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Резюме. Исследовано влияние ризосферных бактерий на актив-
ность полифенолоксидазы и пероксидаз пшеницы в условиях 
фитопатогенной нагрузки как механизма формирования устойчи-
вости растений к патогену в лабораторных условиях. Бактеризацию 
семян осуществляли псевдомонадами трех видов: Pseudomonas sp. 
В-6798, P. aureofaciens BS 1393 и P. fluorescens аР-33. Бактерии ино-aureofaciens BS 1393 и P. fluorescens аР-33. Бактерии ино- BS 1393 и P. fluorescens аР-33. Бактерии ино-BS 1393 и P. fluorescens аР-33. Бактерии ино- 1393 и P. fluorescens аР-33. Бактерии ино-P. fluorescens аР-33. Бактерии ино-. fluorescens аР-33. Бактерии ино-fluorescens аР-33. Бактерии ино- аР-33. Бактерии ино-
кулировали из расчета 1×106 клеток/семя. В качестве инфекционной 
нагрузки в экспериментах использовали культуру гриба Fusarium 
oxysporum. активность оксидаз оценивали методом титрования в 
ацетатном буфере. При отсутствии фитопатогенной нагрузки после 
бактеризации в надземной части растений возрастала активность 
полифенолоксидазы. уровень, в 6 раз превышающий контрольные 
показатели, отмечен в варианте с инокуляцией Pseudomonas sp. 
B-6798 (р<0,05). В присутствии F. oxysporum в корнях растений 
без интродукции бактерий активность этого фермента увеличи-
валась, по сравнению с вариантами без фитопатогена, в 2,5 раза. 
у инокулированных растений активность полифенолоксидазы в 
корнях практически не изменялась, по сравнению с аналогами в 
экосистемах без фитопатогена. активность пероксидаз в отсутствии 
фитопатогенной нагрузки после бактеризации семян возрастала. 
При этом для Pseudomonas sp. B-6798 отмечено ее увеличение в 
корневой части растений (в 2,5 раза), а для остальных изученных 
штаммов – в листьях (в 2-2,4 раза). В присутствии F. oxysporum у 
контрольных растений активности пероксидаз в надземной части 
повышалась, в корнях – уменьшалась. В случае бактеризации семян 
величина этого показателя в корнях превышала контроль в 1,6- 
2 раза. На основании полученных данных об изменении активности 
изученных ферментов в бактеризованных растениях в лабораторных 
экспериментах можно провести скрининг биологических средств за-
щиты растений от возбудителей корневых гнилей пшеницы, отдавая 
предпочтение штаммам, увеличивающим активность пероксидаз в 
корневой системе растений. 
Ключевые слова: индуцированная устойчивость, ризобактери-
альная системная резистентность, фузариоз, пероксидазы, по-
лифенолоксидаза, бактеризация семян, фитопатогены.
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Индуцированная резистентность растений – это 
природная генотипически обусловленная устойчивость, 
активизирующаяся под влиянием различных факторов 
биотической и абиотической природы. В процессе ее 
индуцирования начинается синтез белков, связанных с 
патогенезом, — PR-белков [1, 2]. Они реализуют механизм 
защиты клеток, обусловливающий образование активных 
форм кислорода, высвобождение которого называют 
«окислительным взрывом». К 9-му классу PR-белков 
относится пероксидаза, обнаруженная в различных ком-
партментах клетки в виде растворимой фракции, а также 
в формах, связанных с клеточной стенкой и мембранами 

[3, 4]. Динамика ее активности коррелирует с развитием 
устойчивости растений. Известно, что у резистентных со-
ртов количество пероксидаз в растительных клетках выше, 
чем у восприимчивых [2, 5, 6]. Большую роль в устойчи-
вости растений к вредителям и болезням играют также 
полифенолоксидаза и фенольные соединения [6-8]. 

Рядом авторов показано, что колонизирующие ри-
зосферу бактерии Pseudomonas spp. обладают способ-
ностью повышать резистентность растения-хозяина к 
патогенам [9-12]. Однако механизмы этого процесса 
до конца не изучены.

Цель нашей работы – оценка влияния бактеризации 
семян пшеницы на активность полифенолоксидазы и 
пероксидаз в условиях фитопатогенной нагрузки, а так-
же изучение механизма формирования устойчивости 
растений к патогену. 

Условия, материалы и методы. Эксперименты 
проводили на базе лаборатории экологической и сель-
скохозяйственной биотехнологии Томского государ-
ственного университета (ТГУ) с марта по июнь 2014 г. 
Продолжительность опыта от инокуляции бактерий до 
определения активности ферментов 21 сут. 

Для бактеризации семян пшеницы использова-
ли три вида псевдомонад: Pseudomonas sp. В-6798,  
P. aureofaciens BS 1393 (активное начало биопрепарата 
«Псевдобактерин-2») и P. fluorescens АР-33 (активное нача-
ло биопрепарата «Планриз»), полученные из музея культур 
кафедры экологической и сельскохозяйственной биотех-
нологии ТГУ. Указанные микроорганизмы обладают спо-
собностью к подавлению роста и развития широкого круга 
фитопатогенных микроорганизмов [13-15]. В качестве 
инфекционной нагрузки в экспериментах использовали 
выделенный с зерен пшеницы гриб Fusarium oxysporum, 
возбудитель трахеомикозного увядания и корневых гни-
лей широкого круга растений [16]. В ранее проведенных 
исследованиях по отработке методики выращивания 
пшеницы (сорт Иргина) в условиях фитопатогенной на-
грузки F. oxysporum показал устойчивое ингибирующее 
влияние на рост и развитие растений, некоторое угнете-
ние всхожести семян и наличие у проростков пшеницы 
признаков корневой гнили. Однако на протяжении экспе-
римента в его присутствии не наблюдали полную гибель 
растений, что позволило оценить влияние фитопатогена 
на изменение активности ферментов у проростков пше-
ницы в вариантах с инфекционной нагрузкой. 

Активность оксидаз оценивали методом титрования 
в ацетатном буфере.

Для определения активности полифенолоксидазы 
навеску растительного материала (400 мг) гомогени-
зировали в ацетатном буфере (10 мл), спустя 30 мин 
вытяжку отфильтровывали, разделяли на две половины 
и одну из них кипятили для получения контрольного 
раствора. В две колбы наливали по 3 мл воды, 2 мл 
аскорбиновой кислоты и 1 мл пирокатехина. В одну колбу 
добавляли 1 мл некипяченого фильтрата, в другую – 1 мл 
кипяченого, перемешивали в течение 2 мин и останавли-
вали реакцию фосфорной кислотой. Добавляли в колбы 
по 3 капли раствора крахмала и титровали раствором 
йода до появления синей окраски. Расчет активности 
полифенолоксидазы осуществляли по формуле: 

уДк 579.64

влИянИе бАКТерИзАцИИ семян ПшенИцы  
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ПрИ фИТоПАТогенной нАгрузКе
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а = 10×∆V×5/m×2, 
где 10 – коэффициент для учета всего объема вы-

тяжки; ∆V – средняя разность между результатами ти-
трования контрольной (кипяченой) и опытной вытяжек, 
мл; 5 – коэффициент для расчета количества молекул 
субстрата, превращаемых ферментом, мкмоль/мл; 
m – навеска, г; 2 – время реакции, мин. 

Ферментативная активность (А) показывает, какое 
количество субстрата фермент способен в течение 
одной минуты превратить в продукт, содержащийся в  
1 г растительного материала (мкмоль субстрата/г×мин). 

При определении активности пероксидаз, ис-
пользовали прокипяченные и некипяченые вытяжки, 
полученные в ходе определения активности полифе-
нолоксидазы. В две колбы наливали по 3 мл воды, 2 мл 
аскорбиновой кислоты, 1 мл пирокатехина, 1 мл Н
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Все остальное осуществляли по ранее изложенной ме-
тодике. Для получения показателя активности перокси-
даз от величины, вычисленной с использованием ранее 
приведенной формулы, отнимали величину активности 
полифенолоксидазы [17].

Влияние бактеризации семян на активность изучае-
мых ферментов в присутствии фитопатогена изучали на 
модели простейшей наземной экосистемы, состоящей 
из четырех звеньев: стерильный песок в вегетационных 
сосудах – растение-хозяин – 
бактериальные штаммы – 
фитопатогенный гриб [14]. 
Предварительно обработан-
ные 70%-ным этанолом в те-
чение 3 мин семена промы-
вали стерилизованной водой 
и проращивали во влажной 
камере при температуре 
24±0,5 °С. После появления 
зародышевого корешка, дли-
ной 1 мм, семена повторно 
обрабатывали этанолом, 
промывали стерилизованной 
водой и помещали в сосуды, 
заполненные крупным также 
стерилизованным речным 
песком и равномерно увлажненные стерильным рас-
твором Кнопа для гидропонных культур.  Бактеризацию 
семян проводили суспензиями опытных штаммов бакте-
рий из расчета 1×106 клеток/семя. Контролем в экспери-
ментах служили растения, выращенные без инокуляции 
семян бактериальными суспензиями. Для фитопатоген-
ной нагрузки использовали агаровые пластины с 14-и 
суточной культурой мицелия гриба F. охysporum, которые 
нарезали ленточками и помещали в рядки с семенами с 
последующей заделкой в песок.  В лабораторных опытах 
пшеницу выращивали в фитокамерах при освещении в 
течение 12 ч и температуре 24±0,5 °С. 

Выборка — 60 растений на вариант. Повторность опыта 
3-хкратная.  Измерения проводили 3-4 раза в усредненном 
образце, полученном cо всех растений каждого варианта и 
каждой повторности. В результате на вариант приходилось 
9-12 определений активности изучаемых ферментов. 

Полученные данные обрабатывали с помощью 
пакета StatSoft STATISTICA 6.0 и представляли в виде 
средней арифметической с доверительным интерва-
лом. Варианты сравнивали по критерию Стьюдента для 
95% уровня значимости (р<0,05).

результаты и обсуждение. Общеизвестно, что пе-
роксидазы, полифенолоксидаза и фенольные соединения 
играют большую роль в устойчивости растений к вреди-

телям и болезням [6-8]. Так, заражение тканей растения 
спорами гриба вызывает усиленное дыхание, одновре-
менно резко возрастает активность полифенолоксидазы. 
Устойчивым сортам свойственна также высокая перок-
сидазная активность [18]. У инфицированных растений 
резистентных сортов она больше, чем у пораженных рас-
тений восприимчивых сортов и здоровых растений любых 
сортов. Динамика активности пероксидазы коррелирует с 
развитием устойчивости растений к абиотическим и био-
тическим стрессам. Лигнификация, которую катализирует 
пероксидаза, играет чрезвычайно важную роль в защите 
растительных тканей от фитопатогенов. Образующийся при 
этом механический барьер ограничивает водный обмен и 
поступление питательных веществ в зону проникновения 
патогенных микроорганизмов [8, 18-20]. 

В нашем опыте при бактеризации семян без фитопа-
тогенной нагрузки активность полифенолоксидазы воз-
растала в надземной части растений (см. таблицу). Наи-
больший ее уровень отмечен в варианте с Pseudomonas 
sp. B-6798, когда активность фермента была выше, чем 
в контроле, в 6 раз (р<0,05). В корнях растений бактери-
зованных P. aureofaciens BS 1393 также наблюдали ее 
достоверное увеличение. В то же время активность по-
лифенолоксидазы в корнях в варианте с инокуляцией бак-
териями P. fluorescens АР-33 существенно снижалась.

В присутствии F. oxysporum в корнях растений, не 
подвергавшихся бактериальной интродукции, актив-
ность полифенолоксидазы возрастала в 2,5 раза, по 
сравнению с контрольными. В вариантах с бактериза-
цией, в тех же условиях, она практически не изменялась, 
и была близка к таковой у бактеризованных растений в 
экосистемах без фитопатогена. Исключение составил 
вариант с P. aureofaciens BS 1393, в котором наблю-
дали снижение активности фермента. В надземной 
части растений, в присутствии F. oxysporum, уровень 
полифенолоксидазы в контроле также возрастал, а при 
бактеризации P. aureofaciens BS 1393 и P. fluorescens 
АР-33 не изменялся, по сравнению с активностью фер-
мента в экосистемах без фитопатогена. Для варианта с 
бактеризацией Pseudomonas sp. B-6798 отмечено сни-
жение активности полифенолоксидазы до контрольных 
значений, по сравнению с ростом у бактеризованных 
растений без фитопатогенной нагрузки.

Данные об активности пероксидаз пшеницы показы-
вают, что, как и для полифенолоксидазы, в отсутствии 
фитопатогенной нагрузки при бактеризации семян на-
блюдается активизация этой группы ферментов. При 
этом для Pseudomonas sp. B-6798 количество перок-
сидаз увеличилось в корневой части растений, а для 
остальных рассмотренных штаммов – в надземной. 

Таблица. влияние бактеризации семян пшеницы на активность оксидаз 
в растениях с фитопатогенной нагрузкой и без патогена (Эксперимент в 
условиях модельных экосистем)

Вариант
Активность ферментов, мкмоль субстрата/г×мин

полифенолоксидаза пероксидазы
надземные ор-

ганы корни надземные 
органы корни

Без фитопатогенной нагрузки
Контроль 25,0±15,1 51,2±22,0 15,7± 2,4 46,2±12,5
Pseudomonas sp. B-6798 159,4±46,8* 28,1±15,6 6,2±0,4* 115,6±49,3*
P. aureofaciens BS 1393 64,6±21,7* 75,0±33,0* 37,5±13,0* 50,0±13,0
P. fluorescens AP-33 58,3±22,0 6,2±0,5* 31,2±6,5* 56,2±15,5

Фитопатогенная нагрузка (Fusarium oxysporum)
Контроль 62,5±20,0 125,0±12,5 62,5±20,0 25,6±7,0
Pseudomonas sp. B-6798 65,6±28,1 25,0±5,0* 56,2±15,0 55,0±15,0*
P. aureofaciens BS 1393 60,4±35,6 21,9±3,1* 64,5±7,5 46,9±24,3
P. fluorescens AP-33 50,0±37,5 9,4±3,1* 31,2±6,5* 40,6±20,8

* – статистически значимые различия с контролем (р<0,05).
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При наличии в экосистеме гриба F. oxysporum у кон-
трольных растений пшеницы отмечено повышение ак-
тивности пероксидаз в надземной части и некоторое ее 
уменьшение в корнях. 

В случае бактеризации семян в условиях фитопатогенной 
нагрузки, активность пероксидаз в корнях пшеницы прак-
тически не изменялась, по сравнению бактеризованными 
растениями без F. оxysporum, и оставалась на уровне, превы-
шающем показатели в контроле. В варианте с Pseudomonas 
sp. B-6798 наблюдали снижение активности этой группы 
ферментов в корнях в присутствии фитопатогена, однако она 
оставалась на уровне, значимо превышающем показатели 
в контроле (р<0,05). Кроме того, именно в этом варианте 
бактеризации ранее было отмечено минимальное коли-
чество растений с симптомами заболевания [17]. В целом 
активность пероксидазы повышалась преимущественно в 
корнях и наблюдалась ярко выраженная реакция на присут-
ствие фитопатогена. Таким образом, можно заключить, что 
именно ее увеличение в корневой системе дает растениям 
большее преимущество в формировании резистентности, 
чем рост активности полифенолоксидазы.

Анализ активности пероксидаз в надземной части 
растений показал, что после бактеризации, так же как в 
контроле, она возрастала в присутствии фитопатогена, что 
соответствует литературным сведениям о роли пероксидаз 
в формировании резистентности к возбудителям заболе-
ваний. Исключение составлял вариант с обработкой штам-
мом P. fluorescens АР-33, в котором активность ферментов 
практически не изменялась. 

выводы. На модели простейшей наземной экосисте-
мы показано, что бактеризация семян пшеницы вызывает 
увеличение активности полифенолоксидазы и пероксидаз 
в корнях и надземной части растений даже в отсутствии 
фитопатогена, что способствует повышению их устойчиво-
сти к заболеваниям. В контрольном варианте (без бактери-
зации семян) в присутствии фитопатогена во всех органах 
растений увеличивалась активность полифенолоксидазы; 
в листьях возрастала также активность пероксидаз, однако 
в корневой системе она оставалась практически неиз-
менной. В присутствии фитопатогена у бактеризованных 
растений наблюдали увеличение активности пероксидаз в 
корневой системе, что возможно свидетельствует об ином 
механизме индуцированной устойчивости.  

Таким образом, изменения активности пероксидаз и 
полифенолоксидазы могут свидетельствовать о наличии 
инфекционного процесса в растениях пшеницы, а также 
о способности бактерий рода Pseudomonas индуциро-
вать системную резистентность. Изменение активности 
изученных оксидаз в корневой и надземной частях рас-
тений под влиянием бактериальных штаммов в условиях 
фитопатогенной нагрузки может служить одним из пока-
зателей индукции бактериями системной резистентности 
растений, а также быть одним из критериев оценки эффек-
тивности биопрепаратов в лабораторных условиях или при 
проведении скрининга новых средств защиты растений. 
Наибольший защитный эффект наблюдали у растений, 
бактеризованных штаммами, способствующими увеличе-
нию активности пероксидаз в корневой системе.
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INFLuENCE OF whEAT SEED INOCuLATION ON OxIDASE ACTIVITY IN PLANTS  
uNDER PhYTOPAThOGENIC LOAD
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Summary. We investigated the effect of rhizosphere bacteria on the activity of polyphenol oxidase and peroxidases of wheat under 
phytopathogenic load as a mechanism of formation of plant resistance to pathogens under laboratory conditions. Three types of bacteria 



Достижения науки и техники АПК. 2015. Т. 29. № 656

земледелие и растениеводство

were used for inoculation of wheat seeds: Pseudomonas sp. В-6798, P. aureofaciens BS 1393 and P. fluorescens АР-33. Bacteria were 
inoculated in quantity 1x10E6 cell/seed. The culture of the fungus Fusarium oxysporum was used as the infection load in the experiments. 
The oxidase activity was assessed by the titration in the acetate buffer. In the absence of phytopathogenic load after the inoculation, 
the activity of polyphenol oxidase increased in aboveground parts of plants. The level 6 times higher than control values was registered 
in the variant with inoculation by Pseudomonas sp. B-6798 (р < 0.05). With the presence of F. oxysporum and without bacteria inocula-
tion the activity of this enzyme increased in plant roots 2.5 times, in comparison with the variant without the phytopathogen. In roots of 
inoculated plants the activity of polyphenol oxidase was almost invariable compared with the similar ones in the ecosystems without the 
pathogen. The peroxidase activity without phytopathogenic load increased after seed inoculation. For Pseudomonas sp. B-6798 the 
increase in peroxidase activity in the root part of plants was observed (2.5 times), and for other   examined strains this value increase 
in the leaves (2.0...2.4 times). In the presence of F. oxysporum the peroxidase activity increased in aboveground parts and reduced in 
roots of control plants. In the case of seed inoculation the value of this index in roots exceeded the control 1.6...2 times. On the basis of 
obtained data on the changes of the activity of the studied enzymes in inoculated plants in laboratory experiments it is possible to test 
plant protection agents against wheat root rot to choose the strains, which increase the activity of peroxidases in plant roots.
Key words: induced resistance, rhizobacterial systemic resistance, fusarious, peroxidase, polyphenol oxidase, seed inoculation, 
phytopathogens. 
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