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The research of the potential of hydroponic culture Triticum aestivum as a model system for the study 
of the biological effect of fungicides included determination of the content of peroxidation products 
of lipids (malondialdehyde) and proteins (carbonylated proteins), free proline in roots, and border 
cells in the root apex of 2-day-old seedlings infected with Fusarium graminearum. In the infected 
seedlings roots content of proline, carbonylated proteins and border cells was 1.4; 8.0 and 3.0 times, 
respectively, higher than in roots of non-infected seedlings. Triazole fungicide tebuconazole in the 
studied concentrations (0.01, 0.10 and 1.00 µg/ml medium) caused a dose-dependent decrease in the 
number of border cells in the root apex of infected seedlings. The results allow to positively evaluate 
hydroponic culture Triticum aestivum as a model system for studying of the biological effects of the 
fungicides (in particular, their phytotoxicity) and fusariosis.
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Гидропонная культура Triticum aestivum  
как модельная система  
для оценки эффектов фузариоза и фунгицидов

Н.Г. Мензянова
Сибирский федеральный университет 

Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79

Исследование потенциала гидропонной культуры Triticum aestivum в качестве модельной 
системы для изучения биологического действия фунгицидных препаратов включало 
определение содержания продуктов перекисного окисления липидов (малонового диальдегида) 
и белков (карбонилированных белков), свободного пролина в корнях, количествa пограничных 
клеток в корневом апексе 2-дневных проростков, инфицированных Fusarium graminearum. 
Показано, что в корнях инфицированных проростков содержание пролина, карбонилированных 
белков и пограничных клеток было в 1.4, 8.0 и 3 раза выше, чем в корнях неинфицированных 
проростков. Триазольный фунгицид тебуконазол в исследованных концентрациях (0.01; 0.10 
и 1.00 мкг/мл среды) в корневом апексе инфицированных проростков вызывал дозозависимое 
уменьшение численности пограничных клеток. Результаты позволяют положительно оценить 
гидропонную культуру Triticum aestivum как модельную систему для изучения биологических 
эффектов фунгицидов (в частности, их фитотоксичности) и фузариоза.

Ключевые слова: гидропонная культура Triticum aestivum, Fusarium graminearum, продукты 
перекисного окисления липидов и белков, свободный пролин, пограничные клетки, фунгицид 
тебуконазол.

введение

Фузариоз  – одно из самых распростра-
ненных заболеваний зерновых агрокультур, 
которое вызывают почвенные патогенные 
грибы рода Fusarium. Использование фунги-
цидов позволяет снизить риск развития фу-
зариозов и уменьшить содержание микоток-
синов в товарном зерне (Schmale et al., 2003; 
SANCO, 2013). 30 % всего рынка фунгицидов 
представлено триазольными фунгицидами, 
которые являются потенциальными ингиби-
торами фунгальной стерол-14-α-деметилазы, 
приводят к нарушению метаболизма стеро-
лов и в итоге к дефициту функций мембран-
ных систем микопатогена (Lamb et al., 2001; 

Hartwig et al., 2012). С другой стороны, триа-
зольные фунгициды являются фитотоксикан-
тами (Ahemad et al., 2012 a, b). Специфических 
эффекторных мишеней для триазольных фун-
гицидов в растительных клетках не выявлено, 
на системном уровне их токсические эффекты 
реализуются в нарушениях гормонального 
баланса (Yang et al., 2014), азотистого обме-
на, снижении активности прорастания, нару-
шениях роста и развития корней (Serra et al., 
2013, 2015).

Известно, что фунгальная стерол-14-
α-деметилаза, эффекторная мишень триа-
зольных фунгицидов в клетках микопато-
генов, относится к эволюционно древнему 
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цитохром-450(CYP)-суперсемейству, которое 
выявлено также у растений и животных (Lamb 
et al., 2001). Предполагается, что фитотоксич-
ность (а также токсичность триазольных фун-
гицидов для человека и животных) связана с 
влиянием фунгицидов на активность стерол-
деметилаз и нарушением стерол-зависимого 
сигналинга (Hartwig et  al., 2012). На систем-
ном уровне стерол-зависимый сигналинг 
определяет активность таких процессов, 
как пролиферация, дифференцировка, про-
дукция реактивных форм кислорода (РФК) 
(Wassmann et al., 2001; Park et al., 2008). 

Причинно-следственная цепочка «ин-
гибирование стерол-деметилаз → дефицит 
стерол-зависимого сигналинга → ингибиро-
вание продукции реактивных форм кислоро-
да» представляет особый интерес для оценки 
мико- и фитотоксичности гербицидов, а так-
же оценки устойчивости растений к микопа-
тогенам. Связано это с тем, что регулируемая 
гиперпродукция реактивных форм кислорода 
(РФК) в ответ на инвазию патогенов являет-
ся одной из важнейших защитных реакций 
растительных организмов. РФК являются 
не только высокотоксичными соединения-
ми, но и запускают специфические системы 
сигналинга, которые приводят к изменению 
паттернов экспрессии генов и формированию 
состояния «резистентности» или «чувстви-
тельности» растения-хозяина к патогенам 
(обзоры Frederickson et al., 2014; Swarupa et al., 
2014). У патогенных грибов в процессе эволю-
ции сформировались скавенджер-системы, 
которые позволяют им нейтрализовать цито-
токсические эффекты окислительного взрыва 
растения-хозяина. Кроме того, патогенные 
грибы стали использовать РФК, которые ге-
нерируются в клетках растения-хозяина, для 
регуляции экспрессии собственных генов, 
контролирующих процессы клеточной диф-
ференцировки и роста гифов в растительных 

тканях (Takemoto et al., 2007). Таким образом, 
РФК-сигналинг одновременно определяет: 
1)  мобилизацию защитных систем растений 
в ответ на инвазию микопатогенов; 2) акти-
вацию роста и дифференцировки микопато-
гена в растительных тканях после инвазии; 
3)  мико- и фитотоксичность фунгицидов. 
Задача получения стабильно высоких уро-
жаев зерна заключается в том, чтобы РФК-
зависимые перестройки этих трех систем 
привели к максимальному подавлению мико-
инфекции с минимальными фитотоксически-
ми эффектами. Для решения этой задачи тре-
буются адекватные и доступные модельные 
системы.

Наряду с уровнем продуктов перекисно-
го окисления важным индикатором состоя-
ния корневой системы растений является со-
держание свободной аминокислоты пролина, 
которое является интегральным показателем 
активности антиоксидантных и защитных 
систем корня. Пролин выполняет функцию 
низкомолекулярного скавенджера свободных 
радикалов (Signorelli et al., 2014) и увеличива-
ет экспрессию генов антиоксидантных фер-
ментов (de Carvalho et al., 2013). Активация 
синтеза белков с высоким содержанием про-
лина играет важную роль в реализации меха-
низмов защиты корня от инвазии патогенов 
(Cecchini et al., 2011; Plancot et al., 2013; Qamar 
et al., 2015). 

С корнями связаны не только зоны ин-
вазии патогенов (Berrocal-Lobo and Molina, 
2008), но и система пограничных клеток 
(ПК). Эта специфическая популяция мета-
болически активных клеток локализуется в 
корневом апексе и играет фундаментальную 
роль в регуляции взаимоотношений корня с 
симбиотическими и патогенными организма-
ми ризосферы (Gunawardena et al., 2002; Bais 
et al., 2006; Wen et al., 2007, 2009; Cannesan et 
al., 2011, 2012). Гелевый чехол является про-
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дуктом экскреторной активности ПК и сре-
дой их обитания после отделения от поверх-
ности корневого апекса (Cannesan et al., 2011, 
2012; Hawes, 2012). Инвазия патогенов в ткани 
корня инициирует продукцию ПК, увеличи-
вает секреторную активность ПК (Plancot et 
al., 2013). Это позволяет рассматривать чис-
ленность ПК как интегральный показатель 
активности систем защиты корня после инва-
зии патогенов.

Цель представленной работы  – иссле-
дование гидропонной культуры Triticum 
aestivum в качестве модельной системы для 
оценки биологического действия фунгицид-
ных препаратов. Для этого определяли со-
держание продуктов перекисного окисления 
белков (карбонилированных белков (КБ)) и 
липидов (малонового диальдегида (МДА)) и 
свободного пролина в корнях, численность 
ПК в корневом апексе неинфицированных 
проростков и проростков, инфицированных 
Fusarium graminearum, обработанных и не 
обработанных фунгицидом.

Материалы и методы

В эксперименте было пять вариантов: в 
контрольном варианте использовали неин-
фицированное зерно пшеницы Т. aestivum, в 
четырех опытных вариантах – зерно, инфи-
цированное F. graminearum. Зерно промыва-
ли в течение 5-6 ч под проточной водой и за-
мачивали на 24 ч в дистиллированной воде 
при комнатной температуре. Проклюнув-
шиеся зерновки раскладывали по чашкам 
Петри по 50 штук в каждую. В контрольный 
вариант и в один из опытных вносили 7 мл 
дистиллированной воды, в три оставшихся 
опытных варианта – 7 мл раствора фунгици-
да тебуконазола (ТБ) с концентрацией 0,01; 
0,10 и 1,00 мкг/мл. Зерно проращивали в те-
чение 48-часов при комнатной температуре 
в условиях круглосуточной освещенности. 

У 2-дневных проростков срезали фраг-
менты корней с корневыми апексами длиной в 
1 см. Полученную биомассу корней гомогени-
зировали в 0,05 М Трис-НСl буфере, рН = 7.4, 
в ручном гомогенизаторе, при Т = 4 °С. Гомо-
генаты центрифугировали для удаления гру-
бого дебриса при 5000 g 45 мин при Т=4 °С. 
Супернатант собирали и использовали для 
определения содержания карбонилирован-
ных белков по методу Carty et al. (2000), ма-
лонового диальдегида по методу Heath and 
Packer (1968) и пролина по методу Bates et al. 
(1973). Содержание карбонилированных бел-
ков, малонового диальдегида и пролина пере-
считывали на 1 мг белка гомогената корней. 
Белок определяли по методу Лоури (Lowry et 
al., 1951).

Для микроскопического анализа корне-
вые апексы фиксировали 2,5%-ным глутаро-
вым альдегидом, приготовленном на 0,1  М 
фосфатном буфере, рН=7,2. Корневые апексы 
отмывали от фиксатора дистиллированной 
водой и окрашивали 0,01%-ным метиленовым 
синим. Под световым микроскопом подсчи-
тывали количество свободных пограничных 
клеток, отделившихся от поверхности корне-
вого апекса, и оценивали размеры гелевого 
чехла (за счет большого количества полисаха-
ридов чехол окрашивался в голубой цвет). В 
каждом экспериментальном варианте анали-
зировали 60-70 корневых апексов.

Эксперимент был проведен в двух по-
вторностях с тремя биологическими повто-
рами для каждой экспериментальной точки. 
На графиках и в таблице показаны средние и 
ошибки средних. Для оценки достоверности 
различий средних использовали критерий 
Стъюдента.

Результаты и обсуждение

В гидропонной культуре активность 
прорастания неинфицированных зерновок 
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Triticum aestivum достигала 90  ±  3  % (про-
растало 90  % зерновок). В корнях 2-днев-
ных проростков содержание КБ составляло 
1,03 ± 0,09 нМ/мг белка (рис. 1). Содержание 
одного из продуктов перекисного окисления 
липидов, малонового диальдегида (МДА), 
составляло 0,300 ± 0,035 нМ/мг белка. МДА, 
как продукт перекисного окисления мембран-
ных липидов, может участвовать в регуляции 
активности клеточных мембран (через реор-
ганизацию липидного бислоя и изменение ак-
тивности мембраносвязанных белков) (Ansari 
et al., 2015; Antosik et al., 2015). Выявленное 
соотношение содержания КБ и МДА пред-
ставляет собой «физиологический фон», в 
условиях которого реализуется нормальное 
развитие проростков.

Содержание пролина в корнях 2-днев-
ных проростков составляло 10,59 ± 0,26 мкг/
мг белка. Выявленные соотношения в содер-
жании КБ, МДА и пролина определяют осо-
бенности окислительно-восстановительного 
гомеостаза, характерного для нормально раз-
вивающихся корней неинфицированных про-
ростков T. aestivum.

Для инфицированных F. graminearum 
зерновок активность прорастания составляла 
77 ± 7 %. Но при этом содержание КБ в кор-
нях инфицированных проростков было в 8 
раз больше, чем в корнях неинфицированных 
проростков (рис. 1). Увеличение активности 
перекисного окисления белков является ре-
зультатом регулируемой активации продук-
ции РФК в растительных тканях в ответ на 
инвазию микопатогена и необходимо для ин-
дукции РФК-зависимого сигналинга защит-
ных систем (Frederickson et al., 2014; Swarupa 
et al., 2014). В отличие от значительного уве-
личения КБ содержание МДА в корнях инфи-
цированных проростков достоверно не отли-
чалось от содержания в неинфицированных 
корнях (рис. 1). Это может быть обусловлено 
включением МДА в окислительную модифи-
кацию белков (Augustyniak et al., 2015). 

Содержание пролина в корнях инфици-
рованных проростков было в 1,4 раза больше 
по сравнению с корнями неинфицированных 
проростков (рис. 1). Относительно небольшое 
увеличение содержания пролина (скавендже-
ра свободных радикалов) может быть связано 
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Рис. 1. Содержание карбонилированных белков (Карб. белки, нМ/мг белка), 

малонового диальдегида (МДА, 10-8М/мг белка) и пролина (мкг/мг белка) в корнях 2-

дневных проростков Triticum аestivum. По оси абсцисс: 1 – неинфицированные проростки; 

2 - проростки, инфицированные Fusarium graminearum. Звездочками отмечены значения 

варианта 2, достоверно отличающиеся от варианта 1, р>0,05. 

Рис. 1. Содержание карбонилированных белков (карб. белки, нМ/мг белка), малонового диальдегида 
(МДА, 10-8М/мг белка) и пролина (мкг/мг белка) в корнях 2-дневных проростков Triticum аestivum. По 
оси абсцисс: 1 – неинфицированные проростки; 2 – проростки, инфицированные Fusarium graminearum. 
Звездочками отмечены значения варианта 2, достоверно отличающиеся от варианта 1, р>0,05
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с участием пролина в активации более эффек-
тивных антиоксидантных систем (увеличе-
нии экспрессии генов аскорбат-пероксидазы, 
каталазы, супероксид-дисмутазы, глутатион-
редуктазы (de Carvalho et al., 2013)). Выявлено, 
что для корней инфицированных проростков 
характерны совершенно иные количествен-
ные соотношения между содержанием КБ, 
МДА и пролина, что может свидетельствовать 
о переходе окислительно-восстановительных 
систем на новый уровень гомеостаза.

Внесение в культуральную среду фунги-
цида тебуконазола (ТБ) в концентрациях 0,01; 
0,10 и 1,00 мкг/мл не влияло на активность 
прорастания инфицированных зерновок по 
сравнению с инфицированным вариантом без 
внесения фунгицида (75 ± 8 %). Все изученные 
концентрации ТБ не влияли на содержание 
КБ, МДА и пролина в корнях инфицирован-
ных проростков по сравнению инфициро-
ванным вариантом без внесения фунгицида 
(таблица). Возможно, это было следствием от-
носительно низких концентраций ТБ, исполь-
зованных в эксперименте.

Далее изучали морфологические особен-
ности корневого апекса неинфицированных и 
инфицированных проростков, характеризую-
щихся выраженными различиями в содержа-
нии карбонилированных белков. На рис. 2 
представлены микрофотографии популяции 
пограничных клеток (ПК), которая локализу-

ется в корневом апексе растений. ПК играют 
важную роль в формировании химического и 
механического барьера, защищающего кор-
невой апекс и его меристему от воздействия 
неблагоприятных факторов, в частности от 
инвазии различных патогенов. Этот барьер 
представляет собой гелевый чехол на поверх-
ности корневого апекса.

Световая микроскопия корней неинфи-
цированных проростков выявила следующие 
морфологические особенности корневого 
апекса. Корневой апекс окружен небольшим 
гелевым чехлом, в котором находятся ПК, 
утратившие механический контакт с поверх-
ностью апекса (рис. 3a). Численность ПК для 
неинфицированных проростков невелика: 
15 ± 3 кл/апекс. У инфицированных пророст-
ков высокое содержание карбонилированных 
белков в корнях сопровождалось увеличени-
ем численности ПК (47 ± 7 кл/апекс). Это по-
зволяет предположить, что РФК-сигналинг 
может включаться в активацию продукции 
ПК в ответ на инвазию микопатогенов. Одно-
временно с увеличением численности ПК в 
корневом апексе инфицированных пророст-
ков наблюдали увеличение размеров гелевого 
чехла (рис. 3б, в, г). Формирование объемного 
гелевого чехла обусловлено активацией экс-
креторной активности ПК и защищает кор-
невой апекс от инвазии патогенов (корневой 
апекс – наиболее «защищенная» зона кор-

Таблица. Содержание карбонилированных белков (карб. белки, нМ/мг белка), малонового диальдегида 
(МДА, нМ/мг белка) и пролина (мкг/мг белка) в корнях 2-дневных проростков Triticum аestivum, 
инфицированных Fusarium graminearum, при проращивании в среде с различными концентрациями 
тебуконазола

Содержание  
в корнях

Концентрация фунгицида в среде, мкг/мл
0 0,01 0,1 1

Карб. белки 8,31±1,22 8,98±0,96 8,91±1,10 9,05±1,53
МДА 0,261±0,031 0,284±0,024 0,281±0,028 0,297±0,033

Пролин 15,05±1,85 15,61±1,01 16,82±1,65 15,51±1,32
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ня). Эффективность защиты определяется не 
только увеличением размеров гелевого чех-
ла, но и изменениями его состава (Baetz and 
Martinoia, 2014). Известно, что в инфициро-
ванных корнях ПК секретируют ксилогалак-
тураны, которые устойчивы к воздействию 
пектинолитических ферментов микопатоге-
нов, и арабингалактановые белки (Cannesan et 
al., 2011, 2012).

Внесение фунгицида ТБ в среду не влия-
ло на содержание КБ в корнях инфицирован-
ных проростков (по сравнению с инфициро-
ванными проростками без фунгицида), но 
приводило к дозозависимому уменьшению 
ПК в корневом апексе (рис. 4а). Так, для кон-
центрации ТБ 0,01 и 0,10 мкг/мл количество 
ПК уменьшалось в 2 раза, для концентрации 

ТБ 1,00 мкг/мл – в 4,7 раза по сравнению с ва-
риантом без внесения фунгицида.

Уменьшение численности ПК в корневом 
апексе сопровождалось уменьшением разме-
ров гелевого чехла. В варианте с концентраци-
ей ТБ 1,00 мкг/мл преобладали практически 
«голые» корневые апексы, без заметного ге-
левого чехла и свободных ПК (рис. 4б, рис. 5). 
Такие «голые» апексы не встречались у не-
инфицированных проростков. Это позволяет 
предположить, что этот феномен обусловлен 
фитотоксичностью фунгицида. Диффунди-
руя через гелевый чехол в корневой апекс, ТБ 
ингибирует продукцию ПК, возможно, через 
стерол-зависимый сигналинг, который уча-
ствует в регуляции активности пролиферации 
клеток (обзор Roy et al., 2011). Резкое сокра-

 

Рис. 2 Пограничные клетки корневого апекса 2-дневных проростков Triticum 
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боковой поверхности корневого апекса. Клетки утратили механический контакт с 
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Рис. 2. Пограничные клетки корневого апекса 2-дневных проростков Triticum аestivum: а – одиночные 
клетки на вершине корневого апекса; б, в – агрегаты клеток на боковой поверхности корневого апекса. 
Клетки утратили механический контакт с поверхностью корневого апекса и лежат в гелевом чехле, 
окружающем корневой апекс



 

Рис. 3. Морфология корневых апексов 2-дневных проростков Triticum аestivum. а – 

корневой апекс неинфицированных проростков; б, в, г - корневой апекс проростков, 

инфицированных Fusarium graminearum. Разброс пограничных клеток вокруг корневого 

апекса отражает размеры гелевого чехла. В апексах инфицированных проростков клетки в 

гелевом чехле могут находиться в составе крупных агрегатов (б), отслаиваться пластами с 

боковой поверхности корневого апекса (г). 
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Рис. 3. Морфология корневых апексов 2-дневных проростков Triticum аestivum: а – корневой апекс 
неинфицированных проростков; б, в, г  – корневой апекс проростков, инфицированных Fusarium 
graminearum. Разброс пограничных клеток вокруг корневого апекса отражает размеры гелевого чехла. 
В апексах инфицированных проростков клетки в гелевом чехле могут находиться в составе крупных 
агрегатов (б), отслаиваться пластами с боковой поверхности корневого апекса (г).
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Рис. 4 Количество пограничных клеток в корневом апексе (а) и относительное 

количество «голых» (без заметного гелевого чехла) апексов (б) у 2-дневных проростков 

Triticum аestivum, инфицированных Fusarium graminearum, при проращивании на среде с 

различными концентрациями тебуконазола. Звездочками отмечены значения, достоверно 

отличающиеся от варианта без внесения тебуконазола, р>0,05. 

Рис. 4. Количество пограничных клеток в корневом апексе (а) и относительное количество «голых» 
(без заметного гелевого чехла) апексов (б) у 2-дневных проростков Triticum аestivum, инфицированных 
Fusarium graminearum, при проращивании на среде с различными концентрациями тебуконазола. 
Звездочками отмечены значения, достоверно отличающиеся от варианта без внесения тебуконазола, 
р>0,05
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Рис. 5. «Голый» (без заметного гелевого чехла) корневой апекс - морфологический 

вариант корневого апекса, который появляется у инфицированных Fusarium graminearum 

2-дневных проростков Triticum аestivum при проращивании на среде с различными 

концентрациями фунгицида тебуконазола. 
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Рис. 5. «Голый» (без заметного гелевого чехла) корневой апекс – морфологический вариант корневого 
апекса, который появляется у инфицированных Fusarium graminearum 2-дневных проростков Triticum 
аestivum при проращивании на среде с различными концентрациями фунгицида тебуконазола

щение численности свободных ПК, основных 
продуцентов молекулярных компонентов 
гелевого чехла, приводит к появлению «го-
лых» апексов. Трудно обсуждать последствия 
дисбаланса между высокой активностью про-
дукции РФК в корнях инфицированных про-
ростков и резким сокращением численности 
свободных ПК, исчезновением гелевого чех-
ла. Можно полагать, что это может привести 
к снижению эффективности защитных си-
стем растительных тканей в условиях фито-
патогенной инвазии.

Несмотря на неопределенность 
молекулярно-клеточных механизмов, лежа-
щих в основе выявленного феномена «голых» 
апексов, полученные результаты позволяют 
рассматривать популяцию ПК в качестве 
одной из эффекторных мишеней фунгицида 
ТБ и использовать ее для оценки фитотоксич-
ности фунгицидов в гидропонной культуре.

Заключение

Показано, что в инфицированных 
F. graminearum 2-дневных проростках 
T. aestivum происходит резкое увеличение 
содержания карбонилированных белков в 
корнях, сопровождающееся увеличением 
численности ПК и размеров гелевого чехла 
в корневом апексе (по сравнению с неинфи-
цированными проростками). Фунгицид те-
буконазол в исследованных концентрациях 
не влиял на содержание карбонилирован-
ных белков в корнях инфицированных про-
ростков, но приводил к резкому уменьше-
нию численности ПК и размеров гелевого 
чехла (до полного исчезновения) в корневом 
апексе. Полученные результаты позволяют 
положительно оценить гидропонную куль-
туру как модельную систему для оценки 
биологического действия фузариоза и фун-
гицидов.

Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда по гранту № 14-26-
00039.
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