 проростков. 
Пораженность листьев оценивали на 4-е сут после заражения C. sativus и на 
7-е сут после заражения P. recondita по интенсивности развития болезни 
(степени поражения площади листа) согласно описанию (37). В контроле 
растения обрабатывали водой. Пораженность листьев пшеницы в виде бу-
рых пятен при заражении C. sativus и уредопустул — при заражении P. re-
condita принималась в контроле за 100 %. Иммуномодулирующую актив-
ность исследуемых веществ оценивали в процентах как степень поражен-
ности листьев растений патогеном по отношению к контролю.  

Влияние гибридных систем (Хит-Ван+СК) (1:2) и салициловой кис-
лоты на активность ферментов оценивали при анализе проб листьев пше-
ницы, отобранных до заражения и на 1-е, 2-е, 3-е и 4-е сут после заражения 
C. sativus. Варианты включали растения без заражения и обработок (кон-
троль) и растения, обработанные за 24 ч до заражения C. sativus 0,1 % рас-
твором (Хит-Ван+СК) или 2 мМ раствором салициловой кислоты (опыт). 
Для определения активности ферментов навеску из 20 листьев растирали 
в 0,05 М фосфатном буфере (pH 6,2) в соотношении 1:5, экстрагировали 
30 мин при 4 °С, затем центрифугировали 10 мин при 8000 g (микроцен-
трифуга Eppendorf 5415R, «Eppendorf», США).  

Активность каталазы (КАТ) в листьях пшеницы определяли спек-
трофотометрически (38) на 1-е, 2-е, 3-и и 4-е сут после заражения C. sativus, 
активность пероксидазы (ПО) — колориметрически по Бояркину (39). Ак-
тивность супероксиддисмутазы (СОД) оценивали методом, основанным на 
измерении ингибирования фотохимического восстановления нитросинего 
тетразолия (40). 

Все опыты выполняли в 3 биологических и 3 химических повторностях.  
Для обработки данных использовали дисперсионный анализ (про-

граммы Statistica 6.0 («StatSoft, Inc.», США) и Excel 2016. При расчетах при-
менили методы параметрической статистки (на основе средних М и их стан-
дартных ошибок ±SEM, 95 % доверительных интервалов, наименьшей су-
щественной разности НСР при p < 0,05). 

Результаты. Анализ данных литературы дает основание полагать, 
что эффективность индукторов болезнеустойчивости определяется их спо-
собностью изменять на этапе внедрения патогена условия его развития в 
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растении за счет регулирования окислительно-восстановительных процес-
сов, которые являются основными в динамике патогенеза. В соответствии 
с этим подходом создаваемые индукторы болезнеустойчивости должны 
представлять собой соединения с разнонаправленными функциями (гибрид) 
и содержать в структуре два активных центра: один будет способствовать 
генерации АФК, другой, наоборот, их инактивации. Кроме того, необходимо 
знать механизм внедрения и распространения патогена в растениях. Напри-
мер, для биотрофа необходимо ограничить время его распространения, то-
гда как для гемибиотрофа желательно увеличить продолжительность пре-
бывания в живых растительных тканях. В связи с этим при взаимодействии 
с патогеном должен соблюдаться временной порядок выделения вводимых 
БАВ из иммуномодулятора.  

Для создания инновационных гибридных иммуномодуляторов мы 
выбрали природный полисахарид хитозан. Хитозан и препараты на его ос-
нове широко применяется в защите растений от болезней в качестве индук-
торов неспецифической устойчивости (41-45). Кроме того, хитозан привле-
кает внимание исследователей наличием реакционноспособных функцио-
нальных групп, которые позволяют проводить разнообразные химические 
модификации, усиливающие или придающие новые биологические свойства 
этому полимеру (42, 46). В качестве БАВ с прооксидантными свойствами ис-
пользовали классический индуктор устойчивости к болезням — салициловую 
кислоту, которая играет центральную роль в защите растений от биотроф-
ных патогенов (14, 47, 48). Среди БАВ, обладающих антиоксидантными 
свойствами (обычно это фенольные соединения природного и синтетиче-
ского происхождения, например сиреневая, коричная кислоты, ванилин и 
т.п.) был выбран ванилин. 

Таким образом, гибридный иммуномодулятор представляет собой 
хитозан, в структуру которого ввели салициловую кислоту, обеспечиваю-
щую прооксидантную активность, и ванилин, обладающий антиоксидант-
ными свойствами. Благодаря наличию лабильнойионной связи хитозана и 
СК (Хит+СК) в первую очередь из гибридной системы будет выделяться 
СК — интенсивный индуктор генерации АФК (14, 15, 49, 50). Этот эффект 
необходим на начальной стадии заражения, когда повышенная концентра-
ция активных форм кислорода будет способствовать некрозообразованию и 
тем самым ограничивать развитие биотрофа. В случае гемибиотрофных па-
тогенов, для которых процесс некрозообразования благоприятен, для спору-
ляции требуется, наоборот, снижение содержания АФК за счет работы анти-
оксидантной системы, что приведет к увеличению продолжительности пре-
бывания некротрофа C. sativus в живых тканях и биотрофной стадии его раз-
вития. Именно в этот более поздний по времени процесс должен включаться 
экзогенный антиоксидант ванилин, связанный с хитозаном прочной кова-
лентной связью и постепенно высвобождающийся под действием ферментов. 

При создании гибридных иммуномодуляторов были приняты во 
внимание установленные нами ранее (51) концентрационные зависимости 
индуцирующей активности СК и ванилина по отношению к гемибиотроф-
ному патогену C. sativus.   

Из таблицы 1 видно, что исходный хитозан с молекулярной массой 
6,5 кДа обладает хорошей индуцирующей активностью, снижая поражен-
ность растений пшеницы бурой ржавчиной и темно-бурой пятнистостью до 
25 % по отношению к контролю. Присутствие в хитозане ионно-связанной 
СК увеличивает его эффективность как индуктора по сравнению с исходным 
хитозаном, что согласуется с данными литературы (20). Обработка пшеницы 
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производным (Хит-Ван) снизила пораженность листьев темно-бурой пят-
нистостью более чем в 6 раз по сравнению с контролем. В опыте с бурой 
ржавчиной пораженность листьев у растений пшеницы, обработанных этим 
же производным, уменьшилась в 2 раза по сравнению с контролем. Резуль-
таты изучения трехкомпонентных гибридных иммуномодуляторов (Хит-
Ван+СК) показали, что их индуцирующая активность зависит от молярного 
соотношения ванилина и СК. Наибольшая индуцирующая активность 
наблюдалась для образцов, содержащих ванилин и СК в мольном соотно-
шении 1:1 или 1:2. Дальнейшее увеличение доли СК в мольном соотноше-
нии к ванилину (1:3) в гибридном производном приводило к его фитоток-
сичности. Образец (Хит-Ван+СК), содержащий ванилин и СК в мольном 
соотношении 1:0,5, оказался даже менее эффективен в качестве иммуномо-
дулятора, чем исходный хитозан. Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что концентрация СК определяет биологическую активность гибридной 
системы как иммуномодулятора.  

1. Устойчивость пшеницы (Triticum aestivum L.) к темно-бурой пятнистости 
(Cochliobolus sativus Drechs) и бурой ржавчине (Puccinia recondita Roberge ex 
Desmaz f. sp. tritici) при воздействии низкомолекулярного (6,5 кДа) хитозана 
и его производных на основе биоактивных веществ (БАВ) (метод отделенных 
листьев, сорт Саратовская 29) 

Вариант БАВ, мМ 
Соотношение  
Ван:СК, мг/мг 

Пораженность листьев, % от контроля. 
темно-бурая пятни-
стость (НСР05 = 4,5) 

бурая ржавчина, 
(НСР05 = 9,0) 

Контроль    100а 100а 
Хит   25а 25а 
Ван 1,5  60а 100а 
СК 0,5  40а 45а 
СК 1,0  50а 35а 
СК 2,0  45а 30а 
Хит-Ван 1,5  15а 50а 
Хит+СК 0,5  20а 10а 
Хит-Ван+СК 2,2 1:0,5 20а 40а 
Хит-Ван+СК 3,0 1:1 10а 15а 
Хит-Ван+СК 4,5 1:2 5а 10а 
П р и м е ч а н и е. Молекулярная масса исходного хитозана (Хит) 6,5 кДа, БАВ: ванилин (Ван) и салици-
ловая кислота (СК). Концентрация использованных растворов образцов — 0,1 % (по хитозану). 
∆а — достоверные различия в вариантах опыта по сравнению с контролем. 

 

2. Пораженность (% от контроля) листьев пшеницы (Triticum aestivum L.) 
темно-бурой пятнистостью (Cochliobolus sativus Drechs) и бурой ржавчиной 
(Puccinia recondita Roberge ex Desmaz f. sp. tritici) при воздействии хитозана 
с разной молекулярной массой и его производных на основе биоактивных ве-
ществ (метод отделенных листьев, сорт Саратовская 29)  

Вариант 
Хит 6,5 кДа Хит 60 кДа Хит 100 кДа 
1 2 1 2 1 2 

Контроль  100 100 100 100 100 100 
Хит 30 20 25 20 20 15 
Хит+СК 20 10 20 10 15 5 
Хит-Ван 15 40 15 25 10 35 
Хит-Ван+СК (Ван:СК 1:2) 5 10 5 5 < 5 5 
П р и м е ч а н и е. 1 — темно-бурая пятнистость (НСР05 = 5,0), 2 — бурая ржавчина (НСР05 = 8,0). Кон-
центрация растворов образцов в опыте 0,1 % (по хитозану). 

 

В литературе нет однозначно признанного мнения о возможной кор-
реляции между молекулярной массой хитозана и его индуцирующей актив-
ности. Разброс значений молекулярной массы для форм, проявляющих вы-
сокую активность в качестве индуктора болезнеустойчивости, достаточно 
велик — от 2 кДа до 300 кДа (4, 52). В связи с этим мы провели сравнитель-
ное изучение индуцирующей активности гибридных иммуномодуляторов, 
полученных на основе хитозана с разной молекулярной массой. Данные по 
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оценке влияния хитозанов с разной молекулярной массой и их производ-
ных, содержащих ванилин и/или СК, на устойчивость пшеницы к темно-
бурой пятнистости и бурой ржавчине представлены в таблице 2.  

Среди хитозанов с разной молекулярной массой наибольшей эффек-
тивностью в качестве индуктора болезнеустойчивости обладал хитозан с мо-
лекулярной массой 100 кДа. В этом варианте опыта площадь поражения 
листьев пшеницы C. sativus составила всего 20 %, P. recondita — 15 %.  

Независимо от молекулярной массы хитозан, содержащий СК 
(Хит+СК) во всех вариантах опыта показал более высокую иммуномодули-
рующую активность по сравнению с немодифицированным хитозаном, сни-
зив площадь поражения листьев C. sativus до 15-20 %, а P. Recondita — до 5-
10 % относительно контроля. Индуцирующая активность хитозанов с раз-
ной молекулярной массой, содержащих только ванилин (Хит-Ван), была 
значительно ниже по сравнению с таковой у немодифицированных хито-
занов при защите пшеницы от бурой ржавчины и, напротив, более высо-
кой — в случае темно-бурой пятнистости. При этом было показано, что 
инновационный иммуномодулятор (Хит-Ван+СК) независимо от молеку-
лярной массы хитозана эффективно повышает устойчивость растений 
пшеницы к бурой ржавчине и темно-бурой пятнистости, снижая площадь 
поражения листьев до 5-10 % от контроля.  

Таким образом, экспериментально подтверждено, что высокая им-
муномодулирующая активность гибридных систем при молярном соотно-
шении в них ванилина и салициловой кислоты в диапазоне 1:2 не зависит 
от величины молекулярной массы хитозана. 

Как отмечалось выше, в процессе регуляции количества АФК в 
клетках инфицированных патогеном растений большая роль принадлежит 
антиоксидантным ферментам, прежде всего каталазе, пероксидазе и су-
пероксиддисмутазе (28-31). C целью оценки участия антиоксидантных фер-
ментов в формировании индуцированной устойчивости к темно-бурой пят-
нистости в проростках пшеницы под действием гибридного иммуномоду-
лятора (Хит-Ван+СК), содержащего ванилин и СК в мольном соотноше-
нии 1:2, мы изучили активность каталазы (КАТ), пероксидазы (ПО), супе-
роксиддисмутазы (СОД) в модельной системе пшеница—гемибиотроф C. 
sativus при обработке этим препаратом.  

Анализ динамики изменения активности указанных ферментов в за-
раженных проростках пшеницы показал, что процесс заражения растений 
пшеницы возбудителем темно-бурой пятнистости C. sativus сопровождался 
увеличением активности всех антиоксидантных ферментов относительно 
контрольных незараженных растений на всем протяжении опыта. Ко вре-
мени сильного развития болезни (4-е сут), когда вся ткань листа была 
некротизирована, их активность постепенно снижалась (рис. 1, 2). 

Результаты экспериментов выявили временные различия в повыше-
нии активности антиоксидантных ферментов в процессе развития болезни 
(см. рис. 1). На 1-е сут в зараженных патогеном листьях пшеницы наблю-
дался резкий подъем активности ПО, КАТ и СОД с постепенным пониже-
нием их активности на 4-е сут. Максимальное увеличение активности ПО 
наблюдалось на 3-и сут после заражения, когда проявились четкие при-
знаки заболевания в виде коричневых пятен. Как известно, начальный 
этап инфицирования растений сопровождается активацией системы гене-
рации АФК, и в первую очередь генерируется супероксидный анион-ра-
дикал, который СОД восстанавливает до перекиси водорода. Этот фермент 
составляет передовую линию защиты от АФК, катализируя дисмутацию 
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супероксидного анион-радикала до H2O2, что ведет к значительному повы-
шению активности фермента. Перекись водорода, будучи субстратом КАТ, 
в свою очередь, индуцирует рост активности этого фермента, что способ-
ствует ее возрастанию в 1-е сут заражения. На 2-е сут развития заболевания 
продолжающийся рост активности СОД приводил к дальнейшему накопле-
нию перекиси водорода и сопровождался уже значительным повышением 
активности ПО (3-и сут), которая наряду с КАТ включалась в контроль за 
количеством образующейся перекиси водорода.  

Таким образом, повыше-
ние активности СОД, КАТ и ПО, 
наблюдаемое в начальный бес-
симптомный биотрофный период 
(1-2-е сут) после заражения рас-
тений C. sativus, свидетельствует 
о резком повышении количества 
АФК и о вовлечение антиокси-
дантных ферментов в регуляцию 
накопления АФК в ответ на внед-
рение патогена. 

Постепенное снижение ак-
тивности антиоксидантных фер-
ментов по мере развития болезни 
(4-е сут) и переход патогена в не-
кротрофную фазу приводило к 
возрастанию окислительных про-
цессов, которые по интенсивно-
сти превосходили уровень актив-
ности антиоксидантной системы 
растения. В результате у растения 
инициировалось интенсивное нек-

розобразование, что создавало благоприятную среду обитания для патогена 
C. sativus. Развитие болезни в этот период визуально проявляется в виде 
коричневых пятен на листьях. Следствием этого становится рост восприим-
чивости растений к темно-бурой пятнистости, что соответствует данным 
литературы (53).  

Обработка растений пшеницы гибридной системой (Хит-Ван+СК) 
при заражении гемибиотрофом C. sativus понижала активность антиокси-
дантных ферментов, хотя динамика ее изменения оставалась такой же, как 
в контрольных (необработанных) зараженных растениях. Так, активность 
КАТ хотя и возрастала в 1-е сут заражения, но была значительно ниже, чем 
в зараженных контрольных растениях (см. рис. 1). Активность ПО на всем 
протяжении опыта также оказалась существенно ниже, чем у контрольных 
зараженных растений. Следует отметить, что (Хит-Ван+СК) незначительно 
снижает активность СОД в первое время (с 1-х по 3-и сут) и при этом ди-
намика изменения активности остается такой же, как в зараженных расте-
ниях. Последнее означает, что благодаря повышенной активности СОД в 
течение 1-2-х сут после заражения происходит инактивация супероксидных 
анион-радикалов и накопление перекиси в тканях. В свою очередь, сниже-
ние каталазной и пероксидазной активности в растениях, обработанных 
(Хит-Ван+СК), также ведет к повышению количества перекиси, необходи-
мой для обезвреживания фитопатогена в тканях, и к сдерживанию его рас-
пространения в период биотрофной стадии. Происходит включение защит-
ных реакций, ведущих к развитию в растениях пшеницы индуцированной 

 

Рис. 1. Активность антиоксидантных ферментов в 
листьях пшеницы (Triticum aestivum L.), инфициро-
ванных Cochliobolus sativus Drechs, при воздействии 
гибридного иммуномодулятора на основе хитозана 
(Хит) в сочетании с ванилином (Ван, ковалентная 
связь) и салициловой кислотой (СК, ионная связь): 
1 — пероксидаза, 2 — супероксиддисмутаза, 6 — 
каталаза (контроли без обработки Хит-Ван+СК); 
3 — супероксиддисмутаза, 4 — пероксидаза, 5 — 
каталаза (с обработкой Хит-Ван+СК). M±SEM, раз-
личия достоверны при p < 0,05 (лабораторный 
тест, сорт Саратовская 29). 
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устойчивости к темно-бурой пятнистости, что и проявляется в снижении 
развития болезни до 5 % от контроля.   

Следует отметить, что особенность созданной гибридной системы 
заключается в наличии в рабочем растворе иммуномодулятора легко от-
щепляющейся от хитозана салициловой кислоты, что дает основание 
предполагать ее участие в проявлении индуцирующей активности имму-
номодуляторов на начальной стадии инфицирования растений.  

 

А В 

  
Б  

 

Рис. 2. Активность супероксиддисмутазы (А), 
каталазы (Б) и пероксидазы (В) в листьях пше-
ницы (Triticum aestivum L.), инфицированных 
Cochliobolus sativus Drechs, при воздействии са-
лициловой кислотой: 1 — инфицированные 
обработанные листья, 2 — инфицированные 
необработанные листья, 3 — неинфициро-
ванные необработанные листья (контроли). 
M±SEM, различия достоверны при p < 0,05 (ла-
бораторный тест, сорт Саратовская 29). 

 

Для оценки роли СК в индуцирующей активности гибридного им-
муномодулятора мы изучили ее влияние на активность антиоксидантных 
ферментов при заражении пшеницы гемибиотрофом C. sativus (см. рис. 2). 
Установлено, что активность СОД под действием СК хотя и снижается, но 
незначительно и остается высокой в первые сутки опыта. Аналогичным об-
разом (как и в варианте с предобработкой пшеницы Хит-Ван+СК), в рас-
тениях, обработанных СК и зараженных возбудителем темно-бурой пятни-
стости, в 2 раза снижалась активность КАТ (1-е сут) и ПО (3-и сут). То есть 
прослеживается аналогия в динамике изменения активности ферментов у 
растений, обработанных гибридным иммуномодулятором и СК, при зара-
жении гемибиотрофом C. sativus. Выявленная аналогия в изменении актив-
ности антиоксидантных ферментов (СОД, КАТ, ПО), в листьях пшеницы, 
предобработанных СК и (Хит-Ван+СК), указывает на участие СК в каче-
стве индуктора устойчивости в защитных реакциях растений пшеницы, ак-
тивируемых (Хит-Ван+СК). Отсюда следует, что СК посредством снижения 
активности антиоксидантных ферментов стимулирует накопление Н2О2 в 
количестве, достаточном для включения защитных механизмов индуциро-
ванного иммунитета, что подтверждают данные литературы (11, 54). 
Наблюдаемый индуцирующий эффект СК согласуется с данными фитопа-
тологического анализа, которые показали, что действие экзогенной СК 
проявилось в супрессии симптомов болезни для гемибиотрофа C. sativus 
до 45 % от контроля (см. табл. 1). Согласно данным литературы, индуци-
рующий эффект экзогенной СК при повышении устойчивости растений к 
фитопатогенам обусловлен ее способностью ингибировать каталазу — 
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фермент, детоксицирующий перекись водорода, что приводит к накопле-
нию АФК (14, 15, 30, 54). Последние рассматриваются как важные сигналь-
ные посредники при формировании устойчивости растений. Учитывая эти 
и полученные нами данные, можно допустить, что высокая индуцирующая 
активность гибридных систем (Хит-Ван+СК), в которых соотношение 
Ван:СК равно 1:1 или 1:2, связана со способностью экзогенной СК первой 
высвобождаться из полимерной системы и индуцировать генерацию Н2О2 
до количества, которое приводит к для активации целого спектра защитных 
реакций растений, тормозящих развитие патогенов. Это увеличивает дли-
тельность бессимптомной биотрофной стадии развития гемибиотрофа и су-
щественно замедляет развитие болезни (поражение до 5-10 % от контроля). 
Повышенное содержание перекиси в этот период также способствует фор-
мированию устойчивости к биотрофу, и развитие P. recondita снижается до 
10-15 % от контроля (см. табл. 1). 

Обработка растений иммуномодулятором (Хит-Ван+СК) (Ван:СК 
1:0,5) с меньшим количеством экзогенной СК (см. табл. 1) индуцирует по-
явление меньшего количества АФК. Экзогенный антиоксидант ванилин в 
гибриде (Хит-Ван+СК) также снижает концентрацию АФК. При этом ко-
личество Н2О2 уменьшается до величины, которая не позволяет развиться 
устойчивости к биотрофу P. recondita, но оказывается достаточной для ин-
дуцирования устойчивости по отношению к гемибиотрофу C. sativus в бес-
симтомный биотрофный период развития патогена. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что биологическая эффективность гибридного про-
изводного на основе хитозана (Хит-Ван+СК) как иммуномодулятора кор-
релирует с содержанием в них СК, что подтверждает участие сигнальной 
салицилатной системы в индукции устойчивости и согласуются с данными 
E. Sari и H.R. Etebarian (55), которые на примере поражения пшеницы ас-
комицетом Gaeumannomyces graminis выявили зависимость эффективности 
СК как индуктора устойчивости от концентрации. 

Итак, результаты исследований позволяют предположить, что меха-
низм действия новых гибридных иммуномодуляторов, имеющих в структуре 
хитозана ковалентно присоединенный ванилин и ионно-связанную сали-
циловую кислоту, приводящий к повышению  устойчивости растений пше-
ницы к патогенам с различной стратегией питания, реализуется через кон-
троль  активности антиоксидантных ферментов (в частности, каталазы, пе-
роксидазы, супероксиддисмутазы), регулирующих интенсивность окисли-
тельного стресса, индуцированного внедрением патогена. Высокий индуци-
рующий эффект созданных гибридных систем, по-видимому, связан со спо-
собностью экзогенной салициловой кислоты, которая первой высвобожда-
ется из полимерной системы, ингибировать каталазу и пероксидазу. В резуль-
тате в клетках накапливается перекись водорода, способная усиливать экспрес-
сию генов, определяющих защиту от патогенов. Инновационные гибридные 
иммуномодуляторы как индукторы устойчивости могут представлять практи-
ческий интерес в защите растений от патогенов разной трофности.  
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A b s t r a c t  
 

During the infection of plants with pathogens, the equilibrium between oxidative processes 
and antioxidant activity shifts toward an increase in the formation of ROS, which affects the course of 
the development of the disease and manifests itself differently in phytopathosystems of various types 
of parasitism. So, to protect plants from biotrophic pathogens, ROS generation is necessary, but the 
resulting high level of ROS does not protect, but, on the contrary, favors the pathological process 
caused by necrotrophs. Substances that can control not only ROS generation, but also their utilization, 
can become effective immunomodulators to protect plants when infected with pathogens of different 
lifestyles. For the first time, chitosan-based hybrid immunomodulators (Chit-Van+SA) were created, 
in the structure of which there are fragments of biologically active substances that have antioxidant 
and prooxidant effects. The basis of such systems is chitosan (Chit), containing covalently attached 
vanillin (Chit-Van), which reduces the ROS level by stimulating cellular antioxidant activity (antioxi-
dant effect), and salicylic acid (Chit+SA), which is associated with a labile ionic bond, generating 
ROS (prooxidant act). It was shown that (Chit+SA) increases the wheat resistance to Puccinia recondita 
Roberge ex Desmaz f. sp. tritici biotroph and Cochliobolus sativus Drechs hemibiotroph, while (Chit-
Van) effectively induces resistance only to C. sativus hemibiotroph. The effectiveness (Chit+CA) as an 
inducer of stability is 1.2-2.0 times higher than the inducing effect of chitosan itself (Chit). It was 
found that hybrid immunomodulators (Chit-Van+SA) with respect to both the biotroph (brown rust) 
and the hemibiotroph (dark brown spotting) with a molar ratio of vanillin and salicylic acid in them 
in the range 1:1-1:2 show a high immunomodulating activity, regardless of the molecular weight of 
chitosan, which is expressed in a decrease in the area of leaf damage to 5-10 % of the control. The 
results obtained indicate that the biological effectiveness of the hybrid polymer system (Chit-Van+SA) 
as an immunomodulator correlates with the content of SA in them, which confirms the participation 
of the signal salicylate system in the induction of resistance. It is established that specific enzymatic 
antioxidants superoxide dismutase, catalase and peroxidase, which regulate the relationship between 
oxidative processes and antioxidant activity, play an important role in the development of induced 
resistance when using the created immunoinductors. In general, the results of studying the effect of 
the hybrid immunomodulators (Chit-Van+SA) on the activity of antioxidant enzymes in the model 
system wheat—C. sativus suggest that the increase in plant resistance to pathogens is realized through 
the control of the intensity of redox processes in plants, which is caused by the presence in the structure 
of hybrid immunomodulators of a certain pro- and antioxidant balance. 

 

Keywords: Puccinia recondita, Cochliobolus sativus, chitosan, induced resistance, salicylic 
acid, vanillin, wheat, dark brown spotting, brown rust. 
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