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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF PHENOLIC GLICOZIDE VERBASCOSIDE

FROM PLANTAGO MAJOR SEEDS

Для своей защиты растения продуцируют множество различных веществ, среди
которых имеются как высокомолекулярные соединения (белки, пептиды) (Tossi, San-
dri, 2002), так и низкомолекулярные (фитоантисипины и фитоалексины) (Morrisey,
Osbourn, 1999; Дьяков и др., 2001). Они присутствуют в здоровых растениях консти-
тутивно или синтезируются в ответ на атаку фитопатогенных микроорганизмов,
стресс или воздействие некоторыми природными, а также синтетическими соедине-
ниями (Hutcheson, 1998; Тарчевский и др., 2002).

Цель настоящей работы состояла в выделении из семян подорожника (Plantago
major L.) соединений, обладающих антигрибной активностью, и в изучении их
свойств по отношению к разным видам фитопатогенных грибов.

Материал и методы

Семена подорожника собирали в 2002 г. в Московской обл. В экспериментах ис-
пользовали фитопатогенные грибы: Alternaria solani, Botrytis cinerea, Bipolaris soroki-
niana, Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum, F. oxysporum.

Семена подорожника (1 г) измельчали в ступке и экстрагировали 1 мл 10%-й ук-
сусной кислоты при перемешивании в течение 1 ч при комнатной температуре. Оса-
док удаляли центрифугированием, супернатант лиофилизовали. Остаток растворяли
в 0.5 мл растворителя (10%-й водный раствор ацетонитрила в 0.1%-й трифторуксус-
ной кислоте), центрифугировали. Супернатант наносили на колонку Sephacryl S-100
(1.6 � 80 см) и элюировали этим же растворителем со скоростью 16 мл/ч, собирая
фракции объемом 4 мл. Полученные фракции упаривали на вакуумном концентрато-
ре SpeedVac (Savant, США) и тестировали на антифунгальную активность по
отношению к грибу Bipolaris sorokiniana. Далее активную фракцию разделяли обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ на колонке Nucleosil-100 (4.6 � 250 mm) градиентом ацетонит-
рила от 10 до 40 % в течение 60 мин при скорости потока 1 мл/мин и температуре
40 °С; растворитель А — 0.1%-я трифторуксусная кислота, растворитель В — 80%-й
ацетонитирил в воде. На данной колонке активное соединение элюируется на 37 мин.
Структура выделенного соединения была установлена методом ЯМР спектроскопии.

Антигрибную активность изучали модифицированным методом лунок. Грибы вы-
ращивали 2 суток на смеси Nestle — 5 злаков, (20 г/л) при 26 °C, затем тестируемые
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образцы (50 мкл) помещали в лунки, вырезанные в агаре на расстоянии 3 см от центра
чашки Петри. Через 2 суток оценивали ингибирующую активность образцов и влия-
ние их на морфологические изменения в развитии гриба.

Для оценки способности изучаемого соединения защищать проростки ячменя от
поражения обыкновенной корневой гнилью использовали семена ячменя сорта Пирк-
ка, чувствительного к данному заболеванию. Стерильные наклюнувшиеся семена по-
мещали в чашки Петри с 2%-м водным агаром рядом с мембранным фильтром, смо-
ченным суспензией конидий гриба B. sorokiniana (106 спор/мл) и 25 мкл раствора
изучаемого соединения. Чашки Петри выдерживали в термостате в горизонтальном
положении 24 ч, столько же в вертикальном положении и затем 3 суток на свету при
комнатной температуре в вертикальном положении. Измеряли длину корней, высоту
и массу проростков, оценивали поражаемость корней грибом B. sorokiniana по степе-
ни некротизации ткани.

Интенсивность спороношения гриба на корнях определяли флотационным мето-
дом (Duczek, 1990). Отрезки корней растирали в ступке с 40 мл 5%-го раствора NaCl.
Смесь фильтровали через два слоя стеклоткани в пробирку и в фильтрат добавляли
5 мл минерального масла. Пробирки встряхивали горизонтально в течение 10 мин.
После 5 мин отстаивания слой масла (0.1 мл) переносили на предметное стекло и под-
считывали количество конидий гриба. Данные выражали как количество конидий на
растение. Повторность 5-кратная.

Результаты и обсуждение

С помощью спектроскопии ядерного магнитного резонанса ранее нами была уста-
новлена структура соединения, выделенного из семян Plantago major (Егоров и др.,
2004). Этим соединением оказался фенольный гликозид (2-(3,4-дигидроксифе-
нил)этил-b-D-3-O-b-D-рамнопиранозил)-4-O-(3,4-дигидроксициннамоил)-b-D-глюко-
пиранозид) с молекулярной формулой С29H36O15 и с молекулярной массой 624.60, из-
вестный под названием вербаскозид.

Биологические испытания показали, что вербаскозид в опытах in vitro в разной
степени ингибирует рост почвообитающих фитопатогенных грибов: Fusarium culmo-
rum, Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea (табл. 1). Отметим, что степень ингибиро-
вания вербаскозидом разных видов грибов варьировала. Так, Bipolaris sorokiniana
оказался наименее устойчивым, а Fusarium culmorum — наиболее устойчивым к вер-
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Т а б л и ц а 1

Антигрибная активность вербаскозида

Концентрация,
мкг/мл

Rhizoctonia
solani

Bipolaris
sorokiniana

Fusarium
culmorum

Alternaria
solani

Botrytis
cinerea

1000.00 – ++++ ++ – ++

330.00 – ++++ + – +

110.00 – +++ – – –

37.00 – ++ – – –

12.30 – ++ – – –

4.10 – + – – –

1.37 – + – – –

0.45 – + – – –

0.15 – – – – –

П р и м е ч а н и е. «–» — отсутствие, «+» — наличие антигрибной активно-
сти.



баскозиду. На Rhizoctonia solani и Alternaria solani вербаскозид не оказывал фун-
гистатического действия. Интересной особенностью вербаскозида оказалось его вли-
яние в малых концентрациях на морфологию гриба: вторичный рост, интенсивное
образование покоящихся структур — конидий и микросклероциев, нарушение мелани-
ногенеза и т. д. Наиболее чувствительным к вербаскозиду оказался гриб A. solani.

Эта особенность вербаскозида была проверена нами в экспериментах по его дей-
ствию на линейную скорость роста Bipolaris sorokiniana. В концентрации 33 мкг/мл
вербаскозид полностью подавлял рост гриба на твердой среде на протяжении 11 су-
ток. В контрольном варианте гриб вырос равномерно по всему диаметру чашки Петри
на 5-е сутки культивирования. При меньших концентрациях вербаскозида
(1.2—0.4 мкг/мл) наблюдается нарушение радиального роста гриба, особенностей
субстратного и воздушного мицелия: край колонии образует валик воздушного, вой-
лочного мицелия. Изменение морфологии развития и ингибирования роста фитопато-
гена B. sorokiniana при внесении в среду разных концентраций вербаскозида показано
на рис. 1. Морфологические изменения в развитии гриба сохранялись и после дву-
кратного пересева культуры.

В опытах in vitro вербаскозид защищал проростки ячменя от поражения B. soroki-
niana, значительно снижая интенсивность спорообразования гриба в тканях корня и
заболеваемость проростков корневой гнилью (рис. 2; табл. 2).

Таким образом, в ходе поиска соединений антигрибной природы мы использовали
семена сорного растения подорожника, повсеместно распространенного в России.
Изолированный из семян подорожника фенольный гликозид соответствует по своей
структуре известному соединению, называемому вербаскозидом, которое впервые
было выделено из корней Leucoseptrum japonicum (Miyase et al., 1982) и листьев таи-
ландского дерева Barnetti a cerri (Kanchanapoom et al., 2002). Вербаскозид является
природным антиоксидантом, обладающим положительным кардиоактивным (Pennac-
chio et al., 1999) и антиметастазным действием (Ohno et al., 2002). Отмечена также его
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Рис. 1. Морфологические изменения Bipolaris sorikiniana при росте на среде с вербаскозидом.

Концентрация в агаровой среде: 1 — 33.0, 2 — 1.2, 3 — 0.4 мкг/мл.
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Рис. 2. Влияние вербаскозида на поражение проростков ячменя Bipolaris sorokiniana.

1 — B. sorokiniana (106 конидий/мл) + 25 мкл H2O; 2, 3, 4 — B. sorokiniana + 25 мкл раствора вербаскозида в концентра-
ции 37.0, 4.1 и 0.2 мкг/мл соответственно.

Т а б л и ц а 2

Влияние вербаскозида на развитие проростков ячменя и поражение корней
Bipolaris sorokiniana (средние данные 7-кратной повторности)

Концентрация,
мкг/мл

Длина корня Высота проростков Масса проростков

Поражение
корня, %

Количество
конидий
в тканях
корня,
штук/г

мм
% по

отношению
к контролю

мм
% по

отношению
к контролю

мг
% по

отношению
к контролю

Контроль 85 — 102 — 189 — 81 400

37.0 92 8 145 42 210 11 22 120

4.1 97 14 123 20 201 7 25 120

0.2 85 0 109 7 190 1 60 288

P < 0.05 (HCP) 4 — 6 — 5 — — 13



антибактериальная активность против грамположительных Staphylococcus aureus
и грамотрицательных Proteus miratilis бактерий (Didry et al., 1999), однако его анти-
грибная активность не установлена.

Наши исследования биологической активности показали, что вербаскозид
обладает фунгистатическим действием по отношению к фитопатогенам Fusarium
culmorum, Bipolaris sorokiniana и Botrytis cinerea. При этом низкие концентрации сое-
динения вызывают морфологические изменения у грибов Bipolaris sorokiniana, Fu-
sarium culmorum, Alternaria solani и Rhizoctonia solani. Ингибирование роста R. solani
и Alternaria solani на твердых средах не отмечено.

Помимо непосредственного влияния вербаскозида на развитие грибов на твердых
средах нами была обнаружена его способность защищать проростки ячменя от гриб-
ной инфекции. Она проявлялась в снижении поражаемости корней грибом Bipola-
ris sorokiniana, а также в уменьшении интенсивности споруляции фитопатогена в тка-
нях корня.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (грант № 02-04-48578) и Министерства промышленности, науки и
технологий (грант 43.050.11.2561).
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Р Е З Ю М Е

Фенольный гликозид вербаскозид с молекулярной массой 624.6 Да был изолирован из се-

мян Plantago major. Оценивали биологическую активность вербаскозида по отношению к раз-

личным видам почвенных фитопатогенных грибов. Вербаскозид ингибировал in vitro рост та-

ких видов, как Fusarium culmorum, Bipolaris sorokiniana и Botrytis cinerea, но не влиял на рост

Rhizoctonia solani и Alternaria solani. В низких концентрациях вербаскозид влияет на морфоло-

гическое развитие патогенных грибов. Было показано, что вербаскозид защищает проростки

ячменя от поражения обыкновенной корневой гнилью и снижает интенсивность споруляции

грибов в ткани корня.

Ключевые слова: антигрибная активность, вербаскозид, Plantago major.

S U M M A R Y

Phenylpropanoid glycoside verbascoside with molecular mass 624.6 Da was isolated from the se-

eds of Plantago major. We assessed the biological activity of verbascoside with different soil-borne

pathogenic fungi. Verbascoside inhibited in vitrо the growth of Fusarium culmorum, Bipolaris soroki-

niana and Botrytis cinerea but not Rhizoctonia solani and Alternaria solani. At low concentrations the

verbascoside influences the morphological development of pathogenic fungi. It was shown that ver-

bascoside protects barley seedlings against common root rot disease and it decreases the intensity of

fungus sporulation in root tissue.

Key words: antifungal activity, verbascoside, Plantago major.
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