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ВЛИЯНИЕ ГИПЕРТЕРМИИ И ЭКЗОГЕННОЙ САЛИЦИЛОВОЙ 

КИСЛОТЫ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ  

PR-БЕЛКОВ (β -1,3-ГЛЮКАНАЗЫ, ХИТИНАЗЫ)  

И АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ ЗАЩИТНОГО ОТВЕТА  

В РАСТЕНИЯХ ЯЧМЕНЯ ПРИ ГЕЛЬМИНТОСПОРИОЗЕ 
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Изучено влияние кратковременной гипертермии (40°С, 3 ч) и экзогенной салициловой 

кислоты (СК, 10
-4

 М) на экспрессию генов двух гидролаз: β-1,3-глюканазы (КФ 3.2.1.39) и 

хитиназы (КФ 3.2.1.14), относящихся к белкам защитного ответа, в инфицированных 

гемибиотрофным грибом Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Schoem. проростках ярового ячменя. 

Обнаружено, что ответ растений ячменя на два вида воздействия проявлялся в увеличении 

экспрессии генов β-1,3-глюканазы и хитиназы через 72 ч после инокуляции патогеном и 

превышал показатели их транскрипционной активности в инфицированных растениях без 

обработок. В этих условиях наблюдалось также повышение активности других компонентов 

защитного ответа растений при патогенезе – мембранной НАДФН-оксидазы (Rboh, КФ 1.6.3.1) 

и L-фенилаланинаммонийлиазы (ФАЛ, КФ 4.1.3.5). Таким образом, воздействие высокой 

температуры, как и экзогенный салицилат, могут рассматриваться в качестве индукторов 

защитного механизма, повышающего устойчивость растений к грибному инфицированию 

путем активации экспрессии генов ß-1,3-глюканазы и хитиназы и повышения активности 

защитных белков (НАДФН-оксидазы и ФАЛ). 
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1 В процессе эволюции у растений разви-

вались различные механизмы для контратак па-

тогенов, в том числе несколько уровней кон-

ститутивной и индуцируемой защиты (Jones, 

Dangl, 2006). Для передачи сигналов у растений 

выработались иммунные рецепторы, которые 

активируют эффективные защитные реакции 

при обнаружении молекул патогенов. Иммун-

ный ответ у растений запускается при обнару-

жении молекулярных паттернов на мембране, 

связанных с патогенами (MAMPs, PAMPs) или 
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повреждениями (DAMPs), которые приводят к 

иммунитету, запускаемому паттерном (PTI), а 

при проникновении патогена внутрь клетки 

иммунитет запускается эффектором (ETI) (Win 

et al., 2012). Распознавание PAMP и эффектора 

запускает локальные сигнальные события в 

растительной клетке, включая потоки ионов, 

генерацию активных форм кислорода (АФК) и 

индукцию протеинкиназ, что приводит к синте-

зу фитогормонов, фитоалексинов, фенольных 

соединений и белков, связанных с патогенезом 

(PR) (van Loon et al., 2006), и в конечном итоге 

– к гиперчувствительной реакции (тип запро-

граммированной гибели клеток), которая про-

исходит в месте вторжения патогена (Coll et al., 

2011).  
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Салициловая кислота (СК) и жасмонат 

(ЖК) признаны наиболее важными гормонами 

для иммунных ответов растений, при этом био-

синтез и передача сигналов СК и ЖК историче-

ски связаны с защитой от биотрофных или 

некротрофных патогенов, соответственно 

(Glazebrook, 2005; Shigenaga et al., 2017). У рас-

тений СК является сигнальной молекулой, ре-

гулирующей реакции устойчивости к заболева-

ниям (Klessig et al., 2018). Фенилаланинаммо-

нийлиаза (ФАЛ, КФ 4.3.1.5) – ключевой фер-

мент в синтезе фенилпропаноидных соедине-

ний в растительной клетке, активность которо-

го коррелирует с накоплением фенольных со-

единений, и в частности, с уровнем сигнально-

го посредника – эндогенной СК (Campos-

Vargas R. et al., 2005). Накопление СК и скоор-

динированная с этим процессом активация PR-

генов необходимы для формирования систем-

ной приобретенной устойчивости (СПУ) в рас-

тительных тканях, удаленных от места первич-

ной инфекции (Dong, 2004; Liu et al. 2016).  

СПУ – это защитный механизм, который 

индуцируется в растениях большинством пато-

генов, вызывающих некроз тканей (Kumar, 

2014; Klessig et al., 2018). Он обеспечивает за-

щиту неинфицированных частей растения от 

широкого спектра патогенов и обусловлен ак-

тивностью белков, связанных с патогенезом 

(PR-белки), таких как хитиназа и глюканаза, 

обладающих антимикробной активностью 

(Dempsey, Klessig, 2017). В настоящее время 

общепризнано, что экспрессия PR-генов слу-

жит удобным маркером для мониторинга СПУ 

(Gao, 2015).  

PR-белки были впервые выделены из экс-

трактов листьев табака, инфицированных виру-

сом табачной мозаики (TMV) (van Loon, van 

Kammen, 1970). В 1980 году (Antoniw et al., 

1980) был введен термин «pathogenesis-related 

proteins» (белки, связанные с патогенезом, или 

PR-белки), которые были определены как «бел-

ки, кодируемые растением-хозяином, но инду-

цируемые только в патологических или сход-

ных с ними ситуациях», причем последние 

подразумевают ситуации непатогенного проис-

хождения. Это белки с низкой молекулярной 

массой (6-43 кДа), селективно экстрагируемые, 

стабильные при низком pH и термостабильные 

(Van Loon, 1999). PR-белки участвуют в актив-

ной защите, потенциально ограничивая разви-

тие патогенных микроорганизмов и их распро-

странение (Boccardo et al., 2019). Транскрипты, 

соответствующие PR-белкам, накапливаются в 

течение нескольких минут или часов после ин-

дукции PTI и ETI, экспрессия большинства из 

них регулируется СК (Klessig et al., 2018). Сле-

довательно, PR-белки включают группу инду-

цибельных и функционально разнообразных 

белков, которые продуцируются в ответ на ата-

ку патогена. Однако, помимо инфекционных 

процессов, PR-белки также индуцируются при-

менением физиологически активных соедине-

ний, таких как этилен, ЖК и СК, которые ими-

тируют эффект патогенной инфекции или вы-

зывают аналогичные стрессовые состояния 

(Sels, 2008). 

К настоящему времени описано 17 се-

мейств PR белков (от PR-1 до PR-17) у многих 

видов растений (Boccardo et al., 2019). Боль-

шинство семейств PR-белков включают проте-

ины, активность которых согласуется с ролью в 

защите растений от грибных и/или оомицетных 

патогенов: β-1,3-эндоглюканазы (PR-2), эндо-

хитиназы (PR-3, 4, 8 и 11), тауматиноподобные 

белки (PR-5), дефензины (PR-12), тионины (PR-

13) и белки-переносчики липидов (PR-14) (Jain, 

Khurana, 2018). Что касается их роли в защит-

ном ответе, то PR-белки могут непосредствен-

но влиять на целостность патогенов и/или гене-

рировать сигнальные молекулы за счет своей 

ферментативной активности, которые действу-

ют как элиситоры, чтобы индуцировать другие 

пути, связанные с защитой растений (Jain, 

Khurana, 2018).  

Двумя хорошо известными примерами 

PR-белков являются β-1,3-глюканаза (EC 

3.2.1.39) и хитиназа (EC 3.2.1.14). ß-1,3-

глюканаза, известная как ламинариназа, повы-

шает устойчивость растений к грибным патоге-

нам (Kirubakaran, Sakthivel, 2007). Эти эндо-

глюканазы катализируют гидролитическое 

расщепление (1,3)-β-D-глюкозидных связей в 

(1,3)-β-глюканах и действуют в первую очередь 

на глюканы, присутствующие в клеточной 

стенке грибов. Функции β-1,3-глюканаз связа-

ны не только с их антимикробной активностью, 

но и с участием в репродуктивных процессах у 

растений. Так, β-1,3-глюканазы локализуются в 

различных органах на разных стадиях развития 

и репродукции растений, а именно, при микро-

спорогенезе, прорастании пыльцы, росте пыль-

цевой трубки, развитии плодов и созревании, 

развитии семян и прорастании, соматическом 

эмбриогенезе (Shi, 2006). Эта группа белков 

также экспрессируется в растениях, чтобы про-

тивостоять ряду абиотических стрессоров 

(Balasubramanian et al., 2012). 

Хитиназы, принадлежащие к PR-3 группе 

защитных белков, катализируют гидролиз β-



ПАШКЕВИЧ, КУРЬЯНЧИК, КАБАШНИКОВА 

69 

1,4-связей полимера N-ацетилглюкозамина, 

называемого хитином, который является ос-

новным компонентом клеточных стенок мно-

гих грибов (Kasprzewska, 2003). В отличие от 

глюканаз, которые помимо антипатогенного 

эффекта обладают рядом других жизненно не-

обходимых функций, хитиназы участвуют в 

основном в разрушении клеточной стенки гри-

бов, демонстрируя высокую антифунгальную 

активность в отношении большого числа пато-

генов (González-Teuber, et al., 2010; Gupta et al., 

2013). Экспрессия генов, кодирующих хитина-

зу, считается важным молекулярно-

генетическим механизмом защиты растений от 

грибных патогенов (Li, 2019). 

Альтернативным механизмом, с помо-

щью которого оба PR-белка активируют за-

щитные реакции в растениях, служит высво-

бождение β-1,3-глюкана и хитиновых олигоса-

харидов, которые в дальнейшем действуют как 

элиситоры (Shi, 2006). Эксперименты in vitro 

продемонстрировали, что защитные эффекты 

хитиназ и β-1,3-глюканаз синергически усили-

ваются в присутствии обоих ферментов 

(Gonzаlez-Teuber et al., 2010). 

Результаты исследований показывают, 

что в естественных условиях определенные 

стрессовые состояния, возникающие последо-

вательно или одновременно, могут повышать 

устойчивость растений к другим абиотическим 

или биотическим стрессорам (Foyer et al., 2016; 

Hossain et al., 2018). Несколько общих сигналь-

ных компонентов, в том числе АФК, расти-

тельные гормоны и чувствительные к стрессу 

гены, активизируются, чтобы запустить меха-

низм перекрестной толерантности в ответ на 

стрессовые воздействия окружающей среды 

(Atkinson, Urwin, 2012; Lin et al., 2014). Петля 

обратной связи между передачей сигналов 

АФК и Ca
2+

 может генерировать самоподдер-

живающийся ответ на тепловой шок (ТШ) у 

растений. Подобно патоген-индуцированному 

пути развития СПУ, воздействие кратковре-

менного ТШ повышает устойчивость растений 

к гипертермии и вызывает формирование си-

стемной приобретенной акклиматизации (SAA) 

(Suzuki et al., 2013). На основании этих и дру-

гих исследований была предложена модель пе-

редачи стрессовых сигналов АФК/Ca
2+

 в SAA-

растениях (Gilroy et al., 2016). В этой модели 

ТШ увеличивает концентрацию цитозольного 

[Ca
2+

] и активирует Ca
2+

-зависимые протеинки-

назы, которые фосфорилируют и активируют 

локализованные в мембране НАДФН-оксидазы 

(Rboh, КФ 1.6.3.1) растений. Затем активиро-

ванные RBOH генерируют АФК во внеклеточ-

ном пространстве; АФК воспринимаются со-

седними клетками, запуская новый раунд пере-

дачи Ca
2+

-сигналов. В результате запуска дан-

ного механизма ответ SAA распространяется по 

растениям со скоростью 8,4 см/мин (Gilroy et 

al., 2016).  

Обнаружено, что стимулами, побуждаю-

щими растения переходить в праймированное 

состояние, обеспечивающее повышение устой-

чивости при патогенезе, являются предше-

ствующие стрессы, а также природные или 

синтетические химические соединения 

(Savvides et al., 2016). Интересно, что одним из 

таких праймирующих факторов является по-

вышенная температура. Показано, что при мно-

гих взаимодействиях хозяин-патоген устойчи-

вость растений и/или восприимчивость зависит 

от температуры (Kubienová et al., 2013; Lebeda 

et al., 2014). Тепловой стресс может изменить 

уровень эндогенной концентрации химических 

соединений, которые впоследствии влияют на 

устойчивость и (или) восприимчивость расте-

ний к возбудителю. В свою очередь, гормоны 

стресса растений и АФК также вовлечены в ре-

акции растений на тепловой стресс (Larkindale, 

Huang, 2005; Kotak et al. 2007; Clarke et al., 

2009). Такие соединения как абсцизовая кисло-

та (AБК), ЖК и СК, как известно, действуют 

как сигналы теплового стресса (Lopez-Delgado 

et al., 2004). Обнаружено, что СК может под-

держивать устойчивость к тепловому стрессу у 

растений различных видов и способствует раз-

витию приобретенной системной акклиматиза-

ции (Larkindale et al., 2005; Wang et al., 2010) за 

счет усиления антиоксидантной системы и по-

вышения уровня экспрессии белков теплового 

шока HSP70 и HSF (Snyman, Cronje, 2008; Khan 

et al., 2013). Кроме того, выявлено значитель-

ное перекрытие сигнальных путей в ответ на 

повышенную температуру и окислительный 

стресс (Reddy et al. 2009). Было обнаружено 

наличие причинно-следственной связи между 

содержанием СК, окислительным стрессом и 

синтезом антиоксидантов после термической 

обработки растений, что может играть важную 

роль в сопротивлении патогенам (Schweizer et 

al., 1995; Dat et al., 2000; Wiese et al., 2004; 

Cingoz, Gurel, 2016). Так, у высших растений 

экзогенные СК и метилжасмонат не только по-

вышали устойчивость к тепловому стрессу, но 

также усиливали противовирусную активность 

(Calil, Fontes, 2017; Li et al., 2017; 2018а). Соот-

ветственно, гены, связанные с реакциями тер-

мотолерантности и СПУ, имеют перекрываю-

щиеся паттерны экспрессии (Clarke et al., 2004). 
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Показано, что в растениях томата транскрипция 

генов PR-белков, связанных с салицилатом, ин-

дуцировалась нагреванием и запускалась эвге-

нолом в ответ на заражение вирусом желтой 

курчавости (TYLCV) (Wang, Fan, 2014). Прай-

мированное состояние, индуцированное СК, 

включало активацию каскада митоген-

активируемых киназ, активацию NPR1 и уве-

личение количества транскриптов PR-генов (Yi 

et al., 2015). Сообщалось о снижении инфекци-

онного процесса у растений ячменя и томата и 

индукции резистентности после термообработ-

ки, причем наибольшая активация сигнальных 

путей с участием АФК и СК вызывалась имен-

но комбинированным стрессом (Nožková et al., 

2019). 

Как уже отмечалось выше, устойчивость 

растений к болезням может быть обусловлена 

как конститутивными, так и другими индуци-

рованными механизмами. Накопление PR-

белков является одним из наиболее распро-

страненных маркеров индуцированной защиты 

растений. Более того, известно, что воздействие 

некоторых химических и физических факторов 

может приводить к снижению повреждения, 

вызванного грибной инфекцией, за счет повы-

шения уровня экспрессии PR-белков. Следова-

тельно, понимание молекулярного механизма 

устойчивости к болезням, опосредованного 

белками, связанными с патогенезом (PR), и 

праймингом защитных реакций при экзогенных 

воздействиях, может создать научные основы 

для разработки новых молекулярных инстру-

ментов борьбы с болезнями сельскохозяй-

ственных растений.  

Целью работы явилось изучение влияния 

ТШ и экзогенного салицилата на экспрессию 

генов хитиназы и глюканазы, а также актив-

ность ферментов защитного ответа (ФАЛ и 

НАДФН-оксидазы) в проростках ячменя, ин-

фицированных гемитрофным грибом Bipolaris 

sorokiniana, вызывающим заболевание темно-

бурой пятнистостью (гельминтоспориоз).  

МЕТОДИКА 

Объектом исследования служили первые 

листья проростков ярового ячменя (Hordeum 

vulgare L.) белорусского сорта Магутны, выра-

щенные при 16-часовом фотопериоде на поли-

хроматическом белом свету (120 

мкмоль·квантов·м
-2

×с
-1

) при температуре 

22/16°С (день/ночь) на специальных сетках на 

слое фильтровальной бумаги, увлажненной во-

дой.  

ТШ вызывали, помещая 5-дневные рас-

тения в воздушный термостат TC-80M-2 на 3 ч 

при температуре 40°С и постоянном освещении 

(120 мкмоль·квантов·м
-2

×с
-1

). В случае зара-

женных растений кратковременный ТШ созда-

вали сразу после инокуляции патогеном. В 

опытах с экзогенной СК зеленые 4-дневные 

проростки ячменя за 1 сутки до инокуляции па-

тогеном опрыскивали водным раствором гор-

мона в концентрации 10
-4

 М. Инокуляцию зеле-

ных проростков ячменя патогеном Bipolaris 

sorokiniana (Sacc.) Shoem. осуществляли путем 

опрыскивания 5-дневных листьев споровой 

взвесью, содержащей 10
6
 спор/мл из расчета 

5 мл/на растение. Гриб B. sorokiniana предвари-

тельно выращивали на картофельно-глюкозном 

агаре в течение двух недель. Контрольные рас-

тения соответствующего возраста обрабатыва-

ли дистиллированной водой. Анализ пророст-

ков проводили через 72 ч после последней об-

работки (ТШ или инокуляции). 

Экспрессию генов PR-2 и PR-3, кодиру-

ющих ключевые антипатогенные белки – β-1,3-

глюканазу и хитиназу, соответственно, опреде-

ляли с помощью полимеразной цепной реакции 

в реальном времени (ПЦР-РВ), как описано в 

работе (Ребриков и др., 2015). Для определения 

уровня экспрессии защитных генов из листьев 

ячменя выделяли общую рибонуклеиновую 

кислоту (РНК) с помощью реагента TRItidyG™ 

(AppliChem, Германия). Для этого 0,1 г расти-

тельного материала растирали в 1 мл реагента 

TRItidy G™, выдерживали при комнатной тем-

пературе в течение 5 мин и центрифугировали 

10 мин при 4°С и 12000 g. Далее к супернатан-

ту, содержащему РНК, добавляли 0,2 мл хло-

роформа, перемешивали и центрифугировали 

15 мин при 4°С и 12000 g. Водную фазу, со-

держащую РНК, промывали 0,5 мл изопропа-

нола, перемешивали и выдерживали 5-10 мин 

при комнатной температуре, затем центрифу-

гировали 10 мин при 4°С и 12000 g. Образо-

вавшийся осадок РНК промывали 1 мл 75% 

этанола, подсушивали при комнатной темпера-

туре и растворяли в 50 мкл DEPC-воды, вы-

держивали 10 мин при 55-65°С. Количество 

выделенной РНК определяли по поглощению 

при 260 нм на спектрофотометре NanoDrop 

2000c (Thermo Scientific, США). Степень чи-

стоты полученных образцов оценивали по со-

отношению А260/А280 (данный показатель дол-

жен быть больше 1,7) (Доманская и др., 2011). 

Для получения кДНК на матрице РНК исполь-

зовали реакцию обратной транскрипции с при-

менением обратной транскриптазы вируса мы-

шиной лейкемии Молони. Синтез кДНК прово-
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дили с использованием 

ProtoScriptIIReverseTranscriptase (BioLabs, 

США) в амплификаторе MJMini (Bio-Rad, 

США). Для этого к 1 мкл 10-× реакционного 

буфера с MgCl2 для DNase 1 добавляли 1 мкл 

пробы, 5,8 мкл DEPC-воды, 1 мкл DNase 1 (1 

ед/мкл) и инкубировали 30 мин при 37°С. Затем 

добавляли 1 мкл 25 мМ EDTA и инкубировали 

в течение 10 мин при 65°С. Далее готовили 

смесь, состоящую из следующих реагентов: 2 

мкл RandomPrimerMix (60 мкM), 4 мкл 

5XProtoScriptIIbuffer, 2 мкл 0,1 MDTT, 1 мкл 

ProtoScriptIIRT (200 ед/мкл), 1 мкл 10 мM 

дНТФ, 0,2 мкл RNaseInhibitor (40 ед/мкл). За-

тем в каждую пробу добавляли по 10,2 мкл по-

лученной смеси и инкубировали последова-

тельно: 5 мин при 25°С, 60 мин при 42°С, 10 

мин при 70°С и 5 мин при 10°С. Полученную 

кДНК хранили в морозильной камере при ‒

20°С. Расчет и дизайн праймеров для белков 

хитиназы и β -1,3-глюканазы проводили само-

стоятельно в программе Vector NTI, используя 

последовательности клонированной ДНК и ба-

зу данных Nucleotide (NCBI). Для генов β-1,3-

глюканазы и хитиназы были подобраны следу-

ющие олигонуклеотидные праймеры с прямой 

(F) и обратной (R) последовательностью: F – 5′ 

CGCCATGTTCAACGAGAACC3′ и R – 5′ 

ACTTGTCCGGGTTGAAGAGC3′ для β-1,3-

глюканазы; F–5′ 

CCAATGGGGCTACTGCTTCA3′ и R–5′ 

TGGGTCCCCGTCCATAGTAG3′ для гена хи-

тиназы. Праймеры для гена-нормализатора 18S 

rRNA (F-ATGATAACTCGACGGATCGC и R-

CTTGGATGTGGTAGCCGTTT) были взяты из 

работы (Доманская и др., 2011). Олигонуклео-

тидные праймеры были синтезированы в Ин-

ституте биофизики и клеточной инженерии 

НАН Беларуси и ООО «АртБиоТех» (Минск, 

Беларусь). 

Реакционная смесь для ПЦР (10 мкл) со-

держала: 1 мкл кДНК, 10 пмоль каждого прай-

мера, 4 мкл 2,5× реакционной смеси для прове-

дения ПЦР-РВ в присутствии EVA Green (Син-

тол, Россия) и 5 мкл DEPC-воды. ПЦР-РВ про-

водили с использованием термоциклера С1000 

Touch Thermal Cycler с оптическим реакцион-

ным модулем CFX96 (Bio-Rad, США) в следу-

ющих условиях: предварительная денатурация 

при 95°С – 5 мин; плавление при 95°С – 15 с; 

отжиг при 55-65°С – 45 с. Количество циклов 

амплификации – 40. Обработку полученных ре-

зультатов проводили в программе Bio-Rad CFX 

Maestro. Уровень экспрессии генов определяли 

в относительных единицах, нормируя его по 

экспрессии гена-нормализатора 18S rRNA.  

Активность НАДФН-оксидазы определя-

ли по окислению НАДФН (Pinton, 1994). Ли-

стья растений (1 г) растирали в 8 мл 50 мМ 

HEPES-буфера и центрифугировали 10 мин при 

7000 об/мин. К реакционной смеси, состоящей 

из 0,8 мл реакционного буфера (50 мМ HEPES-

KOH (рН 7,8), 0,1 мМ ЭДТА и 1 мкМ KCN), 

добавляли 0,2 мл пробы и предынкубировали 1 

мин при 30°С. Реакцию инициировали добав-

лением 110 мкМ НАДФН, скорость окисления 

которого регистрировали на спектрофотометре 

«ShimadzuUV-2401»(Япония) по уменьшению 

адсорбции при 340 нм в течение 5 мин. Для 

расчетов использовали коэффициент экстинк-

ции 6,22 мМ
-1

·см
-1

.  

Активность ФАЛ определяли по образо-

ванию коричной кислоты из L-фенилаланина. 

Навеску замороженного в жидком азоте расти-

тельного материала (1 г) гомогенизировали на 

холоде в 0,1 М боратном буфере (10 мл), рН 

8,8, содержащем 5 мМ ЭДТА и 3 мМ дитиотре-

итола с добавлением поливинилпирролидона 

(поликлар АТ, 25 % от веса сырой ткани). Го-

могенат фильтровали и центрифугировали 20 

мин при 25000 g и 4°С. Супернатант использо-

вали для определения удельной активности 

фермента. Измерение оптической плотности 

проводили на спектрофотометре Shimadzu UV-

2401 PC (Shimadzu, Япония) при длине волны 

290 нм. Активность ФАЛ выражали в 

нмоль·мг
–1

 белка·ч
-1

 (Олениченко и др., 2008).  

Содержание белка в пробах измеряли по 

методу Лоури (Lowry et al., 1951). 

Все эксперименты проводили в 3 биоло-

гических и 3 аналитических повторностях. Ста-

тистическую обработку экспериментальных 

данных проводили с помощью программы 

Excel 2010 (Microsoft, США), ANOVA. Оцени-

вали среднюю стандартную ошибку среднего 

арифметического. С помощью t-критерия Сть-

юдента определена достоверность различий 

между исследуемыми вариантами при уровне 

доверительной вероятности P ≤ 0,05.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Анализ экспрессии гена, кодирующего 

антипатогенный белок β-1,3-глюканазу, пока-

зал наличие ампликонов гена PR-2 (glu) во всех 

изученных вариантах, в том числе в контроль-

ном (рис. 1). Однако, если у зараженных расте-

ний на 3-и сутки после инокуляции активность 

экспрессии гена β-1,3-глюканазы превышала 

контроль только на 50%, то наибольшее увели-

чение числа ампликонов данного гена в срав-

нении с контролем было обнаружено в расте-



ВЛИЯНИЕ ГИПЕРТЕРМИИ И ЭКЗОГЕННОЙ САЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТЫ 

72 

ниях после ТШ как здоровых (в 25 раз), так и 

инфицированных образцов (в 29 раз). Следова-

тельно, содержание PR-белков в растениях яч-

меня увеличивается не только под воздействи-

ем грибной инфекции, но и при ТШ. Экзоген-

ная СК увеличивала уровень экспрессии гена 

PR-2 в 6-7 раз как в инфицированных, так и в 

здоровых листьях ячменя.  

Результаты ПЦР-анализа (рис. 1) показа-

ли, что уровень экспрессии гена chi2, кодиру-

ющего хитиназу II класса, в листьях проростков 

ячменя изменялся аналогично изменению ко-

личества ампликонов гена β-1,3-глюканазы во 

всех опытных вариантах, что еще раз подтвер-

ждает синергизм функционирования этих двух 

антипатогенных генов. Влияние на экспрессию 

гена chi2 предварительного ТШ также было 

очевидным. При этом усиление экспрессии 

изученных генов в инфицированных пророст-

ках ячменя после ТШ намного превышало та-

ковое у инфицированных растений без тепло-

вого стресса, что указывает на участие обоих 

факторов в генерации защитного ответа. Экзо-

генная СК вызывала увеличение экспрессии ге-

на chi2 по сравнению с контролем, причем в 

инфицированных проростках наблюдалось бо-

лее сильное увеличение ампликонов гена хити-

назы по сравнению со здоровыми. Следует от-

метить, что в отношении генов, кодирующих 

глюканазу, такая зависимость не была обнару-

жена.  

Ранее было показано, что содержание PR-

белков в растительных клетках увеличивается 

не только под воздействием биотических, но и 

абиотических факторов внешней среды, что 

может вызывать перекрестную адаптацию рас-

тений к разным типам стресса (Кuwabara et al., 

2002). Сравнительный анализ наших результа-

тов свидетельствует об одинаковой направлен-

ности, но разном количественном проявлении 

действия ТШ и СК на экспрессию генов β-1,3-

глюканазы и хитиназы, причем потенцирую-

щий эффект ТШ на экспрессию двух генов был 

существенно выше, чем действие СК или ин-

фицирование патогеном. Тепловая индукция 

экспрессии генов PR-белков указывает на био-

химический путь защиты растений, вероятно, 

связанный с Ca
2+

-опосредованной передачей 

сигналов путем изменения его концентрации в 

клетках совместно с другими молекулами, та-

кими как Н2О2, генерируемый с участием 

НАДФН-оксидазы, и СК (Ma et al., 2009). 

Можно предположить, что ТШ вызывает глу-

бокие и взаимосвязанные изменения в «нор-

мальной» физиологии растений, повышая толе-

рантность к другим стрессорам, в частности, к 

инфицированию фитопатогеном. Однако необ-

ходимы дополнительные исследования, чтобы 

дифференцировать механизмы, благодаря ко-

торым ТШ влияет на синтез изученных PR-

белков. 

 

Рис. 1. Экспрессия генов β-1,3-глюканазы (glu) и хитиназы (cht2) в 8-дневных проростках 

ячменя: К – контроль, B.S. – B. sorokiniana, ТШ-тепловой шок (40°С, 3 ч), СК – салициловая 

кислота (10
-4

 М). 

Различия по сравнению с контролем достоверны при P < 0,05 (* – для гена glu, ** – для  гена cht2). 
[Fig. 1. Expression of β-1,3-glucanase (glu) and chitinase (cht2) genes in 8-days-old barley seedlings: K-

control, B. S. – B. sorokiniana, HS (ТШ) – heat shock (40°C, 3 h), SA (СК) – salicylic acid (10
-4

 M). 

Comparison with the control are significant at P < 0.05 (* – for gene glu , ** – for gene cht2)]. 
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Известно, что развитие патогена и гипер-

термия могут нарушать гомеостатический ба-

ланс в растении, вызывая накопление АФК в 

апопласте (Awasthi et al., 2015; Carmo et al., 

2017). Принято считать, что образование АФК 

активирует защитные реакции растений, а фи-

тогормоны – это центральный узел, который 

связывает, интегрирует и перепрограммирует 

множественные реакции при стрессе (Golldack 

et al., 2014; Gilroy et al., 2016).  

Согласно литературным данным, АФК, 

зависимые от гомолога оксидазы респиратор-

ного взрыва (НАДФН-оксидазы), могут акти-

вироваться тепловым стрессом и впоследствии 

действовать как сигналы на большие расстоя-

ния при патогенной атаке (Suzuki, Katano, 

2018). В наших исследованиях обнаружено, что 

в 8-дневных здоровых растениях ячменя актив-

ность фермента составила 0,512 мкМ 

НАДФН/(мкг белка·с). Действие ТШ и СК вы-

зывало увеличение активности НАДФН-

оксидазы относительно контроля на 37 и 16% 

соответственно (рис. 2). В то же время, в инфи-

цированных листьях повышение активности 

НАДФН-оксидазы составило только 14% по 

сравнению с контролем. При этом в инфициро-

ванных листьях действие ТШ и салицилата 

приводило к активации данного фермента на 34 

и 73% соответственно. Полученные результаты 

позволяют сделать заключение о том, что 

праймирующие эффекты ТШ и СК имеют об-

щий механизм, опосредованный активацией 

НАДФН-оксидазы, что, по-видимому, способ-

ствует развитию защитных реакций в растени-

ях, инфицированных грибом B. sorokiniana. 

В литературе имеются сведения, что 

АФК могут участвовать в раннем ответе на ги-

пертермию и функционировать как первичные 

сигнальные молекулы, играя критическую роль 

в регуляции термотолерантности растений и в 

дальнейшем в развитии СПУ (Choudhury et al., 

2017). Как показывают наши данные, термоин-

дукция наравне с экзогенным салицилатом ак-

тивирует НАДФН-оксидазу, локализованную в 

плазматической мембране. Можно предполо-

жить, что эта активация увеличивает продук-

цию в апопластическом пространстве АФК, ко-

торые затем импортируются в клетку через ак-

вапорины и участвуют в клеточных реакциях, 

вызывая увеличение содержания эндогенного 

салицилата, участвующего в механизмах регу-

ляции экспрессии генов PR защиты (Bienert et 

al., 2007; Tsai et al., 2019).  

Как отмечалось ранее, регуляция ответов 

на ТШ может происходить через сигнальный 

путь с участием СК, который зависит от уров-

ней АФК (Zhao et al., 2018). Есть сведения о 

том, что СК индуцирует накопление H2O2, тем 

самым усиливая окислительный стресс (Chao et 

al., 2010), а повышение содержания H2O2, в 

свою очередь, может приводить к биосинтезу 

СК (Vlot et al., 2017). Когда СК и H2O2 накап-

ливаются до определенного уровня, локальная 

 

Рис. 2. Активность фермента НАДФН-оксидазы в 8-дневных проростках ячменя: К – конт-

роль, B.S. – B. sorokiniana, ТШ – тепловой шок (40°С, 3 ч), СК – салициловая кислота         

(10
-4

 М). 

* – различия по сравнению с контролем достоверны при P < 0,05. 
[Fig. 2. The activity of NADPH-oxidase in 8-days-old barley seedlings: K – control, B.S. – B. sorokiniana, HS 

(ТШ) – heat shock (40°C, 3 h), SA (СК) – salicylic acid (10
-4

 M). 

* – differences in comparison with the control are significant at p < 0.05.]  
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экспрессия генов PR-белков также может воз-

растать (Devadas, Raina, 2002; Jin et al al., 2017). 

Таким образом, ТШ через стимуляцию образо-

вания АФК вызывает увеличение эндогенного 

содержания СК, что приводит к повышению 

экспрессии защитных генов при патогенезе 

(Larkindale et al., 2005; Wang et al., 2010; Khan 

et al., 2013; Tsai et al., 2019).  

На примере ряда растений показано уве-

личение свободной эндогенной СК в клетках 

растений при действии гипертермии (Guo et al., 

2020; Wang et al., 2020). Увеличение содержа-

ния свободной СК сопровождалось возрастани-

ем активности ФАЛ, которая является фермен-

том, лимитирующим скорость синтеза СК на 

первом его этапе (Ван и др., 2005). Повышение 

активности ФАЛ рассматривается как один из 

механизмов формирования устойчивости рас-

тений к патогенам (Wang et al., 2019). Известно, 

что абиотические стрессоры также активируют 

клеточный сигнальный процесс, что приводит к 

усилению транскрипции генов фенилпропано-

идного пути, который представляет собой пе-

рекрестный ответ на действие разных факторов 

окружающей среды (Sharma et al., 2019; Wang 

et al., 2019).  

Наши исследования показали увеличение 

активности ФАЛ в 8-дневных проростках яч-

меня как под действием биотического (гриб 

B. sorokiniana), так и абиотического (ТШ, 40°С, 

3 ч) факторов (рис. 3), причем наиболее интен-

сивно – после кратковременной гипертермии в 

инфицированных растениях. Так, в контроль-

ном варианте активность ФАЛ составила 22,9 

нмоль/(мг белка×ч). В результате тепловой об-

работки активность фермента в инфицирован-

ных растениях возросла на 36% по сравнению с 

контролем и на 12-17% превышала таковые по-

казатели, полученные в вариантах с грибным 

заражением или после ТШ. Наиболее значимое 

повышение активности ФАЛ (в 1,4 раза) 

наблюдалось после применения экзогенной СК, 

предшествующего грибному заражению. Полу-

ченные данные свидетельствуют о синергизме 

действия ТШ и грибного заражения, а также эк-

зогенного салицилата и грибного заражения на 

активность ФАЛ в растениях ячменя.  

Одним из путей повышения активности 

ФАЛ в инфицированных фитопатогеном расте-

ниях может быть влияние гипертермии на по-

сттранскрипционную регуляцию, позволяю-

щую растениям точно настраивать экспрессию 

своих генов на внешние раздражители. Иссле-

дования некоторых транскриптов генов, коди-

рующих белки теплового шока (БТШ), показа-

ли, что полиаденилирование мРНК может спо-

собствовать более быстрой реакции на тепло-

вой стресс у животных и растений (Wu et al., 

2020). Накапливается все больше данных,  по-

казывающих, что гены hsp, кодирующие БТШ, 

важны для нормального развития растений. 

Показано, что БТШ предотвращают агрегацию 

белков и обеспечивают рефолдинг денатуриро-

ванных молекул, участвуя таким образом в ре-

 

Рис. 3. Активность ФАЛ в 8- дневных проростках ячменя: К – контроль, B. S. – B. sorokin-

iana, ТШ – тепловой шок (40°С, 3 ч), СК – салициловая кислота (10
-4

 М). 

* – различия по сравнению с контролем достоверны при P < 0,05. 
[Fig. 3. PAL activity in 8-days-old barley seedlings: K – control, B. S. – B. sorokiniana, HS (ТШ) – heat 

shock (40°C, 3 h), SA (СК) – salicylic acid (10
-4

 M). 

* – differences in comparison with the control are significant at P < 0.05.]  
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гуляции активности ферментов, в том числе, и 

ферментов фенилпропаноидного пути (Kim, 

Hwang, 2015). Кроме того, было продемонстри-

ровано, что праймирование растений томата 

(Solanum lycopersicum) и огурца (Cucumis 

sativus) экзогенной СК снижает повреждение 

растений при тепловом стрессе за счет повы-

шения уровня экспрессии генов hsp70 и hsf 

(Snyman, Cronje, 2008), что также косвенно ука-

зывает на существование перекрестных связей 

между БТШ и метаболизмом фенилпропанои-

дов. 

*** 

Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что защитный ответ растений ячменя на 

грибную инфекцию, вызванную Bipolaris 

sorokiniana, реализуется с участием НАДФН-

оксидазы и ФАЛ и приводит к активации генов 

двух PR-белков (β-1,3- глюканазы и хитиназы). 

Эти ответные реакции модулируются кратко-

временной гипертермией и экзогенным сали-

цилатом путем неспецифических перестроек 

клеточного метаболизма. В результате проис-

ходит усиление защитного ответа за счет вклю-

чения сигнальных путей через стимуляцию об-

разования АФК с участием НАДФН-оксидазы и 

увеличения эндогенного содержания СК, опо-

средованного активацией ФАЛ, что в итоге 

приводит к повышению экспрессии защитных 

генов, кодирующих PR-белки (β-1,3- глюканазу 

и хитиназу), которые тормозят развитие пато-

гена. Таким образом, ТШ (40°С, 3 ч) и обработ-

ку экзогенной СК (10
-4 

М) можно рассматри-

вать в качестве праймирующих факторов, ин-

дуцирующих защитный ответ растений ячменя 

при гельминтоспориозе, и обладающих опреде-

ленным синергизмом действия в запуске за-

щитных реакций, но при этом отличающихся 

разной амплитудой действия. 
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EFFECT OF HYPERTHERMIA AND EXOGENOUS SALICYLIC ACID ON 

EXPRESSION OF PR-PROTEIN GENES (Β -1,3-GLUCANASE, CHITINASE) AND 

ACTIVITY OF ENZYMES OF PROTECTIVE RESPONSE IN BARLEY PLANTS 

UNDER HELMINTHOSPORIOSIS 

L. V. Pashkevich, T. G. Kuryanchik, L. F. Kabashnikova 

Institute of Biophysics and Cell Engineering  

of the National Academy of Sciences of Belarus  

(Minsk, Belarus) 

E-mail: ljubi.k87@gmail.com 

The effect of short-term hyperthermia (40°C, 3 h) and exogenous salicylic acid (SA, 10
-4

 M) on the 

expression of genes of two hydrolases: β-1,3-glucanase (EC 3.2.1.39) and chitinase (EC 3.2.1.14), 

related to proteins of protective response, in seedlings of spring barley infected with the hemibi-

otrophic fungus Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Schoem. was studied. It was found that the response 

of barley plants to two types of treatment included an increase in the expression of β-1,3-glucanase 

and chitinase genes in 72 h after inoculation with the pathogen and exceeded the indices of their 

transcriptional activity in infected plants without processing. Under these conditions, an increase in 

the activity of other components of plant defense response during pathogenesis was also observed, 

namely, membrane NADPH oxidase (Rboh, EC 1.6.3.1) and L-phenylalanine ammonia-lyase (PAL, 

EC 4.1.3.5). Thus, heat treatment, as well as exogenous salicylate, can be considered as inducers of 

a protective mechanism that increases plant resistance to fungal infection by activation the expres-

sion of genes of β-1,3-glucanase and chitinase and increasing the activity of protective proteins 

(NADPH oxidase and PAL). 

Key words: Hordeum vulgare, Bipolaris sorokiniana, salicylic acid, hyperthermia, β-1,3-

glucanase, chitinase, L-phenylalanine ammonialyase, NADPH oxidase, reactive oxy-

gen species 

ВПЛИВ ГІПЕРТЕРМІЇ ТА ЕКЗОГЕННОЇ САЛІЦИЛОВОЇ КИСЛОТИ  

НА ЕКСПРЕСІЮ ГЕНІВ PR-БІЛКІВ (ß-1,3-ГЛЮКАНАЗИ, ХІТИНАЗИ)  

І АКТИВНІСТЬ ФЕРМЕНТІВ ЗАХИСНОЇ ВІДПОВІДІ У РОСЛИН ЯЧМЕНЮ  

ПРИ ГЕЛЬМІНТОСПОРІОЗІ 

Л. В. Пашкевич, Т. Г. Кур’янчик, Л. Ф. Кабашникова 

Інститут біофізики і клітинної інженерії 

Національної академії наук Білорусі 

(Мінськ, Білорусь) 

E-mail: ljubi.k87@gmail.com 

Вивчено вплив короткочасної гіпертермії (40°С, 3 год) і екзогенної саліцилової кислоти (СК, 

10
-4

 М) на експресію генів двох гідролаз: β-1,3-глюканази (КФ 3.2.1.39) і хітинази (КФ 

3.2.1.14 ), що належать до білків захисної відповіді, в інфікованих гемібіотрофним грибом 

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Schoem. у проростках ярого ячменю. Встановлено, що відповідь 

рослин ячменю на два види впливу виявлялася у збільшенні експресії генів β-1,3-глюканази і 

хітинази через 72 год після інокуляції патогеном і перевищувала показники їх транскрипцій-

ної активності в інфікованих рослинах без обробок. У цих умовах спостерігалося також під-

вищення активності інших компонентів захисної відповіді рослин при патогенезі – мембран-

ної НАДФН-оксидази (Rboh, КФ 1.6.3.1) і L-фенілаланінамонійліази (ФАЛ, КФ 4.1.3.5). Та-

ким чином, вплив високої температури, як і екзогенного саліцилату, можуть розглядатися як 

індуктори захисного механізму, що підвищує стійкість рослин до грибного інфікування шля-

хом активації експресії генів ß-1,3-глюканази і хітинази та підвищення активності захисних 

білків (НАДФН-оксидази і ФАЛ). 

Ключові слова: Hordeum vulgare, Bipolaris sorokiniana, саліцилова кислота, гіпертермія, β-

1,3-глюканаза, хітиназа, L-фенілаланінаммонійліаза, НАДФН-оксидаза, ак-

тивні форми кисню 
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