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Работа посвящена изучению изменений в фенольном 
метаболизме винограда с различной устойчивостью 
к милдью при применении прайминга микроорга-
низмами. исследования были проведены на двух 
гибридных формах винограда селекции ФгБнУ 
скФнцсВВ, отличающихся по устойчивости к мил-
дью. В качестве агента прайминга были выбраны 
симбионтные дрожжи Saccharomyces cerevisiae (S.c.). 
Было установлено существенное снижение развития 
милдью на листовых дисках, обработанных S.c. Более 
восприимчивая к милдью тана 33 демонстриро-
вала отложенную по времени реакцию, связанную 
с изменением общего содержания фенольных со-
единений, чем более устойчивая форма тана 42. 
обработка S.c. приводила к синтезу ресвератрола 
у обеих гибридных форм. При непосредственном 
заражении у тана 33 содержание микроботоксич-
ного виниферина увеличилось на 24 часа быстрее, 
чем у тана 42, но изначально более высокое его 
содержание в листьях тана 33 через 48 и 96 часов 
после обработки заметно снижалось, что говорит 
о повышенном расходе и недостаточной скорости 
восполнения, возможно,  высоким уровнем ингиби-
рования синтеза его предшественника ресвератрола 
со стороны патогена. гваяколовая пероксидаза при-
нимает участие в преобразовании ресвератрола в 
виниферин. Показано, что существенного роста её 
активности у тана 33 не происходило ни в один из 
периодов измерений. В противоположность этому, 
активность гваяколовых пероксидаз увеличивалась у 
тана 42 через 48 часов после заражения на фоне S.c. 
аналогичная тенденция прослеживалась по актив-
ности полифенолоксидазы. Хаотичные изменения 
в содержании стильбенов, низкая ферментативная 
активность у формы тана 33 может свидетель-
ствовать либо о недостаточном сигнальном пути, 
либо об отклонениях в процессе. для формы тана 
42 характерна согласованная динамика содержания 
фенольных соединений, стильбенов, активности 
ферментов, более ранняя реакция на возбудителя 
на фоне обработки S.c.
Ключевые слова: виноград; прайминг; феноль-
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changes in phenolic metabolism were studied in two hybrid forms of 
grapevine using priming with microorganisms. the study forms were 
released by the north-caucasian centre of Horticulture, Viticulture and 
winemaking and have different resistance to downy mildew. Symbiont yeast 
Saccharomyces cerevisiae (S.c.) entered as priming agent. a considerably 
lower development of the disease was registered on leaf disks treated with 
S.c. the form тана 33 which is more susceptible to downy mildew showed 
a time-delayed response associated with changes in levels of total phenolic 
compounds in comparison to the form тана 42 with a better resistance 
to downy mildew. resveratrol synthesis was induced in both study forms  
by S.c. treatment. Following a direct infection with downy mildew, тана 
33 showed a 24 h earlier increase in the level of microbe-toxic viniferin 
than тана 42. nevertheless, 48 and 96 h after the treatment, the initially 
higher level of viniferin in  тана 33 leaves went down considerably, which 
suggests a higher utilization and insufficient replenishment rate of this 
substance, probably, due to high inhibition of the synthesis of resveratol, 
its precursor, by the pathogen. transformation of resveratrol into viniferin 
is assisted by guaiacol peroxidase. no substantial increase in its activity 
was registered in тана 33 in any measurement time interval. on the 
contrary, тана 42 showed an increase in guaiacol peroxidase  activity 48 
h after infection with downy mildew on the background of S.c. treatment. 
Polyphenol oxidase activity showed a similar tendency. chaotic changes 
in stilbene levels and low fermentation activity in тана 33 may indicate 
either an insufficient signaling pathway or aberrations of the process. a 
concurrent dynamics as to the levels of phenolic compounds and stibenes 
and  the enzymatic activities as well as an earlier response to the pathogen 
against the S.c. treatment are characteristic for тана 42.
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Введение. трудно переоценить роль фенольных соеди-
нений в организме растений: они являются основны-
ми элементами многих метаболических путей, играют 

роль фитогормонов, защищают клетки растений от окисли-
тельного стресса, являются элементами растительного им-
мунитета и многое другое. среди множества путей метабо-
лизма фенольных соединений существует такое ответвление 
от фенилпропаноидного метаболического пути, как синтез 
стильбенов. Эти соединения для растений играют важную 
роль, защищая их от различных биотрофных патогенов [1, 
2], УФ-излучения [3], окислительного стресса [4] и других 
опасностей. однако у данного механизма есть существенная 
слабость – весьма длинный метаболический путь [5], а, сле-
довательно, высокая вероятность нарушения пути биосинте-
за. При этом множество грибковых патогенов способно на-
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рушать биосинтез стильбенов [6].
В настоящее время существует необходимость в 

разработке новых стратегий защиты винограда от 
распространения основных фитопатогенов, не за-
висящих от применения пестицидов и генетической 
устойчивости к единственному возбудителю. исполь-
зование защитных способностей иммунной системы 
растений в сочетании с другими стратегиями может 
иметь хороший потенциал для лучшей защиты сель-
скохозяйственных культур. Фенольные соединения 
растений являются одним из основных барьеров на 
пути инфицирования патогенами, в связи с чем из-
учение особенностей их биосинтеза у винограда при 
разработке новых стратегий защиты имеет важное 
значение, как в практическом растениеводстве, так и в 
потенциальном применении в биотехнологии.

Цель работы – изучение изменений в фенольном 
метаболизме винограда с различной устойчивостью к 
милдью при применении прайминга микроорганиз-
мами.

Материалы и методы. Эксперимент проводили на 
листьях винограда двух гибридных форм, отличаю-
щихся по устойчивости к милдью: высокоустойчивая 
форма тАнА 42 и слабоустойчивая форма тАнА 33. 
листья были собраны на полевом участке в г. Крас-
нодар. обработки BS – Bacillus subtilis, TV – Tricho-
dérma víride, SC – Saccharomyces cerevisiae, Vi – Ven-
turia inaequalis, контроль – вода – проводили путем 
нанесения капель объемом 25 мкл на лист. Через 24 
часа наносили споры Plasmopara viticola (PV) путем 
опрыскивания. Микроорганизмы были выбраны по 
следующим причинам: BS и TV – антагонистические 
микроорганизмы, применяемые в растениеводстве 
для защиты от различных групп патогенов; SC – вин-
ные дрожжи – являются естественными симбионтами 
винограда, заселяющими его ягоды и вегетативные 
органы; Vi была выбрана в качестве агента праймин-
га, так как является несовместимым для винограда 
грибным патогеном.

Эффективность применяемых обработок оце-
нивали на основании развития милдью на листовых 
дисках диаметром 2 см как процент площади диска, 
покрытой спороношением. листовые диски получа-
ли при помощи пробочного сверла диаметром 2 см 
из бессимптомных листьев винограда двух гибрид-
ных форм, собранных на полевом участке. 
В каждом варианте эксперимента использо-
вали 50-60 листовых дисков. листья обраба-
тывали 70%-ным этанолом, промывали дис-
тиллированной водой, помещали в чашки 
Петри с влажной фильтровальной бумагой 
и обрабатывали исследуемыми микроорга-
низмами путем нанесения капель объемом 
25 мкл на листовой диск. Заражение милдью 
проводили путем опрыскивания листовых 
дисков споровой суспензией через 24 часа 
после применения исследуемых микроор-
ганизмов [7]. спороношение наблюдалось 
через 96 часов после инокуляции PV. 

определение содержания метаболитов 
проводили через 24, 48, 72 и 96 часов после 

обработки микроорганизмами при заражении PV и 
без него.

для определения общего содержания фенольных 
соединений и флавоноидов готовили экстракт путем 
инкубации 0,1 г образца в течение ночи в темноте при 
+4°с в 2 мл 95%-ного этанола. на следующий день 
центрифугировали при 15000g 15 минут, супернатант 
использовали для дальнейших анализов. определе-
ние содержания общих фенольных соединений про-
водили по методу Фолина-Чокалтеу [8]. определение 
содержания флавоноидов проводили по методике, 
описанной Chang Ch. et al. (2002) [9].

Экстракцию ферментов проводили по методике, 
описанной сундыревой М.А. (2015) [10]. Фермента-
тивную активность полифенолоксидазы (PPO) из-
меряли с использованием катехола в качестве суб-
страта согласно методике, описанной Queiroz Ch. et 
al. (2011). Активность PPO измеряли по увеличению 
поглощения при 420 нм с использованием спектрофо-
тометра Unico2800 UV/VIS (сША) [11]. Активность 
гваяколовой пероксидазы определяли по методике, 
описанной н.л. Радюкиной с соавторами (2012) [12]. 
содержание стильбенов определялось методом ка-
пиллярного электрофореза [13].

Результаты и обсуждение. Более устойчивая к 
милдью форма тАнА 42 поражалась патогеном в 1,5 
раза меньше, чем слабоустойчивая форма тАнА 33 
(рис. 1). обработка SC показала очень высокую эф-
фективность, поэтому были исследованы изменения в 
составе и содержании различных классов фенольных 
соединений в сравнении с контрольным вариантом.

для выявления отличий между двумя гибрид-
ными формами винограда были измерены основные 
элементы фенольного метаболизма, а именно, содер-
жание фенольных соединений, трёх основных видов 
стильбенов: ресвератрола, виниферина, пицеида, 
флавоноидов, активность в растворе гваяколовой пе-
роксидазы и полифенолоксидазы в листьях винограда 
без обработок до применения микроорганизмов и за-
ражения милдью (табл.). 

Преобладающим среди стильбенов являлся пице-
ид, что подтверждается данными о количественном 
соотношении стильбенов в различных частях вино-
градного растения [14]. Полученные данные так же 
демонстрируют ещё одну закономерность: более 

 

0,00
5,00
10,00
15,00
20,00
25,00
30,00
35,00
40,00
45,00

К
он

тр
ол
ь

B
S

TV SC V
i

К
он

тр
ол
ь

B
S

TV SC V
i

42 33

%

Рис. 1. Поражение винограда милдью на фоне обработок микроорганизмами
Figure 1. infection of grapevine with downy mildew on the background of 
microbial treatments
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устойчивый сорт имеет изначально более низкий уро-
вень стильбенов, чем менее устойчивый, с другой сто-
роны, активность полифенолоксидазы и содержание 
промежуточных соединений у него несколько выше. 
Это можно объяснить тем, что устойчивые сорта об-
ладают более высокой скоростью синтеза и трансфор-
мации фенольных соединений [15].

содержание фенольных соединений при воздей-
ствии патогена, обработке S.C. и комбинированном 
воздействии с течением времени у исследуемых форм 
изменялось также неодинаково: обработка S.C. при-
вела у тАнА 42 к повышению общего содержания фе-
нольных соединений через 24 часа, непосредственно 
на заражение патогеном повышение их содержания 
происходило через 72 часа, а при заражении на фоне 
обработки S.C. – через 96 часов. В листьях формы 
тАнА 33 содержание фенольных соединений возрос-
ло независимо от способа воздействия. При этом на 
обработку S.C. без заражения обе формы отреагиро-
вали непродолжительным повышением содержания 
фенольных соединений, с последующим спадом. При-
чём тАнА 33 демонстрирует более отложенную по 
времени реакцию. общее снижение содержания фе-
нольных соединений относительно контроля говорит 

об активации различных биосинтетических процес-
сов, в которых эти вещества необходимы, без увеличе-
ния их собственной выработки, а отдельные подъёмы 
– об активации метаболических путей их биосинтеза 
(рис. 2) [5]. 

следующим этапом является образование флаво-
ноидов. Полученные результаты практически полно-
стью повторяли изменения содержания фенольных 
соединений на всём протяжении времени исследо-
вания у формы тАнА 42. Вероятно влияние окисли-
тельного стресса, переориентирующего метаболизм 
на синтез стильбенов, преимущественно над синтезом 
флавонола [16]. 

отдельно стоит отметить динамику флавоноидов 
у формы тАнА 33 через 48 часов, после обработки: 
на данный момент времени был зафиксирован подъ-
ём содержания фенольных соединений, однако содер-
жание флавоноидов не только ниже контроля, но и не 
изменилось за 24 часа, если обратить внимание на со-
держание при обработке S.C. без заражения (рис. 2). 
таким образом, образец тАнА 33, вероятно, демон-
стрировал несколько отстающую реакцию на зараже-
ние как патогенном, так и S.C.

Ресвератрол и пицеид обладают слабой токсиче-
ской активностью в отношении P. viticola, в то время 
как d-виниферин является высокотоксичным [17]. 
тем не менее, ресвератрол также может расходоваться 
на сопротивление патогену без трансформации [18]. 
В исследовании изменения содержания ресвератрола 
было установлено, что обе гибридные формы синте-
зировали его при обработке S.C., причём можно на-
блюдать сначала резкий спад его содержания у тАнА 
33 и последующее нарастание к 72 часам. При зараже-
нии же картина несколько другая: у тАнА 42 обна-
руживается резкий подъём к 72 часам с последующим 
спадом, а у тАнА 33 содержание хоть и всегда нахо-
дится ниже контроля, но колеблется около контроль-
ных значений (рис. 3).

отмечено, что у устойчивых форм синтезирован-
ный ресвератрол сразу трансформируется в винифе-
рин [19], в то время как у слабоустойчивых ресвера-
трол сначала трансформируется в пицеид, а потом уже 

Показатель ТАНА 33 ТАНА 42
Общее содержание фенольных 
соединений, мг.экв. галловой 
кислоты/г сырой массы

30,90 ± 2,03 32,34 ±4,15

Флавоноиды, мг/г сырой массы 5,65 ±0,26 4,42 ±0,08

Ресвератрол, мг/дм3 6,3 ±0,60 1,95 ±0,23

Пицеид, мг/дм3 23,15±0,68 17,15 ±0,38

Виниферин, мг/дм3 8,95 ±0,88 2,35 ±0,08
Активность гваяколовых перок-
сидаз, е.а./мг белка 9,97 ±0,70 9,04 ±0,46
Активность полифенолоксидазы, 
е.а./мг белка 76,07 ±5,56 104,48 ±5,18

Таблица. содержание различных фенольных 
соединений и активность связанных ферментов листьев 
винограда
Table. levels of various phenolic compounds in grape leaves
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Рис. 2. изменение содержания фенольных соединений в листьях винограда относительно контроля
Figure 2. changes in levels of phenolic compounds in grape leaves relative to the control
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в виниферин [20]. согласно полученным данным, со-
держание пицеида, при обработке S.C., но без зараже-
ния, у обеих форм увеличивалось. При этом реакция 
в виде увеличения синтеза произошла через 24 часа, 
так же наблюдалось и повторное возрастание, спустя 
короткий период спада, отмеченный через 48 часов. 
исходя из этого можно сделать вывод, что обе формы 
реагируют на S.C. как на патоген, что, наиболее веро-
ятно, связано с его поверхностными молекулярными 
структурами, распознаваемыми растением. При за-
ражении растения образование пицеида начало по-
вышаться спустя 72 часа, дополнительное воздействие 
S.C. усилило эффект у обеих форм (рис. 3).

Как уже упоминалось ранее, именно виниферин 
является наиболее токсичным для патогенов соеди-
нением и его выработка растениями является более 
мощным защитным механизмом при заражении. По-
лученные данные свидетельствуют о том, что при не-
посредственном заражении у тАнА 33 содержание 
виниферина увеличилось на 24 часа быстрее, чем у 
тАнА 42. с другой стороны, изначально в образ-
цах тАнА 33 содержалось больше виниферина, чем 
у тАнА 42, но через 48 и 96 часов после обработки 
обнаруживается заметное снижение его содержания, 
что говорит о повышенном расходе и недостаточной 
скорости восполнения, возможно, высоким 
уровнем ингибирования синтеза его пред-
шественника ресвератрола со стороны пато-
гена [21, 22]. наиболее же сильной оказалась 
реакция тАнА 42 на обработку S.C. без за-
ражения, постепенно ослаблявшаяся со вре-
менем. сочетание заражения и обработки 
S.C. привело к снижению продукции вини-
ферина у обеих форм. объяснить подобное 
можно тем, что ранняя реакция организма 
растения на S.C. приводит к быстрому ис-
тощению запасов метаболита, в то же время 
препятствуя распространению PV (рис. 4).

Гваяколовая пероксидаза, как и другие, 
фенольные пероксидазы, принимает участие 
в преобразовании ресвератрола в винифе-
рин, поэтому изменение её активности может 

быть показателем изменения скорости исследуемого 
пути биосинтеза [23]. Это утверждение подтвержда-
ется полученными результатами: условия и время, при 
которых происходит увеличение активности гваяко-
ловой пероксидазы в исследуемых образцах совпадает 
со скачками количества стильбенов. также стоит об-
ратить внимание на то, что существенных увеличений 
её активности у тАнА 33 не происходило ни в один 
из периодов измерений. В противоположность этому, 
активность гваяколовых пероксидаз увеличивалась 
у тАнА 42 через 48 часов после заражения на фоне 
S.C. Полифенолоксидаза – фермент, катализирующий  
гидроксилирование о-монофенолов в о-дифенолы 
и окисление молекулярным кислородом дифенолов 
в хиноны. субстратом для полифенолоксидазы яв-
ляются монофенолы (аминокислоты тирозин —ок-
сифенилаланин), дифенолы (пирокатехин, кофейная 
кислота) и трифенолы (хлорогеновая кислота). Ак-
тивность полифенооксидазы обеспечивает появление 
таких защитных производных, как лигнин. динамика 
активности полифенолоксидазы аналогична предыду-
щему ферменту у обеих изученных форм винограда. 
Разница в функционировании этих ферментов про-
слеживалась у тАнА 33 в более интенсивном сниже-
нии активности полифенолоксидазы при всех типах 
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Рис. 3. изменение содержания ресвератрола и пицеида в листьях винограда относительно контроля
Figure 3. changes in resveratrol and piceid levels in grape leaves relative to the control

Изменение содержания ресвератрола
Changes in resveratrol levels  

Изменение содержания пицеида
Changes in piceid levels

Рис. 4 изменение содержания виниферина в листьях винограда 
относительно контроля
Figure 4.  changes in viniferin levels in grape leaves relative to the control
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воздействия. для тАнА 42 было характерно большее 
положительное влияние на активность полифенолок-
сидазы обработки SC, нежели заражения PV, в срав-
нении с активностью гваяколовой пероксидазы через 
72 часа после обработки (рис. 5). 

есть сведения, что устойчивые сорта демонстриру-
ют специфический хронологический набор событий 
при заражении, который не наблюдается у чувстви-
тельных генотипов, начиная с увеличения активных 
форм кислорода, сопровождаемого гиперчувствитель-
ным ответом, увеличения активности пероксидазы в 
клетках, фланкирующих зону инфекции, и, наконец, 
увеличения содержания фенольных соединений [24].

таким образом, у образца тАнА 33 мы наблюдали 
подъём уровня фенольных соединений через 48 часов 
при любой обработке, чего нельзя сказать об образ-
це тАнА 42, так как рост синтеза фенольных соеди-
нений произошёл раньше (через 24 часа), поскольку 
устойчивые сорта характеризуются большей скоро-
стью реакции. Говоря о тАнА 33, стоит заметить, 
что подъём содержания фенольных соединений и его 
последующий спад никак не коррелирует с данными 
как по стильбенам, так и с данными по фенолпропа-
ноидам. следующим этапом является уже образова-
ние ресвератрола из кумароил-КоА. изменения на-
ступают только при обработке S.C., а при заражении 
практически нет отклонений от нормы. Аналогичная 
ситуация с пицеидом. В содержании виниферина есть 
одно повышение (72 часа), стоящее особняком, но схо-
жее по картине с таковой у тАнА 42. Вместе с вини-
феринами птеростильбен является одной из наиболее 
токсичных форм стильбена, в 10 раз более токсичной, 
чем ресвератрол [25].

Можно предположить, что у образца тАнА 33 
используются до 72 часов собственные запасы стиль-
бенов, которых у него больше, чем у образца тАнА 
42. В пользу этой теории говорит и снижение актив-
ности ферментов, участвующих в их биосинтезе (по-
лифенолоксидазы и гваяколовой пероксидазы). При 
этом заметны скачкообразные изменения содержания 
стильбенов (по истечении 48 часов всех разновидно-

стей стильбенов мало, по истечении 72 часов – коли-
чество резко растёт, через 96 часов – заметный спад). 
Подобная хаотичная картина синтеза может свиде-
тельствовать либо о недостаточном сигнальном пути, 
либо об отклонениях в процессе. есть утверждения, 
что патогены могут угнетать синтез стильбенов путём 
подавления экспрессии необходимых для синтеза бел-
ков [26], но наблюдаемая активность ферментов ниже 
среднего при любой обработке и на всём протяжении 
исследования говорит в пользу первого предположе-
ния.

У образца тАнА 42 есть совпадения в динамике 
содержания фенольных соединений, фенилпропано-
идов и стильбенов, что определённо говорит об осу-
ществлении процессов синтеза стильбенов. При этом 
самым ярким примером является содержание всех 
этих соединений через 72 часа после любой обработ-
ки. стоит отметить, что обработка патогеном и S.C. 
приводит к более раннему увеличению активности 
ферментов и, соответственно, снижению содержания 
стильбенов в дальнейшей перспективе (рис. 4–7). Это 
позволяет предположить, что обработка растений S.C. 
вызвала более раннюю реакцию на патоген, с одной 
стороны, приводящую к более быстрому истощению 
пула метаболитов-предшественников, но, с другой 
стороны, за счёт более раннего ответа, позволяющую 
растению справиться с патогеном на ранних стадиях 
заражения. Характер влияния S.C на растение ана-
логичен воздействию вакцины на человеческий орга-
низм.

изменения, наступающие по истечении 96 часов 
после заражения, также могут свидетельствовать о 
начале нового роста синтеза стильбенов, что может 
быть связано с циклами развития милдью (PV). В ра-
нее проведённых исследованиях отмечается тоталь-
ное повышение стильбенов через 12 и 26 дней после 
заражения патогеном [26].

Выводы. Установлено существенное снижение 
развития милдью на листовых дисках, обработанных 
Saccharomyces cerevisiae (S.C.) Более восприимчивая к 
милдью тАнА 33 демонстрировала отложенную по 

Рис. 5. изменение активности гваяколовой пероксидазы и полифенолоксидазы относительно контроля
Figure 5. changes in guaiacol peroxidase and polyphenol oxidase activities relative to the control
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времени реакцию, связанную с изменением общего 
содержания фенольных соединений, чем более устой-
чивая форма тАнА 42. обработка S.C. приводила к 
синтезу ресвератрола у обеих гибридных форм. При 
непосредственном заражении у тАнА 33 содержание 
микроботоксичного виниферина увеличилось на 24 
часа быстрее, чем у тАнА 42, но изначально более вы-
сокое его содержание в листьях тАнА 33 через 48 и 96 
часов после обработки заметно снижалось, что гово-
рит о повышенном расходе и недостаточной скорости 
восполнения, возможно, высоким уровнем ингибиро-
вания синтеза его предшественника ресвератрола со 
стороны патогена. Гваяколовая пероксидаза прини-
мает участие в преобразовании ресвератрола в вини-
ферин. существенного роста её активности у тАнА 
33 не происходило ни в один из периодов измерений. 
В противоположность этому активность гваяколовых 
пероксидаз увеличивалась у более устойчивой формы 
тАнА 42 через 48 часов после заражения на фоне S.C. 
Аналогичная тенденция прослеживалась по актив-
ности полифенолоксидазы. Хаотичные изменения в 
содержании стильбенов, низкая ферментативная ак-
тивность у формы тАнА 33 может свидетельствовать 
либо о недостаточном сигнальном пути, либо об от-
клонениях в процессе. для формы тАнА 42 характер-
на согласованная динамика содержания фенольных 
соединений, стильбенов, активности ферментов, бо-
лее ранняя реакция на возбудителя на фоне обработки 
S.C. обработка растений S.C. вызвала более раннюю 
реакцию на патоген, приводящую к более быстрому 
истощению пула метаболитов-предшественников, с 
одной стороны, но, с другой стороны, за счёт более 
раннего ответа позволяющая растению справиться с 
патогеном на ранних стадиях заражения.
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