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Резюме 

Выявлена зависимость уровня экспрессии гена ингибитора протеиназы EU 293132.1 пшеницы от 

степени ацетилирования хитоолигосахаридов и трофности патогена. При инфицировании растений 

пшеницы гемибиотрофом Septoria nodorum высокий  стимулирующий эффект на активность 

ингибитора протеиназы оказывали хитоолигосахариды со степенью ацетилирования 30%, а при 

заражении некротрофом Bipolaris sorokiniana – хитоолигосахариды со степенью ацетилирования 

65%.  
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Resume 

The dependence of the expression level of the wheat proteinase inhibitor gene EU 293132.1 on the 

degree of acetylation of chitooligosaccharides and the trophicity of the pathogen was revealed. When 

wheat plants were infected with hemibiotrophus Septoria nodorum, high stimulating effect on the 

activity of proteinase inhibitors was provided by chitooligosaccharides with a degree of acetylation of 

30%, and when infected with necrotrophus Bipolaris sorokiniana – chitooligosaccharides with a 

degree of acetylation of 65%. 
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 Существенный ущерб урожайности и 

качеству продукции растениеводства наносится 

патогенными вирусами, грибами, бактериями. 

Способность возбудителей болезней к внедрению и 

распространению в растительных тканях во многом 

определяется активностью их гидролитических 

ферментов [1, 2].  

Эффективным механизмом, препятствующим 

проникновению фитопатогенов в растение и 

распространению по нему, служит процесс 

подавления активности гидролаз специфическими 

ингибиторами [3, 4]. Причем, ингибиторы могут 

инактивировать непосредственно как чужеродные 

ферменты внедряющегося микроорганизма, так и 

повышать устойчивость растений опосредованно, за 

счет снижения интенсивности деградации 

собственными ферментами [5, 6]. 

 Одним из перспективных и экологически 

безопасных подходов к снижению повреждающего 

действия возбудителей грибных болезней на 

урожайность сельскохозяйственных культур является 

применение в растениеводстве иммуномодуляторов, 

стимулирующих естественные защитные механизмы 

растительного организма. Наиболее эффективными 

элиситорами являются низкомолекулярные 

производные хитина – хитоолигосахариды (ХОС) 

[7,8]. Определенную роль в специфичности 

проявления биологической активности производных 

ХОС имеет степень ацетилирования (СА) 

биополимера. Однако литературные данные о 

влиянии ХОС на защитный потенциал растений в 

зависимости от трофности патогена весьма 

ограничены.  

 Работа проводилась на растениях пшеницы 

Triticum aestivum L. сорта Жница. Для 

инфицирования растений пшеницы использовали 

конидии некротрофного возбудителя корневых 

гнилей Bipolaris sorokiniana (Sass.) Shoenaker. и 

пикноспоры гемибиотрофного возбудителя 

септориоза Septoria nodorum Berk. Семена 

обрабатывали путем замачивания (3 ч) в растворах 

ХОС со степенью ацетилирования 65% и 30% (10
-6 

М). Для выделения РНК из растений использовали 

видоизмененный метод Chomezynski [9]. Для 

получения кДНК на основе мРНК изучаемых 

образцов проводили реакцию обратной 

транскрипции с использованием M-MuLV обратной 

транскриптазы согласно протоколу фирмы-

поставщика. Полимеразно-цепную реакцию (ОТ-

ПЦР) проводили в амплификаторе типа ТП4-ПЦР-01-

«Терцик». После амплификации фрагменты ДНК 

фракционировали методом электрофореза в 7% 

ПААГ в электрофоретической камере S2 («Хеликон», 

Россия). В качестве положительного контроля 

использовали ПЦР гена, кодирующего 

конститутивно экспрессирующийся тубулин. С 

помощью программы «Primer Select» (DNAStar) были 

подобраны высокоспецифичные праймеры к гену 

ингибитора протеиназы EU 293132.1, фланкирующие 

фрагмент ДНК размером 106 п.н. Эксперименты 

включали не менее трех биологических повторностей 

при анализе биохимических показателей и не менее 

15 при анализе экспрессии гена. Статистическая 

обработка результатов проводилась с 

использованием компьютерных программ фирмы Stat 

Soft («Statistica 6.0»). 

 Как видно из рисунка 1А, предобработка 

ХОС и инфицирование некротрофом B. sorokiniana 

приводили к усилению экспрессии гена ингибитора 

протеиназы EU 293132.1. Причем, предобработка 

семян ХОС со СА 65% приводила к усилению 

экспрессионной активности гена ингибитора 

протеиназы в 1,5 и более раз, как в 

неинфицированных растениях, так и при заражении 

на всем протяжении опыта. Действие ХОС со СА 

30% на экспрессию гена ингибитора протеиназы в 

корнях здоровых и инфицированных растений было 

не столь значительным. Усиление транскрипционной 

активности гена ингибитора протеиназы EU 293132.1 

коррелировало с повышением активности 

ингибиторов протеиназ. Интересно, что в усилении 

экспрессии гена ингибитора протеиназы EU 293132.1 

при инфицировании растений пшеницы 

гемибиотрофом S. nodorum максимальную 

эффективность оказывали ХОС со СА 30% (рис. 1Б). 

 Таким образом, нами выявлено, что ХОС 

оказывают различный индуцирующий эффект на 

транскрипционную активность гена ингибитора 

протеиназы в зависимости от их СА и трофности 

патогена. При инфицировании гемибиотрофом S. 

nodorum более значительным было стимулирующее 

влияние ХОС со СА 30%, при заражении B. 

sorokiniana – ХОС со СА 65%.  
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     (А)                                                               (Б)     

Рис. 1. Влияние ХОС с различной СА на транскрипционную активность гена ингибитора протеиназы EU 

293132.1 в растениях пшеницы при инфицировании B. sorokiniana (А) и S. nodorum (Б). А: 1 – контроль;  

2 – ХОС (СА 30%); 3 – ХОС (СА 65%); 4 – инфицирование, 5 –ХОС (СА 30%) + инфицирование; 6 – ХОС (СА 

65%) + инфицирование. Б: 1 – контроль; 2 – инфицирование; 3 – ХОС (СА 30%); 4 – ХОС (СА 30%) + 

инфицирование; 5 – ХОС (СА 65%); 6 – ХОС (СА 65%) + инфицирование. Цифрами представлен 

нормализованный уровень транскрипционной активности гена ингибитора протеиназы (в % к контролю). 

Fig. 1. Effect of ChOS with different CA on the transcriptional activity of the EU 293132.1 proteinase inhibitor gene in 

wheat plants infected with B. sorokiniana (A) and S. nodorum (B). A: 1 - control; 2 - ChOS (CA 30%); 3 - ChOS (CA 

65%); 4 - infection, 5 - ChOS (CA 30%) + infection; 6 - ChOS (CA 65%) + infection. B: 1 - control; 2 - infection; 3 - 

ChOS (CA 30%); 4 - ChOS (CA 30%) + infection; 5 - ChOS (CA 65%); 6 – ChOS (CA 65%) + infection. The numbers 

represent the normalized level of transcriptional activity of the proteinase inhibitor gene (in % of the control). 

Полученные данные вносят вклад в 

понимание молекулярных механизмов естественного 

и индуцированного иммунитета. Изменение баланса 

активности протеиназ и их ингибиторов в 

растительных тканях является одним из механизмов 

повышения устойчивости к возбудителям грибных 

болезней пшеницы с различным типом трофности. 

Наиболее перспективным в этом плане является 

использование препаратов на основе сигнальных 

молекул, таких как ХОС, приводящих к длительной 

индукции активности ингибиторов гидролитических 

ферментов в растениях. 
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