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В обзоре изложены современные представления о строении, механизмах регуляции и функциональной
роли поры неспецифической проницаемости (mPTP) во внутренней мембране митохондрий животных
и растений. Приведены некоторые особенности, характеризующие функционирование mPTP в ми-
тохондриях растений и ее регуляцию под влиянием Са2+ и АФК. Суммированы имеющиеся в лите-
ратуре доказательства, свидетельствующие об участии митохондрий в программируемой гибели
клеток растений, в том числе благодаря индукции mPTP. Намечены направления дальнейших ис-
следований mPTP в митохондриях растений.

Ключевые слова: Са2+/АФК-зависимая неспецифическая пора, F0F1-АТФ-синтаза, изменение про-
ницаемости внутренней мембраны, мембранный потенциал, митохондрии, программируемая
смерть клеток
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ВВЕДЕНИЕ
Митохондрии являются центральными органел-

лами дыхания и энергетики клетки. Осуществляя
превращение органических соединений и синтез
АТФ, необходимый для поддержания жизнедея-
тельности клетки, митохондрии, вместе с тем, в
неблагоприятных условиях, способны активиро-
вать ее запрограммированную гибель (PCD) [1].
Кроме того, митохондриям отводится основная
роль во внутриклеточном сигналинге, в котором
участвуют вторичные мессенджеры, например, Ca2+

или АФК [2, 3]. Важно отметить, что внутренняя ми-
тохондриальная мембрана (IMM) в соответствии с

хемиосмотической концепцией Митчелла непро-
ницаема не только для протонов, но практически
для всех метаболитов и сигнальных молекул, а для
их трансмембранного транспорта требуются спе-
циальные переносчики или каналы. При этом
внешняя митохондриальная мембрана (ОММ)
более проницаема для ионов и растворенных ве-
ществ, что опосредованно наличием потенциал-
зависимого анионного канала (VDAC) и других
селективных каналов [4–6].

В ранних работах было показано, что при
определенных условиях проницаемость IMM мо-
жет резко возрастать, тогда протоны и различные
ионы, а также небольшие молекулы могут сво-
бодно проходить в матрикс органелл. Это явление
(изменение проницаемости внутренней мембра-
ны) получило название митохондриальной пер-
меабилизации (mPT). Существование mPT в ми-
тохондриях животных впервые было обнаружено
и изучено Haworth и Hunter [7–9]. Вначале это от-
крытие было воспринято как артефакт, связанный с
повреждением митохондрий, однако позднее было
доказано, что mPT возникает в результате откры-
тия во внутренней мембране специального мега-
канала или поры (mPTP) под действием различ-
ных факторов (например, при накоплении Ca2+ в
матриксе) [10]. Благодаря постоянному интересу
исследователей, за более чем 40-летнюю историю

Сокращения: СВЧ – реакция сверхчувствительности; СК –
салициловая кислота; ЦсА – циклоспорин А; AIF – апо-
птоз-активирующий фактор (от англ. Apoptose Inducing
Factor); ANT – переносчик адениновых нуклеотидов (от
англ. Adenine Nucleotide Transporter); IMM – внутренняя
мембрана митохондрий (от англ. Inner Mitochondrial Mem-
brane); OMM – внешняя мембрана митохондрий (от англ.
Outer Mitochondrial Membrane); PCD – запрограммиро-
ванная гибель клеток (от англ. Programmed Cell Death);
mPT – пермеабилизация внутренней мембраны митохон-
дрий (от англ. Mitochondrial Permeability Transition); mPTP –
пора неспецифической проницаемости во внутренней
мембране митохондрий (от англ. Mitochondrial Permeability
Transition Pore); mΔΨ – электрический мембранный по-
тенциал на внутренней мембране митохондрий; VDAC –
потенциал-зависимый анионный канал (от англ. Voltage-
Dependent Anion Channel).
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изучения этого канала было опубликовано не-
сколько тысяч статей. Оказалось, что нарушение
функционирования mPTP приводит к дисфункции
митохондрий, вследствие чего возникают многие
болезни человека: от болезни Альцгеймера и
ишемической болезни сердца, до онкологиче-
ских и нейродегенеративных заболеваний [11, 12].
Поэтому результаты изучения этого мегаканала
важны не только для фундаментальной науки, но
также для лучшего понимания природы многих
патологий, включая, по-видимому, болезни расте-
ний (см. ниже). Поскольку наибольшего прогресса
в изучении структуры, механизмов регуляции и
функциональной роли mPTP удалось достичь на
митохондриях животных, представляется необхо-
димым вначале дать ее краткую характеристику в
этих органеллах.

СТРОЕНИЕ, РЕГУЛЯЦИЯ И ФУНКЦИЯ 
mРТР В МИТОХОНДРИЯХ ЖИВОТНЫХ

У животных mPTP определяют, как Са2+-зави-
симое и циклоспорин А-чувствительное увеличе-
ние проницаемости внутренней митохондриальной
мембраны для протонов и веществ с молекулярной
массой меньше 1.5 кДа различной природы: низ-
комолекулярных ионов, сахаров, нуклеотидов и
т.д. [11, 12]. Состояние mPTP регулируется раз-
личными модуляторами, которые либо ингиби-
руют (циклоспорин A, АДФ, АТФ, НАД·Н, Mg2+,
H+ и др.) или активируют (Са2+, жирные кислоты,
Pi, АФК и др.) ее открытие [10–14]. Учитывая
важную роль этого канала, механизмы, регулирую-
щие его переход из закрытого в открытое состоя-
ние, чрезвычайно сложны и не до конца изучены. В
разных обзорах приводится более 40 различных
эффекторов, способных оказывать прямое или
опосредованное влияние на активность mPTP в
митохондриях животных [10–13].

Наиболее важным регуляторным компонен-
том mPTP является шаперон циклофилин Д [10,
12, 13, 15]. В присутствии Pi этот белок связывает-
ся с субъединицей АТФ-синтазы OSCP, что при-
водит к открытию mPTP. Циклоспорин A (ЦсA),
путем связывания с циклофилином Д индуцирует
его отсоединение от АТФ-синтазы, блокируя об-
разование поры [13, 15]. Чувствительность к ЦсА
часто служит диагностическим тестом функцио-
нирования поры в митохондриях животных, однако
в митохондриях растений такое ингибирование на-
блюдается не всегда (см. ниже).

Ключевую роль в регуляции mРТР в митохон-
дриях животных играют ионы Ca2+. Повышение
концентрации Ca2+ в матриксе, наряду с увеличе-
нием уровня АФК, приводит к открытию поры,
коллапсу mΔΨ и набуханию органелл [10, 12, 14,
16–18]. Хорошо известно, что Ca2+, являясь акти-
ватором открытия mРТР в физиологических усло-

виях, способен накапливаться в митохондриях в
большом количестве без увеличения проводимо-
сти внутренней мембраны. Pазличные эндоген-
ные модуляторы mРТP способны изменять порог
концентрации Ca2+, необходимой для инициации
данного процесса. Адениновые нуклеотиды (АДФ,
АТФ и АМФ), вероятно, являются наиболее мощ-
ными эндогенными ингибиторами mРТ, увеличи-
вая порог концентрации Ca2+, при котором про-
исходит спонтанное открытие поры [7–10, 18].
В отличие от Ca2+ другие двухвалентные катио-
ны Sr2+, Mn2+ и Ba2+ являются сильными инги-
биторами mPT, препятствуя притоку Ca2+ внутрь
митохондрий, а Mg2+ тормозит открытие поры
путем конкурентного ингибирования [7–10]. Не-
давно было показано, что Ca2+ связывается c
АТФ-синтазой на участке близко расположен-
ном к сайту связывания Mg2+ между α- и β-субъ-
единицами [14, 18].

Другими важными эндогенными регуляторами
открытия mPTP являются АФК, а также активные
формы азота (АФА). Известно, что митохондрии
являются, как основным источником, так и мише-
нью для АФК/АФА. Показано, что mРТР чрезвы-
чайно чувствительна к изменению своего редокс-
состояния. Окислительный стресс, наиболее изу-
ченный индуктор mPTP. АФК и прооксиданты
способствуют Ca2+-индуцированному открытию
mPTP, вызывая изменение редокс-состояния
SH-групп в молекулах белков, формирующих или
регулирующих активность mРТР во внутренней
мембране митохондрий животных [1, 17–19]. Об-
наружена высокая чувствительность к АФК F1F0-
АТФ-синтазе, являющейся, в соответствии с со-
временными представлениями, основным компо-
нентом mРТР в митохондриях животных [20, 21].

Кроме того, индукция mРТР регулируется ве-
личиной mΔΨ и ∆рН матрикса, конформацией
транслокатора адениновых нуклеотидов (АNТ) и
другими эффекторами [10]. Как и адениновые
нуклеотиды, высокий mΔΨ удерживает поры за-
крытыми, в то время как его снижение способ-
ствует спонтанной индукции mPT. Подобный
контроль mРТР со стороны электрохимического
градиента протонов (∆μH+) создает концептуаль-
ную основу для “примирения” или согласования
существования mPTP с хемиосмотической тео-
рией, главным постулатом которой, как известно,
является непроницаемость внутренней мембра-
ны митохондрий для протонов [12]. Показано, что
ингибиторы ANT − атрактилозид и бонгкрековая
кислота противоположным образом модулируют
функционирование mPTP, соответственно, спо-
собствуя и подавляя ее открытие. Эти результаты
послужили одной из предпосылок для предполо-
жения об участии ANT в формировании mPTP
[10, 12].
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Уже в ранних работах было показано, что у жи-
вотных mPTP может функционировать в двух ос-
новных состояниях: с низкой (с амплитудой 0.3–
0.7 nS) и высокой (1.5 nS) проводимостью [22, 23].
Открытие mРТР в состоянии высокой проводимо-
сти или “классической” mPTP (p-mPTP), носит
долговременный и, как правило, необратимый ха-
рактер. Оно сопровождается полной диссипацией
mΔΨ на внутренней мембране, нарушением ионно-
го и осмотического гомеостаза в матриксе, высоко-
амплитудным набуханием митохондрий, наруше-
нием целостности внешней мембраны органелл и
высвобождением из межмембранного простран-
ства ряда проапоптозных белков (цитохрома с, бел-
ка AIF и других). Эти белки могут запускать процесс
апоптоза посредством активации соответствую-
щих протеаз (каспаз) и нуклеаз в цитозоле [1, 12,
16, 22, 24]. В состоянии высокой проводимости
mPTP проявляется, как правило, в стрессовых
ситуациях, когда наблюдается серьезное наруше-
ние работы митохондрий, связанное, например, с
повышенной генераций органеллами АФК и воз-
никновением окислительного стресса [1, 18, 20].
Если это происходит с отдельными митохондрия-
ми, коллапс mΔΨ может активировать митофагию,
целью которой является удаление поврежденных
органелл (так называемый “механизм контроля
качества митохондрий”) [12]. В том случае, когда
индукция p-mРТР охватывает большую часть попу-
ляции митохондрий, которое сопровождается уве-
личением объема матрикса, исчезновением крист, а
также пермеабилизацией ОММ вследствие актива-
ции ОММ-порообразующих белков (ВАХ, ВАК),
запускается процесс PCD по пути апоптоза или
некроза в зависимости от количества оставшихся
в клетке неповрежденных митохондрий, способ-
ных поддерживать синтез АТФ [12, 18].

В состоянии низкой проводимости индукция
mPTP увеличивает проницаемость IMM для про-
тонов и, по-видимому, небольших катионов (К+

Na+, Ca2+), что ведет к ее частичной или полной
деполяризации, а также разобщению окислитель-
ного фосфорилирования. Показано, что отличи-
тельными особенностями этого подсостояния
mРТР (или t-mPTP) являются: легкая обратимость,
нечувствительность к экзогенному Са2+, слабая
чувствительность к ЦсА и отсутствие набухания
митохондрий [21, 23, 25, 26]. Открытие mРТР может
быть как кратко-, так и долговременным [23, 24].
При этом именно долговременное открытие
mРТР в любой из двух конформаций ведет к необ-
ратимым функциональным изменениям в мито-
хондриях и фактически определяет судьбу клетки
[22, 23, 27]. Индукция mPTP в состоянии низкой
проводимости возникает спонтанно в процессе
нормальной физиологической активности мито-
хондрий (например, в результате накопления
Ca2+ внутри органелл). В результате поступления

Н+ из цитозоля в митохондрии снижается pH
матрикса, что способствует закрытию поры. В та-
ких условиях mPTP может быстро переходить из
закрытого состояния в открытое и обратно в резуль-
тате перераспределения ионов между цитозолем и
матриксом митохондрий [18, 25, 28]. Быстрый цик-
лический переход из открытого в закрытое состо-
яние t-mPTP, которое называют “мерцанием”
(flickering) поры, можно регистрировать с ис-
пользованием флуориметричеcкой техники в
изолированных митохондриях и интактных клет-
ках [23, 28, 29]. Вопрос о том, может ли открытие
t-mРТР катализировать пассивный выход ионов
Ca2+ из матрикса в цитозоль по градиенту его кон-
центрации остается дискуссионным. Тем не менее,
в ряде работ показано, что в состоянии низкой
проводимости mРТР проницаема не только для
протонов, но и для низкомолекулярных катионов
(К+, Na+, и, по-видимому, Са2+). В этом состоя-
нии функционирование mРТР может участвовать
в передаче Са2+-сигнала и/или в регуляции (го-
меостатировании) уровня Са2+ в матриксе за счет
его быстрого выхода из органелл [12, 22, 30]. Та-
ким образом, кратковременную индукцию поры
в состоянии t-mPTP, по-видимому, можно рас-
сматривать в качестве протекторного механизма,
предохраняющего митохондрии от избыточного
накопления Ca2+ в матриксе и от Ca2+-зависимых
изменений метаболизма органелл, например, по-
вышенного образования АФК [18].

Несмотря на значительный прогресс, достиг-
нутый в изучении факторов, регулирующих ин-
дукцию mPTP, открытым остается вопрос о ее
структуре. Согласно более ранним представлениям,
структурными компонентами mPTP, формируемой
в месте контакта митохондриальных мембран, вы-
ступали вольт-зависимый анионный канал (VDAC)
или порин (внешняя мембрана), а также АNТ
(внутренняя мембрана) и ассоциированный со
стороны матрикса консервативный белок цикло-
филин Д [18, 31, 32]. Позднее было высказано
предположение, что в структуру mPTP входит пе-
реносчик фосфата, который, связываясь с цикло-
филином Д и ANT, образует во внутренней мем-
бране митохондрий пору, регулируемую ионами
Ca2+ [10, 27]. Однако указанные модели строения
mPTP не нашли своего подтверждения в ходе ге-
нетических исследований. Было показано, что
функционирование mPTP сохранялось в мито-
хондриях, выделенных из трансгенных растений,
у которых экспрессия гена (или нескольких генов),
кодирующих каждый из указанных выше струк-
турных компонентов была подавлена [18, 33, 34].

Более современные представления о структуре
mPTP связаны с предположением о формирова-
нии mPTP с участием F0F1-AТФ-синтазы [12, 13, 18,
26]. В настоящее время предлагаются две рабочие
модели высокоамплитудной поры: “гипотеза диме-
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ра” и “гипотеза с-кольца”. Согласно первой,
Ca2+-индуцированное изменение конформации
димера вызывает образование поры на границе
двух мономеров АТФ-синтазы [35]. Вторая гипоте-
за предполагает формирование канала в результате
конформационных изменений в кольце с-субъеди-
ниц ATФ-синтазы, индуцированных ионами Ca2+

[36]. Имеется несколько прямых доказательств
того, что АТФ-синтаза участвует в образовании
mPTP. Во-первых, изолированная АТФ-синтаза
или ее с-субьединица (или ее димер), встроенные
в искусственный бислой, генерируют Ca2+-инду-
цируемый поток веществ высокой проводимости,
который электрофизиологически эквивалентен
индукции p-mPTP [35, 36]. Кроме того, генетиче-
ские изменения субъединиц АТФ-синтазы заметно
влияют на чувствительность mPTP к ее регулято-
рам [36–39].

Недавно, с использованием генетических ме-
тодов были получены доказательства того, что
ANT и АТФ-синтаза могут быть независимыми
каналами, ответственными за функционирова-
ние mPTP в состоянии низкой и высокой прово-
димости, соответственно [40–42]. Основываясь
на этих данных, была предложена новая интересная

модель строения mРТР, которая синтетически со-
единила две другие модели, ранее привлекшие наи-
большее внимание исследователей. Согласно но-
вой модели структура mPTP формируется из двух
основных функциональных элементов, ANT и
ATФ-синтазы, объединенных в единый комплекс
под названием ATФ-синтасома (ATP synthasome)
(рис. 1) [13, 18]. Можно не сомневаться, что эта
новейшая модель строения mPTP также привле-
чет большое внимание митохондриологов и будет
подвергнута всестороннему изучению и проверке.

ОСОБЕННОСТИ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 
mРТР В МИТОХОНДРИЯХ РАСТЕНИЙ
За более чем 25 лет прошедших после первого

сообщения о присутствии mРТР в митохондриях
растений (этиолированных стеблей гороха) [43],
данные о присутствии и свойствах этой поры бы-
ли получены при изучении митохондрий, выде-
ленных из: листьев овса [44], клубней картофеля
[45, 46], корней пшеницы [47], клеточной культу-
ры Arabidopsis thaliana [48], листьев канабиса [49],
семядолей люпина [50] и некоторых других рас-
тительных объектов. Судя по этим данным, mРТР
в митохондриях растений, как и в митохондриях

Рис. 1. Гипотетическое строение поры неспецифической проницаемости (mPTP) во внутренней мембране митохон-
дрий в виде АTФ-синтасомы − комплекса, состоящего из димера АТФ-синтазы (ATPase) и аденилатного транспортера
(ANT). При функционировании комплекса в состоянии высокой проводимости (p-mPTP) канал, проницаемый для
растворов веществ с молекулярной массой меньше 1.5 кДа, образуется, или между двумя молекулами ATФ–синтазы,
или внутри ее мономера, по-видимому, в кольце c-субъединиц (толстые стрелки). В состоянии низкой проводимости
(t-mPTP), канал, проницаемый только для протонов и, возможно, небольших катионов, включая Са2+, формируется
внутри переносчика аденилатов (тонкая стрелка).
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животных, может функционировать в двух метабо-
лических состояниях (или подсостояниях) – высо-
кой и низкой проводимости. Например, функци-
онирование индуцируемой Са2+ и Pi типичной
(или канонической) mРТР было показано в мито-
хондриях клубней картофеля, корней пшеницы,
листьев овса и некоторых других растений [44, 45,
47]. Открытие mРТР в этих органеллах сопровож-
далось коллапсом m∆Ψ, а также высокоампли-
тудным набуханием матрикса с последующим
выходом из органелл цитохрома с. При этом, ин-
дукция mРТР, например, в митохондриях клубней
картофеля ингибировалась ЦсА который, как уже
отмечалось, служит ключевым тестом для иден-
тификации активности mРТР в митохондриях
животных [46]. Интересно, что в митохондриях
клубней картофеля и корней пшеницы Са2+-зави-
симая индукция mРТР и выход из митохондрий
цитохрома с наблюдались в условиях недостатка
кислорода в среде инкубации [46, 47]. При этом са-
ма по себе аноксия была не способна индуцировать
открытие mРТР и потерю митохондриями цито-
хрома с [47]. Кроме того, Са2+-индуцируемое набу-
хание митохондрий тормозилось при снижении рН
(с 7.4 до 6.6) и активировалось в присутствии про-
оксидантов (диамида и фениларсен-оксида), а так-
же линоленовой кислоты, что в целом аналогично
условиям, способствующим индукции mРТР в ми-
тохондриях животных [46]. Вместе с тем, сразу же
обнаружились и некоторые особенности, характе-
ризующие mРТР в митохондриях растений.

Во-первых, для Са2+-зависимой индукции
mРТР было необходимо присутствие в среде инку-
бации высокой концентрации Са2+ (0.5–2.5 мМ),
что, по мнению авторов, могло объясняться низкой
активностью переносчика этого иона (Са2+-уни-
портера) в митохондриях, например, клубней кар-
тофеля, корней пшеницы и листьев овса [45–47]. В
других случаях Са2+-зависимая индукция mРТР
достигалась благодаря присутствию Са2+-ионофо-
ров, например, А23187, обеспечивающего транс-
порт и накопление Са2+ в матриксе митохондрий
листьев овса [44]. Во-вторых, чувствительность
mРТР к ЦсА в митохондриях, выделенных, на-
пример, из клубней картофеля проявлялась в
присутствии мощного восстановителя – ДТТ [46].
В другой работе, индукция mРТР в состоянии вы-
сокой проводимости (р-mРТР) в митохондриях
корней пшеницы оказалась не чувствительной к
ЦсА [47]. Причина различной чувствительности
mРТР в растительных митохондриях к ЦсА оста-
ется неизвестной, хотя белки семейства цикло-
филина Д, а также фермент пептидилпролил цис-
транс изомераза (peptidylprolyl cis-trans isomerase),
через взаимодействие с которыми реализуется ре-
гуляторное действие ЦсА на активность mРТР в
митохондриях животных, обнаружены и в расте-
ниях, например, в митохондриях Arabidopsis thali-

ana и Glycine max [45, 51, 52]. В недавней работе
сотрудников лаборатории A. Vianello [53] также
было показано, что регуляция mРТР под влияни-
ем ЦсА осуществлялась в результате его прямого
взаимодействия с циклофилином Д в митохон-
дриях стеблей гороха.

Особенностью функционирования mРТР в
митохондриях стеблей гороха, которая индуциро-
валась после накопления в матриксе (с помощью
Са2+ ионофора ETH129) 240-720 мкМ экзогенного
Са2+ и сопровождалась диссипацией m∆Ψ, являет-
ся то, что она в отличие, например, от митохондрий
клубней картофеля не сопровождалась набуханием
матрикса и потерей цитохрома с. Это характерно
для функционирования поры в состоянии низкой
проводимости [53]. Кроме того, было показано,
что кроме ионов Cа2+, активаторами mРТР, кото-
рые повышали ее чувствительность (“sensitized”)
к основным регуляторам в этом состоянии, явля-
лись прооксиданты, например, диамид и фенилар-
сен-оксид, а кроме ЦсА индукция mРТР ингиби-
ровалась в присутствии субстратов АТФ-синтазы
(Mg-AДФ и Mg-AТФ). По мнению авторов это
означает, что механизмы, регулирующие измене-
ние проницаемости внутренней мембраны в ми-
тохондриях гороха в результате индукции mPTP в
состоянии низкой проводимости (t-mPTP), близ-
ки к таковым, модулирующим активность типич-
ной mРТР в состоянии высокой проводимости
(p-mPTP) в митохондриях животных [53]. Нами
были изучены условия индукции и некоторые
свойства mРТР, функционирующей в состоянии
низкой проводимости в митохондриях семядолей
люпина [50, 54]. Важно, что эти митохондрии от-
вечали основным критериям нативности, в част-
ности, характеризовались интактными мембра-
нами, а также прочным сопряжением процессов
окисления и фосфорилирования. При окислении
дыхательных субстратов ЦТК, в частности, сук-
цината, митохондрии семядолей были способны
длительное время поддерживать m∆Ψ, как за счет
работы ЭТЦ, так и в ходе АТФ-азной реакции
при ингибировании дыхательной цепи, например,
в условиях гипоксии. Показано, что добавление в
инкубационную среду дышащих митохондрий
люпина салициловой кислоты (СК), активирую-
щей образование АФК, или прооксиданта (фени-
ларсен-оксида), или 50–100 мкМ CaCl2, вызывало
после непродолжительного лаг-периода (8–10 мин),
полную диссипацию m∆Ψ, указывая на индукцию
протонной проводимости внутренней мембраны,
которая не сопровождалась набуханием органелл
[50, 54]. Также было обнаружено, что коллапс m∆Ψ
под действием Cа2+ и прооксидантов наблюдался
при торможении ЭТЦ в условиях анаэробиоза и
полностью обращался при аэрации среды инкуба-
ции. Кроме того, диссипация m∆Ψ не ингибирова-
лась в присутствии ЦсА, но полностью предотвра-
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щалась благодаря присутствию в среде инкубации
ДТТ или хелаторов Са2+ (ЭГТА и ЭДТА). На осно-
вании полученных результатов авторы пришли к
заключению, что в митохондриях семядолей лю-
пина индукция mРТР в состоянии низкой прово-
димости происходила при повышении в матриксе
уровня АФК и Са2+, а также при торможении рабо-
ты ЭТЦ в условиях гипоксии, которые, по-видимо-
му, дополнительно повышают чувствительность
(“сенсибилизируют”) поры к ее активаторам, в
частности, к ионам Cа2+ [54]. Следует также отме-
тить, что митохондрии семядолей люпина могут
служить удобной моделью для изучения свойств
mРТР, поскольку способны без использования
Са2+ ионофоров поглощать и накапливать экзоген-
ный Cа2+, хотя и с более низкой скоростью, чем ми-
тохондрии животных (печени крысы). Это важно,
так как одной из главных трудностей в активации
mРТР в митохондриях, выделенных из многих
растительных объектов, является, как уже отме-
чалось, низкая активность механизмов, обеспе-
чивающих транспорт в матрикс экзогенного Са2+,
в первую очередь, низкая активность в этих орга-
неллах Са2+-унипортера [46, 53].

Несмотря на полное отсутствие работ, специаль-
но посвященных изучению молекулярной структу-
ры РТ поры в митохондриях растений, общеприня-
то, что она не должна существенно отличаться от
таковой в митохондриях животных и дрожжей,
учитывая сходство основных механизмов регуля-
ции их активности [25, 55]. Кроме того, в мито-
хондриях растений присутствуют все те же основ-
ные компоненты mРТР, которые в разное время
были включены в ее структуру: VDAC, транслока-
тор адениновых нуклеотидов (ANT), циклофи-
лин Д, переносчик Pi, АТФ-синтаза и др. [55].
В этой связи следует отметить еще одно обстоя-
тельство. Как отмечено выше, в митохондриях
животных и растений функционирование mРТP
в различном состоянии регулируется примерно
одинаковым способом, т.е. активируется Са2+,
АФК, прооксидантами, тиол-окисляющими аген-
тами, аноксией, а тормозится в присутствии ЦсА
(хотя у растений не всегда), антиоксидантов,
ДТТ, аденилатов, а также при снижении рН среды
инкубации органелл. Учитывая, что активность
mРТР в состоянии высокой и низкой проводимо-
сти, согласно современным представлениям, ката-
лизируют два различных канала, образуемых со-
ответственно АТФ-синтазой и ANT, подобное
сходство в регуляции их активности может свиде-
тельствовать о близком контакте указанных пере-
носчиков в интактных митохондриях растений.
Действительно, как уже было отмечено выше,
имеются данные о том, что в митохондриях жи-
вотных АTФ-синтаза образует стабильную связь
или близкий контакт с ANT и переносчиком
фосфата, формируя, таким образом, ATФ-син-

тасому [18]. Полагают, что благодаря такому
строению mРТР возможна, например, механи-
ческая передача регуляторного воздействия Са2+

через соответствующие Са2+-связывающие цен-
тры АТФ-синтазы и изменение ее конформации,
на изменение конформации ANT, катализирую-
щего при наличии дополнительных условий функ-
ционирование поры в состоянии низкой проводи-
мости [18]. Не исключено присутствие AТФ-синта-
сомы и в митохондриях растений, поскольку
механизмы регуляции ее функционирования в со-
стоянии низкой и высокой проводимости также
имеют много общего.

Вызывает интерес участие некоторых стрессо-
вых фитогормонов, прежде всего, СК и фитомела-
тонина в качестве возможных регуляторов mPTP у
растений, благодаря, прежде всего, их влиянию на
образование АФК органеллами и поддержание ре-
докс-гомеостаза в различных компартментах клет-
ки, включая митохондрии. Показано, что при на-
коплении эндогенной СК в клетках растений в
условиях биотического и абиотического стресса, а
также при действии экзогенной СК на изолиро-
ванные митохондрии, она активирует образование
АФК, в частности, перекиси водорода, которая яв-
ляется вторичным посредником передачи сигнала
фитогормона и стимулирует экспрессию генов ан-
тиоксидантных ферментов и других защитных
белков [56–59].

Однако если антиоксидантная защита клетки
не срабатывает (например, при дальнейшем накоп-
лении СК), в митохондриях возникает окислитель-
ный стресс. В этом случае СК способна ингибиро-
вать ЭТЦ и синтез АТФ, что ведет к дальнейшему
повышению уровня АФК в митохондриях и клет-
ке с последующей индукцией PCD [56, 60, 61].
Кроме того, было показано, что СК может инду-
цировать АФК-зависимую пермеабилизацию
внутренней мембраны митохондрий животных и
растений вследствие открытия в ней mPTP, функ-
ционирование которой приводит к полной деполя-
ризации внутренней мембраны, а в митохондриях
печени крысы также к высокоамплитудному на-
буханию органелл и выходу из матрикса цитохро-
ма с [50, 62]. Возможен и другой путь индукции
пермеабилизации внутренней мембраны под
влиянием СК, не связанный с генерацией АФК.
В работе Belt с соавт. [58] показано, что СК взаи-
модействует с ЭТЦ митохондрий растений на
уровне убихинона, который является одним из
регуляторов активности mРTР в митохондриях
животных [12].

Фитомелатонин, присутствие которого у рас-
тений было показано немногим более 25 лет на-
зад, будучи мощным антиоксидантом, прямо и
косвенно вовлечен в процессы редокс-регуляции
в митохондриях и клетках, особенно в стрессовых
условиях [63, 64]. Многочисленные исследования
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показали, что мелатонин во взаимодействии с
другими фитогормонами, играет ключевую роль в
повышении иммунитета растений и формирова-
нии неспецифической устойчивости к действию
различных видов абиотического и биотического
стресса [63, 65]. Однако механизмы, посредством
которых этот индоламин повышает стресс-устой-
чивость растений, остаются не до конца выяснен-
ными. Вместе с тем, весьма вероятно, что, как и в
случае с СК, мишенью (или одной из мишеней)
действия мелатонина станут митохондрии, кото-
рые, наряду с хлоропластами, являются местом
биосинтеза этого гормона. Показано, например,
что обработка мелатонином (200 нМ) предотвра-
щала накопление АФК, ДНК фрагментацию, вы-
ход цитохрома с из митохондрий и Pb-индуциру-
емую PCD в клеточной культуре табака линии BY
2 [66]. Нами было показано, что мелатонин спо-
собен существенно ингибировать образование
АФК (перекиси водорода) митохондриями семя-
долей люпина при окислении сукцината [59]. Ин-
тересно, что обработка проростков A. thaliana ме-
латонином помимо индукции экспрессии генов
антиоксидантных белков (аскорбатпероксидазы
и каталазы), также активировала процесс аутофа-
гии. Это рассматривается авторами как дополни-
тельный способ защиты растений мелатонином,
способствующий их выживанию в условиях окис-
лительного стресса, когда антиоксидантная си-
стема не срабатывает и необходимо удаление из
клетки поврежденных белков [67].

На митохондриях животных (скелетных мышц)
показано, что мелатонин (10-4–10-6 М) предотвра-
щал индуцируемую прооксидантами деполяриза-
цию митохондрий и открытие р-mРТР, путем сни-
жения ее чувствительности к ионам Са2+ [68]. На
митохондриях мозга крысы обнаружено, что мела-
тонин и первичные продукты его метаболизации, в
частности циклический 3-гидроксимелатонин, не
ингибировали открытие mРТР, а стабилизировали
ее в состоянии низкой проводимости (t-mPTP),
что, по мнению авторов, может играть важную
протекторную роль в условиях окислительного
стресса, предотвращая избыточное накопление в
матриксе Cа2+, открытие mРТР в состоянии вы-
сокой проводимости и индукцию апоптоза [69]. К
сожалению, в литературе пока практически нет
данных о влиянии фитомелатонина на функцио-
нирование mРТР в митохондриях растений.

ВОЗМОЖНОЕ УЧАСТИЕ МИТОХОНДРИЙ
И ИНДУКЦИИ mРТР В ПРОЦЕССЕ 

ПРОГРАММИРУЕМОЙ СМЕРТИ
КЛЕТОК РАСТЕНИЙ (PCD)

Если присутствие mРТР в митохондриях расте-
ний не вызывает сомнений, выяснение ее функци-
ональной роли, например, в процессе PCD у этих
организмов, в настоящее время, сопровождается

оживленными дискуссиями. Известно, что у жи-
вотных и растений функционируют различные
пути, ведущие к смерти клеток, как в процессе
нормального развития организма, так и в резуль-
тате действия на него различных стрессовых фак-
торов. По аналогии с основными типами PCD у
животных (апоптоз, некроз и аутофагия), выде-
ляют три пути (или типа) PCD у растений: апо-
птозо-подобный (AL-PCD), некрозо-подобный
(NL-PCD) или не лизосомный PCD, и аутофа-
гию (Autophagy) [70, 71]. Постулируется, что у
растений отсутствует ряд отличительных морфоло-
гических признаков, характеризующих апоптоз в
клетках животных, таких как формирование апо-
птозных телец и их поглощение (engulfment) в ходе
фагоцитоза лизосомами соседних клеток [70].
Кроме того, у растений отсутствуют некоторые
биохимические механизмы, обеспечивающие ин-
дукцию и прохождение “классического” апоптоза с
участием митохондрий животных. В частности, у
них не были найдены гены белков семейства Bcl-2,
регулирующих проницаемость внешней мембра-
ны митохондрий животных, а также гены специ-
фических протеаз − каспаз, активируемых проа-
поптозными белками (цит. с и АIF), выходящими
из митохондрий при пермеабилизации внешней
мембраны [70, 72]. Поэтому, в классическом ва-
рианте этого понятия апоптоз у растений пока не
обнаружен, а процесс AL-PCD по некоторым па-
раметрам более близок к mРТР-индуцируемому
некроптозу у животных, разновидности mPCD, в
которой важную роль играет повышение в мат-
риксе уровня Cа2+, а также генерация АФК мито-
хондриями и пермеабилизация внутренней мем-
браны органелл в результате открытия ЦсА-чув-
ствительной mРТP [73]. Тем не менее, термин
AL-PCD традиционно используются примени-
тельно к растениям, подчеркивая, в том числе,
консервативность начальных этапов этого типа
PCD, проходящих с участием митохондрий (об-
разование пор в мембранах органелл, диссипация
m∆Ψ, выход в цитозоль цитохрома с и активация
протеаз), которые были обнаружены в клетках
животных, растений и дрожжей. Кстати, по мне-
нию некоторых авторов, у растений нет и типичной
аутофагии, если строго придерживаться опреде-
ления этого процесса PCD для животных [70].

В последнее время высказываются сомнения
относительно корректности использования тер-
мина AL-PCD для обозначения одного из путей
PCD у растений. Например, исходя из отсутствия
влияния ЦсА и ЭГТА на индукцию mPCD высо-
кой температурой в протопластах клеток табака
линии BY-2, а также следя за изменениями их
морфологии, высказывается мнение, что у расте-
ний апоптозный путь смерти клеток не сохранился,
а основным способом их утилизации является про-
цесс аутофагии, т.е. “самопереваривания” клеточ-
ного содержимого, протекающий внутри вакуолей
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[74]. Несомненно, приведенные выше факты гово-
рят о том, что процесс апоптоза в клетках растений
существенно модифицирован. Однако представ-
ление о том, что в растениях полностью отсут-
ствует AL-PCD, включая его начальную стадию,
в которой ключевую регуляторную роль играют
митохондрии, на наш взгляд, недостаточно обос-
новано. Во-первых, в растениях обнаружены апо-
птозо-подобные тельца, кроме того, появляются
доказательства, что вакуоль может быть ключевым
звеном на пути удаления поврежденных раститель-
ных клеток и клеточных структур, т.е. выполнять
функции, аналогичные фагоцитозу у животных в
ходе апоптоза [75]. Во-вторых, это представление
противоречит большому количеству других экс-
периментальных данных, полученных при изуче-
нии процесса mPCD, идущего по пути AL-PCD
во многих растительных объектах и индуцируе-
мого различными стресс-факторами [75].

Следует сразу отметить, что, в отличие от жи-
вотных, роль митохондрий растений в процессах
PCD остается недостаточно изученной. Тем не
менее, этому вопросу, уделялось и уделяется до-
вольно много внимания. Наиболее часто в таких
публикациях, которые суммированы в нижепри-
веденных обзорах, находила подтверждение важ-
ная или даже определяющая роль митохондрий,
включая индукцию mРТР, в процессе гибели кле-
ток растений, идущему по пути AL-PCD [75–80].
В указанных обзорах приведены и проанализиро-
ваны характерные морфологические и биохими-
ческие признаки AL-PCD в клетках растений, ко-
торые аналогичны процессу апоптоза: уменьшение
(конденсация) объема клетки (протопласта), при
сохранении целостности плазмалеммы, конденса-
ция хроматина с последующей олигомеризацией
молекул ДНК вследствие активации эндонуклеаз и
появление “ДНК-лестницы” (DNA-laddering) в ге-
лях при электрофорезе, повышенная генерация
АФК митохондриями, индукция p-РТР и диссипа-
ция m∆Ψ, нарушение целостности мембран, выход
в цитозоль цитохрома с, AIF и других белков, лока-
лизованных в межмембранном пространстве, а
также активация каспазо-подобных протеаз (мета-
каспаз). Важно, что во многих случаях была проде-
монстрирована чувствительность процесса PCD к
ЦсА и другим известным ингибиторам mPTP.

Во многих исследованиях на различных модель-
ных растительных объектах и клеточных культурах
в условиях in vivo были продемонстрированы дис-
сипация m∆Ψ, выход цитохрома с, AIF, ДНК нук-
леазы из межмембранного пространства митохон-
дрий, с последующей фрагментацией ядерной ДНК
и индукцией гибели клеток в ходе развития расте-
ний (формирование ксилемы и трахеид) [81], при
действии на растения: абиотического стресса
(высокой температуры, засоления, ультрафиолета)
[80–84], различных метаболитов (маннозы, про-
топорфирина IX) [85, 86], фитогормонов (напри-

мер, СК) [87], а также вирусных токсинов и индук-
торов реакции сверхчувствительности (викторина,
гарпина) [2, 88]. Кроме того, о роли mPTP в увели-
чении проницаемости мембран митохондрий и
индукции PCD у растений свидетельствовало
предотвращение или замедление по времени нача-
ла диссипации m∆Ψ, выхода цитохрома с и набу-
хания митохондрий после обработки растений ее
ингибитором − ЦсА [44, 48, 83–85, 87, 89]. В част-
ности, было показано, что избыток ультрафиолета
индуцировал PCD в протопластах A. thaliana [84].
В этом процессе участвовали каспазо-подобные
протеазы, он сопровождался конденсацией и
фрагментацией ядер, межнуклеосомной деграда-
цией ДНК, появлением “ДНК-лестницы” и дис-
сипацией m∆Ψ митохондрий. С использованием
методов микроскопии и флуоресцентных индика-
торов было обнаружено, что обработка растений
UV-C индуцировала резкую активацию образова-
ния АФК митохондриями и хлоропластами. А пре-
динкубация растений c аскорбиновой кислотой и
ЦсA существенно замедляла развитие PCD и сни-
жала процент протопластов подверженных гибели
после облучения UV-C [84]. В другой работе, с ис-
пользованием проточной цитометрии было изуче-
но участие митохондрий в индукции PCD в прото-
пластах табака при действии солевого стресса. По-
казано, что обработка протопластов 200 мМ NaCl
приводила к резкому увеличению образования
АФК митохондриями и диссипации m∆Ψ, кото-
рые регистрировались до появления признаков
PCD (“ДНК-лестницы”), и которые ингибирова-
лись предобработкой растений ЦсА [83].

Имеются многочисленные данные о важной
роли митохондрий в защите растений от болезней,
вызванных патогенами, вирусными токсинами и
элиситорами [88–91]. Биотический стресс, вы-
званный атакой биотрофных патогенов или их
токсинов индуцирует резкую ответную реакцию
организма – реакцию сверхчувствительности
(СВЧ), которая сопровождается созданием в по-
раженной ткани (например, листа) локальной за-
щитной зоны, состоящей из мертвых клеток. Судя
по имеющейся литературе можно заключить, что
в ходе СВЧ митохондрии играют ключевую роль в
регуляции PCD, суммируя и интегрируя многие
сигналы, поступающие в клетку различными пу-
тями [89, 90]. Среди таких сигналов могут быть,
стресс-индуцируемое повышение в цитозоле
уровня Са2+, а также АФК, NO· и других АФА, на-
копление стрессовых фитогормонов, например,
СК, действие которых на митохондрии определяет
дальнейшую судьбу клетки. Неоднократно было
показано, что в зоне поражения ткани гибель клеток
проходит также по пути AL-PCD, поскольку она
сопровождается конденсацией ядер, фрагмента-
цией ДНК, потерей m∆Ψ митохондрий, выходом
из них цитохрома с и активацией каспазо-подоб-
ных протеаз, которая частично обращается обра-



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

ПОРА НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПРОНИЦАЕМОСТИ (mPTP) 571

боткой растений ЦсА [44, 75, 88–90]. Учитывая,
что в литературе до недавнего времени отсутствова-
ли данные о способности цитохрома с или других
белков, выходящих из митохондрий, активировать
протеазы в цитозоле растительных клеток, выска-
зывалось мнение, что СВЧ-индуцируемый выход
цитохрома с из митохондрий может отражать ко-
нечную стадию дисфункции органелл, быть при-
чиной повышенной генерации ими АФК, но не
являться непосредственным триггером PCD [90].

Однако не исключено, что положение дел с
возможностью прямого взаимодействия (и акти-
вации?) цитохрома с и протеаз или других белков,
участвующих в процессе PCD у растений, может
серьезно измениться. Во-первых, было показано,
что, хотя канонические каспазы отсутствуют у
растений, тем не менее, протеазы, действительно,
вовлечены в процесс PCD у растений, демон-
стрируя при этом каспазо-подобную специфич-
ность [92, 93]. Во-вторых, с использованием мето-
дов протеомики было обнаружено, что цитохром с
A. thaliana в условиях in vitro может специфически
контактировать в цитозоле растительных и живот-
ных клеток с десятью различными белками,
участвующими в различных биохимических про-
цессах (белкового фолдинга, регуляции трансля-
ции и т.д.), в том числе, с протеазами, играющи-
ми ключевую роль в процессе PCD [94]. Наконец,
недавно была обнаружена еще одна интересная
мишень цитохрома с – это изоформа белка 14-3-3i
A. thaliana, являющаяся аналогом соответствую-
щего белка человека (14-3-3e), который является
ингибитором AIF и играет ключевую роль на на-
чальном этапе PCD у животных [95]. В условиях
in vivo и in vitro показано, что цитохром с способен
блокировать 14-3-3i и, таким образом, регулиро-
вать H2O2-индуцируемый процесс РСD в прото-
пластах A. thaliana [95].

Следует также отметить, что появление цито-
хрома с в цитозоле клеток растений (и участие в
процессе PCD), по-видимому, возможно без от-
крытия p-mPTP и набухания митохондрий. В ли-
тературе есть данные, указывающие на возмож-
ность индукции поры во внешней мембране ми-
тохондрий растений с участием порообразующих
белков типа BAX [77]. В частности, показано, что
гетерологическая экспрессия животного белка
BAX индуцировала PCD в растениях A. thaliana,
которая подавлялась суперэкспрессией его инги-
битора − BI-1 (BAX Inhibitor 1) [96]. Постулирует-
ся, что BI-1 является эволюционно консерватив-
ным белком и участвует в регуляции процесса
PCD у животных и растений [77, 97]. С учетом
вышеприведенных данных о множественности
мишеней цитохрома с, эти результаты, на наш
взгляд, подтверждают возможность существования
у растений механизма PCD, являющегося близ-
ким аналогом классического апоптоза. Этот ме-
ханизм включает образование поры во внешней

мембране органелл с участием Bcl-2-подобных
белков, а также формирование апоптосомо-по-
добного комплекса после выхода цитохрома с и
других проапоптозных белков из митохондрий в
цитозоль [75, 77, 98].

Как уже отмечалось выше, индукция mРТР в
состоянии низкой проводимости в митохондриях
животных может использоваться в качестве меха-
низма, обеспечивающего быстрый выход из мат-
рикса ионов Са2+, благодаря чему они способны
играть ключевую роль в гомеостатировании уров-
ня этого катиона в цитозоле клеток, принимать
активное участие в Са2+-сигналинге, а также за-
щищать органеллы от критического повышения
уровня Са2+ и АФК в матриксе [22, 30, 99]. К со-
жалению, для митохондрий растений этот вопрос
остается малоизученным, хотя нами было показа-
но, что пермеабилизация внутренней мембраны
митохондрий семядолей люпина, вследствие от-
крытия t-mРТР, сопровождалась довольно быст-
рым выходом из матрикса накопленного Ca2+ [54].
Тем не менее, эта скорость была существенно ниже,
чем в присутствии Са2+-ионофора (А23), а, кроме
того, выход Са2+ мог быть связан с активацией
или демаскированием (в результате ингибирования
энергозависимого импорта Cа2+) других транс-
портных механизмов, например, Ca2+/Na+- или
Са2+/Н+-антипортеров, катализирующих экс-
порт этого катиона из митохондрий животных и
растений [96, 100]. Поэтому, для выяснения воз-
можной функции t-mРТР в митохондриях расте-
ний в качестве Cа2+-канала, или разобщающего
канала, в случае транспорта небольших катионов,
необходимы дополнительные исследования.

Суммируя изложенные в обзоре материалы
следует отметить, что, несмотря на существенный
прогресс, достигнутый к настоящему времени в
изучении mРТР в митохондриях животных, “бе-
лые пятна” все еще остаются, как в отношении ее
структуры, так и механизмов регуляции активно-
сти. Однако гораздо более загадочными в настоя-
щее время представляется регуляция функциони-
рования и физиологическая роль mРТР в мито-
хондриях растений, если априори признать ее
строение тождественным с аналогом у животных
[55]. Действительно, в литературе не стихают спо-
ры относительно существования AL-PCD у рас-
тений, даже с учетом его специфики, что создает
проблему с определением функции mРТР. Как
уже отмечалось, в последнее время в качестве ос-
новного пути PCD у растений рассматриваются и
наиболее активно исследуются процессы аутофа-
гии, а также ее селективной формы – митофагии
[101, 102]. Однако следует отметить, что приве-
денные выше примеры не противоречат тому, что
различные типы PCD, включая аутофагию, име-
ют место у растений в ходе их нормального разви-
тия и в стрессовых условиях. Значение аутофагии



572

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

БУЦАНЕЦ и др.

(митофагии) у растений, как и у животных или
дрожжей заключается, либо в поддержании жиз-
недеятельности клетки путем удаления повре-
жденных молекул и митохондрий, путем заклю-
чения их в ограниченные двойной мембраной ве-
зикулы – аутофагосомы, препятствуя выходу из
них белков инициирующих РСD, либо в индукции
ее гибели, в том случае, если повреждение указан-
ных клеточных структур достигло критического
масштаба [102–104]. Другими словами, аутофа-
гия может быть как ингибитором, так и активато-
ром процесса PCD у растений. Более того, не ис-
ключено, что различные типы PCD протекают в
клетках растений последовательно или параллель-
но и, например, митофагия может быть первичным
ответом клетки на появление поврежденных мито-
хондрий, характеризующихся повышенным обра-
зованием АФК и потерей m∆Ψ вследствие индук-
ции mРТР [102, 105]. Показано, например, что при
образовании перфораций в листьях Aponogeton
madagascariensis в ходе PCD, идущего по пути ме-
га-аутофагии, на раннем этапе в клетках были об-
наружены многочисленные везикулы, содержа-
щие агрегаты поврежденных, лишенных m∆Ψ
митохондрий, которые мигрировали в вакуоли на
позднем этапе PCD. При этом процесс перфора-
ции листьев существенно замедлялся при обра-
ботке растений ЦсА [98, 106, 107].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, анализируя имеющиеся в ли-
тературе данные, можно заключить, что в ходе роста
и развития растений в нормальных и стрессовых
условиях митохондрии, будучи центром энерге-
тического и пластического обмена, играют клю-
чевую роль в процессах восприятия, интеграции
и амплификации сигналов, поступающих в клет-
ку различными путями и выступают в качестве
основного регулятора процесса PCD независимо
от его типа. На это указывает сходство многих ре-
гуляторов и сигналов, индуцирующих различные
пути РCD: увеличение уровня АФК, АФА и кон-
центрации ионов Ca2+ в цитозоле и матриксе ми-
тохондрий, деполяризация внутренней мембраны
митохондрий, увеличение концентрации стрес-
совых фитогормонов и т.д. Об этом свидетель-
ствует и неоднократно доказанная эксперимен-
тально консервативность первичных этапов индук-
ции РСD в клетках животных и растений, включая
диссипацию m∆Ψ, вследствие индукции mРТР,
выход из органелл цитохрома с, а также обраще-
ние этого процесса под влиянием ЦсА. Было бы
удивительно, если бы митохондрии, способные
адекватно и системно реагировать на изменения
метаболизма в ходе нормального развития растений,
а также на действие различных неблагоприятных
факторов среды, поддерживая жизнедеятельность
клетки, были исключены из участия в программах,

направленных на упорядоченный разбор клеточ-
ных структур в ходе ее естественной или стресс-ин-
дуцируемой гибели. Конечно, для выяснения кон-
кретных механизмов, обеспечивающих взаимо-
связь между нарушением функционирования
митохондрий под влиянием внешних и внутренних
факторов, и индукцией разных типов PCD у расте-
ний необходимы дополнительные исследования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки Российской
Федерации в рамках государственного задания
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ции растений к факторам аридизации глобально-
го климата и антропогенному загрязнению окру-
жающей среды”).
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Формирование и функционирование фотосинтетического аппарата (ФСА) находится под общим
контролем растительного организма и постоянно меняющихся условий среды. Исследовали воз-
растные и адаптивные изменения пигментного комплекса, спектральных свойств и состояния
фотосистемы II (ФС II) листьев парциальных побегов летне-зимне-зеленого травянистого много-
летника Ajuga reptans L. (живучка ползучая) в связи с перезимовкой. Появляющиеся в мае–июне розе-
точные листья новой генерации быстро накапливали фотосинтетические пигменты и формировали
ФСА с высокой потенциальной (Fv/Fm) и реальной квантовой эффективностью ФС II (ФPSII). Осенью
(сентябрь–октябрь) содержание хлорофиллов составляло 10 мг/г сухой массы, величина Fv/Fm рав-
нялась 0.8 отн. ед., а уровень ФPSII при ФАР 130 мкмоль квантов/(м2 с) составлял около 0.7 отн. ед.
Перезимовавшие листья содержали вдвое меньше фотосинтетических пигментов, накапливали
значительное количество антоцианов, характеризовались низкой фотохимической активностью и
высоким уровнем деэпоксидации пигментов виолаксантинового цикла. С возобновлением актив-
ной вегетации растений (май) отмечали частичное восстановление пигментного фонда и репара-
цию ФСА перезимовавших листьев, о чем свидетельствует увеличение показателей квантового вы-
хода ФС II. Завершение жизненного цикла листьев сопровождалось снижением ФPSII до 0.5 отн. ед.
и резким увеличением тепловой диссипации энергии возбуждения (NPQ) до 0.9 отн. ед. Сезонные
изменения спектральных свойств листьев и индексов фотохимического отражения в целом соответ-
ствовали динамике содержания пигментов и эффективности использования света при фотосинтезе.
Полученные результаты указывают на существенную трансформацию структурно-функциональ-
ной организации ФСА в онтогенезе зимующих листьев. Генетически закрепленное свойство зимне-
зеленых растений сохранять листья основано на способности их ФСА к восстановлению функцио-
нальной активности после шокового воздействия перезимовки, чему способствует комплекс адап-
тивных и защитных механизмов.

Ключевые слова: Ajuga reptans, зимне-зеленые листья, фотосинтетический аппарат, фотосинтетиче-
ские пигменты, антоцианы, спектральные индексы, фотосистема II
DOI: 10.31857/S0015330323600237, EDN: WJNZQE

ВВЕДЕНИЕ
Одним из важнейших свойств фотосинтетиче-

ского аппарата (ФСА) является способность к ди-
намическому изменению функциональной актив-
ности в онтогенезе растений и под воздействием
условий среды. Основной компонент ФСА –

встроенные в тилакоидные мембраны хлоропла-
стов пигмент-белковые комплексы (ПБК) фото-
систем, осуществляющие процессы поглощения,
передачи и преобразования световой энергии. От
их состояния в значительной степени зависит
устойчивость растений, особенно зимующих с зе-
леными листьями [1–3]. Сохранение листьев поз-
воляет растениям не тратить ресурсы и время на
формирование ассимилирующей поверхности,
чтобы более эффективно использовать благопри-
ятный для фотосинтеза период. Важно отметить,
что в сезонном климате такие растения подверга-
ются сильному воздействию неблагоприятных

Сокращения: АЦ – антоцианы, ВКЦ – виолаксантиновый
цикл, Кар – каротиноиды, ФСА – фотосинтетический ап-
парат, ФС II – фотосистема II, Хл – хлорофиллы, DEPS –
уровень деэпоксидации пигментов виолаксантинового
цикла, Fv/Fm – максимальный квантовый выход ФС II,
ФPSII – реальный квантовый выход ФС II, NPQ – коэф-
фициент нефотохимического тушения.
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факторов среды, способных вызвать фотоокисли-
тельный стресс и фотоповреждение ФСА. Чтобы
адаптироваться к условиям низкой температуры
и избыточного света, зимующие с зелеными ли-
стьями растения выработали ряд защитных меха-
низмов, активация которых проходит на фоне хо-
лодового закаливания [3–6]. Снижению погло-
щения световой энергии способствует частичная
потеря хлорофилла (Хл), накопление каротиноидов
(Кар) и устойчивое деэпоксидирование виолаксан-
тина до зеаксантина [6–10]. Многие виды растений
накапливают нефотосинтетические пигменты фе-
нольной природы – антоцианы (АЦ) в количе-
ствах, достаточных для изменения зеленого цвета
листьев на красно-фиолетовый. Предполагается,
что АЦ проявляют фотопротекторную и/или ан-
тиоксидантную функции, снижая риски повре-
ждений ФСА [2, 11, 12]. Изменение пигментного
фонда влияет на спектральные свойства листьев.
Это позволяет использовать спектральный ана-
лиз для разработки недеструктивных методов
определения содержания пигментов и оценки со-
стояния ФСА [13, 14].

Большинство имеющихся в литературе сведе-
ний о защитных механизмах, обеспечивающих
перезимовку с зелеными листьями, получено в
исследованиях на вечнозеленых древесных расте-
ниях [1, 7, 10, 15]. Данные для травянистых расте-
ний касаются в основном видов, обитающих в ре-
гионах с мягкой зимой. Так, например, в условиях
Колорадо листья двулетних мезофитов Malva ne-
glecta и Verbascum thapsus в зимний период проявля-
ли более высокую фотосинтетическую активность,
чем летом [6, 7]. Такой тип реакции обеспечивался
повышением содержания фотосинтетических фер-
ментов и тепловой диссипацией избыточно погло-
щенной энергии, обеспечиваемой быстро обрати-
мым деэпоксидированием виолаксантина в зеак-
сантин. Однако листья вечнозеленого кустарника
Pseudotsuga menziesii в тех же условиях наиболее
интенсивно фотосинтезировали весной, а зимой
их ассимиляционная активность была близка к
нулю. Согласно нашим данным, в период зимнего
покоя у листьев хвойных деревьев на Европей-
ском Севере наблюдалось значительное ингиби-
рование фотохимической активности, скорости
транспорта электронов через ФС II и способности
ассимилировать СО2 [15]. У травянистого много-
летника Ajuga reptans, зимующего с зелеными ли-
стьями под толстым слоем снега, отмечали распад
крупных ПБК фотосистем (мегакомплекса ФС I–
ФС II и суперкомплекса ФС II–ССК II) и увели-
чение фонда свободных хлорофиллов [16]. Весной
перезимовавшие листья были способны фото-
синтезировать с интенсивностью 40–60% от на-
блюдаемой у зрелых, здоровых листьев до перези-
мовки [17].

Для получения более полной картины измене-
ния состояния ФСА летне-зимне-зеленого травя-

нистого растения Ajuga reptans мы исследовали
динамику пигментного комплекса, уровня деэпок-
сидации пигментов виолаксантинового цикла,
показатели флуоресценции хлорофилла а ФС II и
оптические свойства в онтогенезе зимующих ли-
стьев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Ajuga reptans L. (живучка

ползучая) – травянистый многолетник семейства
Lamiaceae со сложным онтогенезом, включаю-
щим смену вегетативных поколений. На северной
границе ареала большинство растений являются
побегами вегетативного происхождения (рамета-
ми) [17]. Раметы представляют собой розеточный
укороченный побег с двумя-тремя парами ли-
стьев. В пазухах нижних листьев находятся почки,
формирующие столоны. Их развитие происходит
весной, но чаще в течение всего вегетационного
периода. Цветение рамет наступает на третий-
четвертый год жизни. Генеративные растения од-
новременно со столонами формируют удлинен-
ный генеративный побег из цветочной почки, ко-
торая закладывалась осенью. В подзоне средней
тайги европейского северо-востока России расте-
ния зимуют под опавшей листвой и толстым слоем
снега. Активная жизнедеятельность A. reptans на-
чинается в середине мая после схода снежного
покрова. Растения появляются с перезимовавшими
розеточными листьями, которые отмирают в июне.
Заменяющие их листья новой генерации форми-
руются в мае-июне, активно функционируют до
поздней осени (с сентября до начала октября) и
сохраняют способность к фотосинтезу после пе-
резимовки. Таким образом, продолжительность
жизни этих листьев составляет немногим более года.

Исследования проводили в 2016–2018 гг. Рас-
тения A. reptans произрастали в смешанном ело-
во-осиновом лесу в окрестностях г. Сыктывкара
(61°34′ с.ш., 50°33′ в.д.). По данным [18] среднего-
довая температура воздуха в районе исследований
составляет +1°С, среднесуточная температура са-
мого теплого месяца (июля) – +17°С, самого хо-
лодного (января) – –16°С. Годовое количество
осадков – 600–700 мм. Выпадение атмосферных
осадков в виде снега начинается в середине ок-
тября, устойчивый снежный покров формируется
в первой декаде ноября, к январю его толщина
достигает 60 см. Сход снега отмечается в первой,
редко второй декадах мая. Переход средней су-
точной температуры через 0°С весной происхо-
дит во второй декаде апреля, осенью – в первой
декаде октября. Длительность безморозного перио-
да составляет 180–190 дней, а продолжительность
периода со среднесуточной температурой >5°С –
около 160 дней. Наибольшее поступление сол-
нечной радиации на открытую поверхность,
610 МДж/м2, приходится на июнь. Плотность по-
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тока ФАР в летнее время под лесным пологом со-
ставляет в среднем 120–150 мкмоль квантов/(м2 с)
[17, 19].

Образцы листьев (25–30 штук) отбирали в пер-
вой половине дня в разные сезоны года. Для анали-
зов использовали листья со средней части двух-трех-
летних розеточных побегов. После отчуждения ли-
стья немедленно доставляли в лабораторию. Часть
растительного материала фиксировали в жидком
азоте. Остальные листья акклимировали в течение
16 ч при температуре 22°С и ФАР 25 мкмоль/(м2 с),
после чего измеряли спектры отражения и пока-
затели флуоресценции хлорофилла а ФС II.

Определение содержания фотосинтетических
пигментов проводили спектрофотометрически
на приборе UV-1700 (“Shimadzu”, Япония) в
ацетоновой вытяжке при длинах волн 662, 644 нм
(хлорофиллы a и b) и 478 нм (каротиноиды) в
4‒5-кратной биологической повторности. Разде-
ление индивидуальных каротиноидов проводили с
помощью ВЭЖХ с обращенной фазой (“Knauer”,
Германия) как описано в работе [16] после экстра-
гирования элюентом (ацетонитрил : метанол : вода
в соотношении 75 : 12 : 4). Для построения градуи-
ровочных зависимостей использовали стандарты
каротиноидов (“Sigma” и “Fluka”, США). Уровень
деэпоксидации пигментов виолаксантинового
цикла (DEPS) рассчитывали согласно уравнению:

(1)

где Зеа – зеаксантин, Ант – антераксантин, Вио –
виолаксантин.

Определение содержания антоцианов (АЦ) про-
водили спектрофотометрически. Использовали
pH-дифференциальный метод, основанный на
способности АЦ изменять свой цвет в зависимо-
сти от значения pH среды [20]. Содержание АЦ
выражали в эквивалентах цианидин-3,5-дигли-
козида.

Определение качественного и количественно-
го состава индивидуальных каротиноидов и со-
держания АЦ проводили в 4–6-кратной биологи-
ческой повторности.

Спектры отражения листьев. Отражающую
способность адаксиальной поверхности листьев
измеряли с помощью портативного спектрора-
диометра “FieldSpec HH” (ASD Inc., США) у 5–
7 листьев. В качестве источника света использо-
вали лампу накаливания с эффективным непре-
рывным спектром излучения в диапазоне 400–1000
нм. Перед измерениями выполняли калибровку
спектрорадиометра по эталону белого цвета, отра-
жательная способность которого в спектральном
диапазоне от 400 до 1000 нм принималась за еди-
ницу, нулевой показатель при этом соответство-
вал 100%-ому поглощению света. Для фокусировки
фоточувствительного элемента спектрорадиометра
на растительном объекте небольшой площади ис-

( ) ( )DEPS Зеа 0.5Ант Вио Ант Зеа ,= + + +

пользовали фокусирующую линзу. Чувствитель-
ный элемент спектрорадиометра и лампу накалива-
ния располагали под углом 60º к плоскости листа.
Величины спектральных индексов рассчитывали
по формулам, приведенным в работах [21–23]:

(2)

(3)

(4)

(5)

где Chl NDI − нормализованный по хлорофиллу
индекс отражения (Chlorophyll Normalized Differ-
ence Vegetation Index), CRI − индекс отражения
каротиноидов (Carotenoid Reflectance Index),
ARI − индекс отражения антоцианов (Anthocyan-
in Reflectance Index) и PRI − индекс фотохимиче-
ского отражения (Photochemical Reflectance Index);
R – отражательная способность, подстрочный ин-
декс указывает на длину волны, при которой она
была измерена.

Флуоресценция хлорофилла а ФС II. Оценку
параметров ФС II проводили с помощью порта-
тивного флуориметра РАМ-2100 (“Walz”, Герма-
ния). Фоновый (F0) и максимальный (Fm) уровни
флуоресценции измеряли у листьев, предвари-
тельно выдержанных 30 мин в темноте. Величины
стационарного (Ft), фонового ( ) и максималь-
ного ( ) уровней флуоресценции измеряли у ли-
стьев, адаптированных к действующему свету.
Длительность экспозиции на свету составляла
15 мин, плотность потока ФАР – 130 мкмоль
квантов/(м2 с). Расчет показателей, характеризу-
ющих функциональное состояние ФС II, и их ин-
терпретацию осуществляли согласно [24]. Потен-
циальный (Fv/Fm) и реальный (ФPSII) квантовый
выход ФС II, коэффициент нефотохимического
тушения (NPQ) рассчитывали по формулам:

(6)

(7)

(8)

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческую обработку данных осуществляли с ис-
пользованием программы Statistica 10 (“StatSoft
Inc.”, США). Значимость различий между сред-
ними величинами измеряемых показателей оце-
нивали с применением однофакторного диспер-
сионного анализа ANOVA (критерий Дункана).
Нормальность распределения данных оценивали
с помощью критерия Шапиро–Уилка. Расчеты
осуществляли при заданном уровне значимости
P ≤ 0.05. В таблицах и на рисунках приведены
средние арифметические значения и их стандарт-
ные ошибки.

750 705 750 705( )Chl NDI R R R R( ,)= − +

= −510 550CRI 1 R 1 R ,

550 700ARI 1 R 1 R ,= −

( ) ( )531 570 531 570PRI R R R R ,= − +

0'F
m'F

v m m 0 m) ,(F F F F F= −

PSII m mt' '( )Ф ,F F F= −

m mm '( )'NPQ .F F F= −
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Фотосинтетические пигменты

Изучение состава и содержания фотосинтетиче-
ских пигментов показало, что количество Хл (а + b)
и каротиноидов (Кар) в молодых розеточных ли-
стьях новой генерации было заметно ниже, чем у
зрелых (табл. 1). У зрелых листьев фонд зеленых и
желтых пигментов сохранялся на довольно высо-
ком уровне вплоть до начала зимы (ноябрь). Со-
держание Хл (а + b) в листьях зимой (декабрь) и
весной после перезимовки было почти вдвое
меньше, чем осенью. Листья вышедших из-под
снега растений (конец апреля) характеризовались
повышенным соотношением Хл а/Хл b. Динами-
ка изменения содержания Кар в листьях была
сходна с таковой для Хл. У зрелых листьев до пе-
резимовки их количество было в 2–2.5 раза боль-
ше. Соотношение Кар/Хл варьировало в пределах
от 0.16 до 0.23. Низкие значения данного показа-
теля были отмечены у молодых и стареющих ли-
стьев, максимальные – у перезимовавших листьев
после выхода растений из-под снега.

Концентрация Кар в расчете на моль Хл варьи-
ровала от 200 до 560 ммоль, более высокие значе-
ния были отмечены у хорошо сформировавшихся
листьев (июль) и перезимовавших листьев (май)
(табл. 2). В пуле каротиноидов доминировали
ксантофиллы. У зрелых листьев в летний период
на долю β-каротина (β-Кар) приходилось 13–15%
суммы всех Кар. Перед перезимовкой и после вы-
хода из-под снега вклад β-Кар увеличивался до
30%, а у стареющих листьев снижался до 20%.
Ксантофиллы были представлены преимуще-
ственно лютеином, на долю которого приходи-
лось в среднем 40%, доля неоксантина была в 2–
3 раза меньше.

Содержание и уровень конверсии пигментов
виолаксантинового цикла сильно изменялись
(рис. 1). В сумме на долю виолаксантина (Вио),
антераксантина (Ант) и зеаксантина (Зеа) прихо-
дилось 20–27% пула Кар. Концентрация пигмен-
тов ВКЦ в расчете на моль Хл варьировала от 45
до 150 ммоль, из них 60–95% приходилось на Вио.
Наибольшим содержанием Вио отличались зре-
лые, функционально активные листья в июле, а

Таблица 1. Сезонная динамика содержания и соотношения пигментов в розеточных листьях Ajuga reptans

Примечание: Хл – хлорофиллы; Кар – каротиноиды; АЦ – антоцианы. Символом * обозначены данные для перезимовавших
листьев; представлены среднеарифметические величины и их стандартные ошибки (n = 5–6). Разные надстрочные символы
обозначают статистическую значимость изменений параметра по месяцам (ANOVA, тест Дункана, P ≤ 0.05).

Месяц
Содержание пигментов, мг/г сухой массы Соотношение пигментов

Хл (а + b) Каротиноиды Антоцианы Хл а/b Кар/Хл АЦ/Хл

VI 6.80 ± 1.10a 1.10 ± 0.05abc 0.06 ± 0.02c 3.38 0.16 0.01
VII 10.30 ± 0.20b 2.10 ± 0.10f 0.20 ± 0.03ac 2.55 0.20 0.02
IX 10.17 ± 0.49b 1.76 ± 0.08d 0.27 ± 0.02ab 1.80 0.17 0.03
XI 9.70 ± 0.54b 2.08 ± 0.12f 0.34 ± 0.02ab 1.66 0.21 0.04
XII 5.57 ± 0.39a 0.95 ± 0.09abc 0.35 ± 0.02b 2.25 0.17 0.06
IV* 5.08 ± 0.57a 1.19 ± 0.05 a 0.86 ± 0.15e 7.80 0.23 0.17
V* 4.18 ± 0.37a 0.79 ± 0.08 b 0.65 ± 0.05d 2.92 0.19 0.16
VI* 5.55 ± 0.58 a 0.90 ± 0.07 bc 0.29 ± 0.06ab 2.85 0.16 0.05

Таблица 2. Сезонная динамика содержания каротиноидов в розеточных листьях Ajuga reptans (ммоль/моль хло-
рофилла)

Примечание: Нео – неоксантин; Вио – виолаксантин; Ант – антераксантин; Лют – лютеин; Зеа – зеаксантин; β-кар – β-ка-
ротин. Символом * обозначены перезимовавшие листья. Представлены среднеарифметические величины и их стандартные
ошибки (n = 6). Разные надстрочные символы обозначают статистическую значимость изменений параметра по месяцам
(ANOVA, тест Дункана, P ≤ 0.05).

Месяц Нео Вио Ант Лют Зеа β-кар сумма

VII 107.0 ± 18.2d 143.1 ± 22.9d 3.1 ± 1.18d 224.0 ± 117.4b 6.3 ± 0.5c 82.0 ± 18.5c 565.4 ± 86.1c

IX 37.0 ± 4.2ab 48.1 ± 5.0aс 2.8 ± 0.2a 111.9 ± 13.9a 2.6 ± 0.3a 32.3 ± 4.2b 234.8 ± 20.1a

XI 26.1 ± 6.0a 31.8 ± 3.9a 7.4 ± 2.8a 82.1 ± 20.1a 5.7 ± 1.9a 61.2 ± 12.8d 214.3 ± 40.9a

XII 24.0 ± 2.6a 11.7 ± 1.2 b 7.4 ± 1.5 a 79.3 ± 9.8a 18.9 ± 1.7b 62.1 ± 8.0d 203.4 ± 24.0a

IV* 45.8 ± 3.8b 60.1 ± 10.1c 13.5 ± 1.2bc 150.9 ± 11.3ab 29.7 ± 4.7b 106.0 ± 5.7a 405.9 ± 25.3b

V* 68.2 ± 13.4c 127.3 ± 22.2d 6.2 ± 2.2cd 218.9 ± 38.5b 12.2 ± 0.7b 119.4 ± 7.4a 552.2 ± 83.6c
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также перезимовавшие листья (апрель-май).
Уровень деэпоксидации Вио у зрелых листьев в
летний период был низким и составлял 5–7%, к
зиме величина DEPS возрастала на порядок. По-
сле перезимовки отмечали существенное сниже-
ние этого показателя. В мае у начинающих ста-
реть перезимовавших листьев величина DEPS не
превышала 10%.

Антоцианы

Антоцианы – соединения фенольной приро-
ды, являются внепластидными пигментами. В
онтогенезе розеточных листьев A. reptans содер-
жание АЦ изменялось в широких пределах, от
0.06 до 0.86 мг/г сухой массы (табл. 1), а в пересче-
те на Хл варьировало от 9 до 170 мкг/мг Хл. Моло-
дые и зрелые листья розетки летом были зелеными,
так как содержали много Хл и мало АЦ. К осени
концентрация АЦ заметно возрастала, и листья
становились красно-фиолетовыми. Максимум
содержания АЦ в листьях отмечен после перези-
мовки растений, но накопление этого пигмента
наблюдали уже к осени. На фоне потери части Хл
и высокого содержания АЦ величина соотношения
АЦ/Хл у перезимовавших листьев была в 3–5 раз
выше, чем до перезимовки. В период завершения
жизненного цикла и отмирания (вторая половина
июня) количество АЦ в листьях существенно
уменьшалось, и величина соотношения АЦ/Хл
снижалась в 3 раза.

Спектры отражения листьев 
и спектральные индексы

Оптические свойства листьев A. reptans претер-
певали существенные изменения (рис. 2). Молодые
листья новой генерации (июнь), характеризую-
щиеся сравнительно низким содержанием фото-
синтетических пигментов и антоцианов, имели
довольно высокую отражательную способность в
синей части диапазона видимого излучения (об-
ласть поглощения Хл и Кар) и в красной области
спектра (область поглощения Хл). Характерной
чертой спектра отражения этих листьев является
выраженный пик в зеленой области с максиму-
мом около 550 нм (рис. 2). В конце лета (август) и
осенью (октябрь) наблюдали уменьшение отра-
жения в синей и красной областях спектра, обу-
словленное высоким содержанием фотосинтети-
ческих пигментов. В конце апреля, сразу после
схода снежного покрова, у перезимовавших ли-
стьев отмечено резкое снижение отражательной
способности в зеленой части спектра, что может
быть связано с накоплением АЦ. В мае у перези-
мовавших листьев на фоне роста отражения в об-
ласти преимущественного поглощения света Хл и
Кар сохранялись сравнительно низкие показатели
коэффициента отражения в зеленой части спектра.

Резкий рост отражательной способности в широ-
ком диапазоне длин волн видимой области спек-
тра отмечен в июне у стареющих и отмирающих
листьев.

Величина нормализованного индекса отраже-
ния Хл (Chl NDI) варьировала в диапазоне от 0.25
до 0.45 отн. ед. (рис. 3а). Наибольшие значения
Chl NDI были зарегистрированы для молодых ли-
стьев в конце лета, минимальные – у перезимо-
вавших листьев в июне. Следует отметить, что ве-
личина Chl NDI у перезимовавших листьев сразу
после выхода из-под снега (апрель) была сходна с
таковой до перезимовки (октябрь). Величина ин-

Рис. 1. Сезонная динамика содержания пигментов
виолаксантинового цикла (виолаксантин + антерак-
сантин + зеаксантин) (а) и степени их деэпоксида-
ции (б) в розеточных листьях Ajuga reptans. Символом
* отмечены перезимовавшие листья.
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декса отражения Кар (CRI) изменялась в преде-
лах 2.9–4.3 отн. ед (рис. 3б), и динамика его изме-
нений в годичном цикле мало отличалась от тако-
вой для Chl NDI.

Индекс отражения антоцианов (ARI) изме-
нялся более значительно, чем это наблюдалось
для индексов фотосинтетических пигментов, и
его динамика описывалась зависимостью с выра-
женным максимумом (рис. 3в). Наибольшие ве-
личины ARI (до 1.5 отн. ед.) были отмечены в

зимний период и после схода снега (декабрь–ап-
рель). На рис. 3в видно, что минимальные вели-
чины ARI были характерны для молодых форми-
рующихся листьев.

Индекс фотохимического отражения PRI
(Photochemical Reflectance Index), характеризую-
щий эффективность использования света при
фотосинтезе, был выше до перезимовки, чем по-
сле нее. Судя по величине данного показателя,
фотохимическая активность перезимовавших ли-
стьев была существенно подавлена (рис. 3г).

Показатели флуоресценции хлорофилла а ФС II
Величины исследованных показателей ФС II

розеточных листьев A. reptans значимо изменя-
лись в годичном цикле. Фоновый уровень флуо-
ресценции Хл а (F0) заметно повышался уже осе-
нью и оставался более высоким у перезимовав-
ших листьев. График изменений показателя
максимальной флуоресценции (Fm) имел два мак-
симума, характеризующие повышение Fm у сфор-
мировавшихся листьев до перезимовки и в начале
активной вегетации после перезимовки. В зим-
ний период у извлеченных из-под снега и аккли-
мированных в лабораторных условиях листьев ве-
личина Fm была почти вдвое ниже. Показатель
максимального квантового выхода ФС II (Fv/Fm)
варьировал в пределах от 0.55 до 0.82 отн. ед.
(рис. 4а). Его изменения в сезоне были идентич-
ны таковым для Fm. Наибольшие значения данно-
го показателя были зарегистрированы у зрелых
листьев в летний период (0.82 отн. ед.) и перези-
мовавших листьев в мае (0.77 отн. ед.). Зимой от-
мечали снижение Fv/Fm на 30%. Величина Fv/Fm
оставалась довольно низкой после выхода расте-
ний из-под снега (апрель).

Динамика изменения показателя ФPSII, харак-
теризующего соотношение доли квантов, ис-
пользуемых в фотохимических превращениях к
общему числу поглощенных квантов, в целом бы-
ла сходна с таковой для показателя Fv/Fm (рис. 4).
Сравнительно высокие значения ФPSII, 0.6–0.7 отн.
ед., были характерны для листьев до перезимовки.
Зимой реальный квантовый выход ФС II аккли-
мированных в лабораторных условиях листьев
был на 30% ниже и оставался на этом же уровне
после выхода растений из-под снега. С началом
активной вегетации растений наблюдалось вос-
становление уровня фотохимической активности
ФС II перезимовавших листьев, но по мере их
старения и отмирания величина ФPSII вновь сни-
жалась.

Наиболее значительные изменения в онтоге-
незе розеточных листьев претерпевал показатель,
характеризующий интенсивность тепловой дис-
сипации энергии возбуждения в ФС II. Величина
NPQ, очень низкая (0.22 отн. ед.) у формирую-

Рис. 2. Спектры отражения розеточных листьев Ajuga
reptans (а) и фрагмент спектров в диапазоне от 500 до
600 нм (б). Цифрами обозначены сроки отбора ли-
стьев: 1 – июнь, 2 – август, 3 – октябрь, 4 – декабрь,
5 – апрель (перезимовавшие листья), 6 – май (пере-
зимовавшие листья), 7 – июнь (перезимовавшие ли-
стья).
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щихся листьев новой генерации, возрастала у зре-
лых листьев в 2–3 раза и перед перезимовкой до-
стигала 0.62 отн. ед. Во время перезимовки и сра-
зу после нее значения NPQ варьировали около
0.45 отн. ед., то есть были ниже, чем до перези-
мовки. Затем, по мере старения перезимовавших
листьев, величина NPQ сильно возрастала и до-
стигала 0.90 отн. ед.

ОБСУЖДЕНИЕ

У длительно вегетирующего летне-зимне-зе-
леного растения A. reptans укороченные побеги
перезимовывают с зелеными розеточными ли-
стьями, которые отмирают в июне и заменяются
новой генерацией листьев. Эта генерация актив-
но функционирующих в июле-сентябре листьев
зимует под толстым снеговым покровом. Перези-
мовавшие листья поставляют продукты текущего
фотосинтеза формирующимся им на смену ли-
стьям следующей генерации. Кроме того, они
служат источником органических веществ и ми-

неральных элементов, реутилизируемых при ста-
рении и отмирании [25].

На возрастную трансформацию ФСА розеточ-
ных листьев с неизбежностью накладываются из-
менения, вызванные сезонной динамикой фак-
торов среды. Свет в сочетании с пониженными
температурами оказывает стрессовое воздействие
и может вызвать значительные повреждения ФСА,
сохранение которого жизненно важно для реали-
зации экологической стратегии летне-зимнезеле-
ных растений.

Фотосинтетический аппарат розеточных ли-
стьев A. reptans новой генерации формируется в
начале лета (май-июнь) при сравнительно благо-
приятном температурном и световом режиме.
Молодые, интенсивно растущие листья содержа-
ли меньше Хл и Кар (табл. 1), чем зрелые, что обу-
славливало более высокое отражение их поверх-
ностью излучения в синем и красном диапазоне
видимого излучения (рис. 2). Функционирование
ФСА листьев A. reptans в период развития полога
смешанного древостоя с участием листопадных
видов, снижающего поступление света к травя-

Рис. 3. Спектральные индексы розеточных листьев Ajuga reptans. (а) – Chl NDI – Chlorophyll Normalized Difference Veg-
etation Index; (б) CRI – Carotenoid Reflectance Index; (в) ARI – Anthocyanin Reflectance Index; (г) PRI − Photochemical
Reflectance Index. Символом * отмечены перезимовавшие листья.
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нистым растениям, способствует накоплению
пигментов и увеличению светособирающих ком-
плексов (ССК) фотосистем, о чем косвенно сви-
детельствуют данные о снижении соотношения
Хл а/Хл b (табл. 1) Накопление фотосинтетиче-
ских пигментов приводит к усилению поглощения
листьями светового потока, что отражается на ве-
личине индексов Chl NDI и CRI (рис. 3а, б). Срав-
нительно высокие содержание Хл, и значения Chl
NDI и CRI отмечались и осенью при снижении
температуры среды. Зимой под снежным покро-
вом температура верхнего слоя почвы, как прави-
ло, варьирует в пределах от 0 до –3°С [26]. В этот
период содержание пигментов и величины спек-
тральных индексов Chl NDI и CRI листьев A. reptans

заметно снижались, что было связано с катаболиз-
мом части фонда фотосинтетических пигментов.
Сходные изменения пигментного комплекса были
ранее отмечены для листьев вечнозеленых древес-
ных растений [15, 27, 28]. Деградация части пиг-
ментного фонда в листьях A. reptans является
следствием распада крупных ПБК фотосистем
(мегакомплекса ФС I–ФС II и суперкомплекса
ФС II–ССК II) и увеличения пула свободных хло-
рофиллов, легче поддающихся окислению [16]. На
деградацию ССК указывает также значительное
увеличение соотношения Хл а/Хл b, связанное с
большей утерей перезимовавшими листьями Хл b,
чем Хл а (табл. 1), и увеличение параметра фоно-
вой флуоресценции Хл ФС II (F0), являющегося
индикатором энергетических потерь при переда-
че энергии возбуждения от антенны к РЦ ФС II.
Следует отметить, что практически весь Хл b на-
ходится в ССК ФС II, тогда как ССК ФС I и РЦ
обеих фотосистем содержит Хл а [29]. Уменьше-
ние пигментного фонда можно рассматривать как
защитную реакцию растений, направленную на
снижение поглощения энергии и, следовательно,
предотвращение перевосстановления ЭТЦ хло-
ропластов в период, когда ассимиляция СО2 по-
давлена низкой температурой.

В апреле у вышедших из-под снега растений
A. reptans содержание хлорофиллов оставалось
низким (табл. 1), но величина индекса Chl NDI не
изменялась (рис. 3а). По-видимому, причиной та-
ких, не связанных с содержанием пигментов, из-
менений оптических свойств могут быть изменения
анатомо-морфологических характеристик листьев
при воздействии низких температур, наличие оча-
гов повреждения, изменение содержания и состоя-
ния воды в тканях, а также накопление антоцианов.

В литературе имеются сведения о влиянии ан-
тоцианов на взаимосвязь спектральных индексов
отражения с содержанием фотосинтетических
пигментов. Так, например, снижение содержания
хлорофиллов и накопление антоцианов осенью в
листьях Acer saccharum накладывали определенные
ограничения на интерпретацию динамики измене-
ния нормализованного дифференциального веге-
тационного индекса (NDVI) и PRI [30]. В антоци-
ановых листьях на фоне распада Хл поглощение
при 550 нм и в области 500–600 нм может дости-
гать 95%, причем существенный вклад в поглоще-
ние был отмечен также в диапазоне 600–650 нм
[31]. АЦ способны конкурировать с Хл а за погло-
щение света в зеленом диапазоне, а с Хл b и Кар –
за поглощение света в области более коротких
длин волн. Поэтому накопление АЦ и снижение
содержания фотосинтетических пигментов мо-
жет увеличивать относительный вклад АЦ в по-
глощение ФАР.

Биосинтез АЦ находится под генетическим
контролем, зависит от биологических особенно-

Рис. 4. Сезонные изменения показателей флуорес-
ценции Хл а ФС II розеточных листьев Ajuga reptans.
(а) 1 – фоновый (F0), 2 – максимальный (Fm) уровни
флуоресценции хлорофилла и 3 – потенциальный
квантовый выход ФС II (Fv/Fm); (б) 4 – реальный
квантовый выход ФС II (ФPSII) и 5 – коэффициент
нефотохимического тушения флуоресценции хлоро-
филла ФС II (NPQ). Символом * отмечены перезимо-
вавшие листья.
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стей и стадии развития растений, экологических
параметров местообитания. Многие авторы рас-
сматривают накопление АЦ как защитный меха-
низм при воздействии на растения неблагоприят-
ных факторов, в том числе, высокой инсоляции
[32] и пониженной температуры [33]. Считается,
что антоцианы могут экранировать ФСА от воз-
действия избыточного светового потока и выпол-
нять функцию низкомолекулярных антиоксидан-
тов, снижающих уровень накопления АФК при фо-
тоокислительном стрессе (ФОС) [11, 34, 35]. У
некоторых видов растений синтез АЦ усиливает-
ся в стареющих листьях [30, 36]. Показано, что
накопление АЦ в палисадных клетках мезофилла
стареющих листьев листопадного кустарника
Cornus stolonifera предотвращало развитие ФОС пу-
тем экранирования несвязанного хлорофилла и
его производных, проявляющих фототоксичность
за счет генерации синглетного кислорода [37].

Нами выявлено повышение содержания анто-
цианов в онтогенезе розеточных листьев A. reptans
(табл. 1, рис. 3в). Максимум их содержания был
отмечен у перезимовавших листьев на фоне
уменьшения количества фотосинтетических пиг-
ментов, дезорганизации части ПБК и накопления
несвязанного хлорофилла [16]. Величина соотно-
шения АЦ/Хл у перезимовавших листьев в апреле
была в 3–5 раз выше, чем до перезимовки. Парал-
лельно с увеличением соотношения АЦ/Хл наблю-
дали существенное повышение относительного со-
держания пигментов ВКЦ (рис. 1а). При этом
уровень их деэпоксидации был близок к значению,
наблюдаемому для данного параметра в предше-
ствующий перезимовке период (рис. 1б). Функция
ВКЦ состоит в предотвращении развития ФОС
путем тепловой диссипации избыточно погло-
щенной световой энергии [38]. Видимо, при низ-
кой температуре воздуха и высокой освещенности
ВКЦ и АЦ аддитивно обеспечивают защиту ФСА
перезимовавших листьев A. reptans от фотодина-
мического повреждения, а индекс ARI можно
рассматривать как один из индикаторов физио-
логического стресса.

Считается, что индекс фотохимического отра-
жения PRI является информативным показателем
фотохимической активности ФСА, характеризует
эффективность использования света в процессе
фотосинтеза и зависит от содержания и соотно-
шения пигментов ВКЦ [39]. Исходя из получен-
ных данных (рис. 3г), можно предположить, что
молодые розеточные листья A. reptans в летний
период имеют наибольший уровень фотохимиче-
ской активности, а у перезимовавших листьев эф-
фективность использования света значительно
снижается. Судя по динамике сезонных измене-
ний PRI, это снижение имеет немонотонный ха-
рактер с тенденцией к появлению локального
максимума для перезимовавших листьев в мае. В
целом изменения PRI соответствовали таковым

для ФPSII (рис. 4б). Вместе с тем, вопреки ожида-
ниям, сезонные изменения PRI не имели четкой
взаимосвязи с интенсивностью нефотохимиче-
ского тушения флуоресценции ФС II (NPQ). Ве-
роятно, что для разработки модели, связывающей
величину NPQ и изменения оптических характе-
ристик листьев летне-зимне-зеленых растений,
будет возможно применение параметра ΔPRI (ве-
личины изменения PRI у адаптированного к ак-
тиничному свету образца относительно началь-
ного (темнового) уровня этого показателя) [40].

Снижение ФPSII в зимний и ранневесенний пе-
риоды не сопровождалось повышением NPQ
(при этом величина DEPS увеличивалась), а зна-
чительное увеличение NPQ (рис. 4б) на фоне
снижения DEPS (рис. 1б) после перезимовки не
сопровождалось столь же существенным подав-
лением ΦPSII у стареющих листьев. Полученные
результаты свидетельствуют о том, что взаимо-
связь PRI, DEPS, NPQ и ФPSII на протяжении
всего онтогенеза листьев летне-зимне-зеленого
растения A. reptans не столь очевидна и однозначна.
Вероятно, частичная деструкция компонентов ФСА
в период перезимовки и низкая скорость репара-
ции ПБК фотосистем после нее нарушают эф-
фективное функционирование и взаимодействие
систем запасания и диссипации поглощенной
энергии. Это согласуется с мнением других авто-
ров, что тесная связь между ФPSII, PRI и эффек-
тивностью использования света при фотосинтезе
может существовать в оптимальных условиях у
нестрессированных растений и, как правило, в
определенном интервале интенсивности освеще-
ния [40]. В пользу этого мнения может свидетель-
ствовать также тот факт, что после перезимовки
листья A. reptans даже в оптимальных свето-тем-
пературных условиях ассимилировали СО2 с ин-
тенсивностью вдвое ниже потенциально возмож-
ной для данного теневыносливого вида [17].

Таким образом, результаты изучения пигмент-
ного комплекса, спектров отражения и показателей
флуоресценции ФС II в онтогенезе розеточных ли-
стьев Ajuga reptans свидетельствуют о значительной
структурно-функциональной трансформации ФСА
под воздействием сезонных изменения условий
среды. Показано, что перезимовка приводила к
необратимой потере фотосинтетических пигмен-
тов, накоплению антоцианов, изменению спек-
тральных свойств листьев. В целом, изменения
спектральных свойств листьев соответствовали
динамике содержания хлорофиллов, каротинои-
дов и антоцианов. Индекс отражения антоцианов
(ARI) может быть использован в качестве показа-
теля стрессированности растений. В совокупно-
сти полученные данные позволяют полагать, что
антоцианы могут служить дополнительным меха-
низмом в оптимизации баланса между поступлени-
ем световой энергии и потребностями фотосинтеза.
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Активация защитных механизмов и генетически
закрепленная способность к частичному восста-
новлению ФСА после перезимовки позволяет
летне-зимне-зеленым растениям адаптироваться
к неблагоприятным воздействиям и эффективно
использовать ресурсы среды для реализации их
жизненной стратегии.

Работа выполнена в рамках темы госбюджетных
научно-исследовательских, опытно-конструктор-
ских и технологических работ “Фотосинтез, дыха-
ние и биоэнергетика растений и фототрофных ор-
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лярно-генетические и экологические аспекты)”
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Исследовали термоустойчивость растений с разным типом фотосинтеза Chenopodium quinoa Willd.
(С3) и Amaranthus retroflexus L. (С4-НАД) к кратковременной повышенной температуре (35°С, eT)
при естественной (400 ppm, aCO2) и повышенной (800 ppm, eCO2) концентрации СО2. Анализиро-
вали ростовые параметры, содержание воды, пролина, МДА, параметры СО2/Н2О газообмена,
функционирование ФС I и ФС II, содержание ключевых фотосинтетических (РБФК/О, ФЕПк) и
фотодыхательных (ГДК) ферментов. В контрольных условиях у растений С4-вида, по сравнению с
С3-видом, показаны более высокие значения прироста сухой биомассы, интенсивности видимого
фотосинтеза, транспирации, активности ФС I и более низкое содержание пролина. Фотосинтети-
ческий и устьичный аппарат обоих видов был чувствителен к eT, что проявлялось в снижении ин-
тенсивности видимого фотосинтеза и транспирации. Кроме того, у С3-вида наблюдалось подавле-
ние световых реакций (ФС II) и интенсивности фотодыхания (по ГДК), а у С4-вида – увеличение
содержания пролина. В условиях eCO2 у С3-вида наблюдалось снижение интенсивности фотодыха-
ния, а у С4-вида окислительный стресс (2-кратное увеличение содержания МДА) сопровождался
снижением интенсивности видимого фотосинтеза, транспирации и возрастанием интенсивности
темнового митохондриального дыхания. Смягчающий эффект eCO2 на термоустойчивость данных
С3- и С4-растений не установлен. При совместном действии eCO2 и eT у обоих видов имели место
окислительный стресс, снижение эффективности ФС II и видимого фотосинтеза, а также актива-
ция темнового дыхания. Однако наблюдались и отличия: у С3-вида окислительный стресс сопро-
вождался снижением прироста сухой биомассы и содержания воды в тканях, а также подавлением
фотодыхания, а у С4-вида – снижением интенсивности транспирации и возрастанием содержания
ФЕПк. Снижение WUE при совместном действии eCO2 и eT у растений С4-вида было менее значи-
тельным, чем у С3-вида. Обсуждается разная реакция растений киноа (С3) и амаранта (С4) на сов-
местное действие климатических факторов: повышенной температуры и концентрации СО2.

Ключевые слова: Amaranthus retroflexus, Chenopodium quinoa, амарант, киноа, окислительный и тепло-
вой стресс, РБФК/О, ФЕПк, ГДК, фотосистемы I и II, WUE (water use efficiency)
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ВВЕДЕНИЕ

В ближайшие годы прогнозируется возраста-
ние частоты экстремальных явлений и климати-
ческих колебаний, что окажет серьезное влияние
на стабильность и безопасность производства
продуктов питания [1]. Увеличение атмосферной
концентрации CO2 (eCO2, elevated CО2) и потеп-
ление (eT, elevated temperature) являются значи-
мыми проявлениями изменения климата и фак-
торами, определяющими продуктивность цен-
ных пищевых и кормовых культур [2, 3].

Наблюдаемый стремительный рост атмосфер-
ной концентрации СО2 по-разному влияет на ин-
тенсивность фотосинтеза, биопродуктивность и
устойчивость С3- и С4-растений [4, 5]. Долгое вре-
мя считалось, что C3-фотосинтез более чувстви-
телен к изменениям концентрации СО2 в атмо-
сфере и что ее увеличение оказывает положитель-
ное влияние на интенсивность фотосинтеза и
продуктивность С3-видов посредством актива-
ции карбоксилирования в цикле Кальвина и по-
вышения эффективности использования воды
благодаря снижению устьичной проводимости в
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растениях [6]. Однако позже было показано, что
увеличение биомассы С3-растений может быть
лишь кратковременным эффектом, который те-
ряется в течение более длительного периода вре-
мени [4, 7] и может сопровождаться снижением
пищевой ценности кормовых культур из-за подав-
ления фотодыхания высоким уровнем CO2 за счет
снижения оксигеназной функции рибулозо-1,5-
бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (РБФК/О),
что может отрицательно сказываться на азотном
обмене растений [8, 9]. C4-растения, благодаря
наличию углерод-концентрирующего механизма
(УКМ), ранее рассматривались как менее зависи-
мые от концентрации CO2 в окружающей среде,
чем C3-виды, и предполагалось, что они будут
меньше реагировать на еCO2 [6, 7]. Эта концеп-
ция глубоко укоренилась в климатических и эко-
логических моделях воздействия меняющегося
климата на растения [7]. Однако за последние годы
появилось много противоречивой информации по
этому вопросу [2, 3]. Было показано, что у С4-видов
еСО2 более эффективно стимулирует фотосинте-
тический метаболизм [10] и накопление биомассы,
связанное с повышением эффективности исполь-
зования воды (WUE) [11]. В то же время есть ин-
формация, что высокие и сверхвысокие концен-
трации СО2 приводят к снижению интенсивности
фотосинтеза как у С3-, так и у С4-видов [9, 12]. Та-
ким образом, вопрос о влиянии еСО2 на растения
с разным типом фотосинтеза в настоящее время
остается открытым.

Известно, что условия, которые сопровожда-
ют повышение концентрации СО2 в атмосфере, в
частности повышенные температуры, могут стать
лимитирующими факторами для роста растений
[13]. Исследования совместного комплексного
воздействия нескольких климатических факто-
ров представляют особый интерес, поскольку они
вызывают более сложные ответные реакции расте-
ний, по сравнению с действием одиночных стрес-
сов [14]. Было установлено, что способность к
температурной акклимации фотосинтеза у C3- и
C4-видов различается [15]. На С3-виде киноа по-
казано, что реакция растений на высокие темпе-
ратуры разнообразна и зависит от генотипа и фе-
нологической стадии [16]. На С3-видах, пшенице
и рисе, высокие температуры снижали урожай
зерна, причем еCO2 не компенсировал это нега-
тивное воздействие, что в результате приводило к
снижению урожая до 35% [17]. У С3-видов основ-
ными причинами снижения фотосинтеза при сов-
местном действии еСО2 и еТ являются тепловая
лабильность РБФК/О-активазы и снижение фото-
синтетического электронного транспорта [18]. В
то же время установлено, что еСО2 может поло-
жительно влиять на термоустойчивость некото-
рых С3-видов, и у них наблюдается активация

чувствительных к повышенной температуре фо-
тосинтетических параметров (видимый фото-
синтез, устьичная проводимость и эффектив-
ность ФС II) [19]. Предполагается, что смягчаю-
щий эффект eCO2 при комплексном воздействии
климатических факторов у С3-растений связан с
активацией антиоксидантной защитной систе-
мы, снижением фотодыхания [20], уменьшени-
ем отрицательного влияния стрессовых факто-
ров на метаболизм сахаров и аминокислот [21], а
также с положительным влиянием еСО2 на ин-
тенсивность карбоксилирования и водный ба-
ланс растений [2, 22]. Таким образом, в настоя-
щее время однозначно сказать о влиянии eCO2
на термоустойчивость ростовых и фотосинтети-
ческих параметров С3-растений нельзя [22].

C4-растения демонстрируют другую, по срав-
нению с С3-видами, и достаточно противоречивую
картину биохимических ограничений при действии
повышенных температур. Это объясняется сложно-
стью биохимической модели C4-фотосинтеза.
Можно сказать, что фотосинтетический С4-УКМ,
является адаптацией С3-пути к низкой концен-
трации СО2, которая за счет снижения оксиге-
назной функции РБФК/О ограничивает фотоды-
хание, способствуя повышению эффективности
фотосинтеза и минимизируя потери воды в жарких
и засушливых условиях [23]. На примере C4-трав
установлено, что активация биосинтеза белков и
метаболитов в результате усиления метаболических
процессов при еCO2 может способствовать улучше-
нию термостойкости растений, связанной с усиле-
нием дыхательных метаболических путей в условиях
теплового стресса [24]. Действие еСО2 на С4-НАД-
растения способствует повышению клеточной
устойчивости к тепловому шоку, стимулирует рост
растений [25]. С другой стороны, показано, что при
еСО2 у С4-растений наблюдается снижение чув-
ствительных к повышенной температуре фото-
синтетических параметров (видимый фотосинтез,
устьичная проводимость и эффективность ФС II)
[19]. Предполагается, что неоднозначность отве-
тов на совместное действие еСО2 и еТ у С4-видов
связана с видоспецифичностью [26] и с противо-
положным действием этих факторов на транспи-
рацию [27]. Итак, на сегодняшний день данные о
влиянии еСО2 на механизмы термоустойчивости
растений с разным типом фотосинтетического
метаболизма противоречивы и фрагментарны [3,
10, 11, 22]. В то же время исследования комбини-
рованного действия еСО2 и еТ на отдельные этапы
С3- и С4-фотосинтеза важны для создания реали-
стичной картины влияния изменяющегося кли-
мата на растения, необходимой для прогнозиро-
вания продуктивности растений [4, 10, 11, 22].

В данной работе исследовали однолетние
окультуренные растения одного семейства Ама-
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рантовые с разным типом фотосинтеза – киноа (С3,
подсем. Chenopodiaceae) и амарант (С4, Amaran-
thaceae). Они относятся к группе культур, извест-
ных как псевдозерновые. Киноа (Chenopodium
quinoa Willd.) – cтрессоустойчивое растение, из-
за высокой питательной ценности и адаптируе-
мости было предложено в качестве культуры, ис-
пользуемой для повышения продовольственной
безопасности в условиях климатических измене-
ний [1, 16]. Амарант запрокинутый (Amaranthus
retroflexus L.) – теплолюбивый, устойчивый к за-
сухе вид, произрастающий почти во всех районах
России. В настоящее время амарант используется
повсеместно: выведены кормовые, декоративные
и овощные сорта растения [28, 29].

Целью данной работы являлось исследование
влияния повышенной концентрации СО2 (800 ppm)
на термоустойчивость растений с разным типом
фотосинтеза: Chenopodium quinoa (С3) и Amaran-
thus retroflexus (С4-НАД) к кратковременной по-
вышенной температуре (35°С).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования и условия выращивания.

Семена Chenopodium quinoa Willd., сорт “Vakhdat”,
и Amaranthus retroflexus L. (интродуцированный
вид) получены из Центра генетических ресурсов
Таджикской академии сельскохозяйственных на-
ук (CGR TAAS).

Семена киноа проращивали в дистиллирован-
ной воде и 3–4-дневные проростки высаживали
на перлит, пропитанный 50% раствором Хоглан-
да. Семена Amaranthus retroflexus проращивали в
перлите без предварительного замачивания. Расте-
ния выращивали в течение 30 дней под люминес-
центными лампами (плотность потоков квантов
ФАР 200 мкмоль/(м2 с)), при 16-часовом фотопери-
оде, в двух раздельных камерах при естественной
(400 ppm, аСО2) и повышенной (800 ppm, еСО2)
концентрации СО2 при температуре 25°С. Затем
растения в обеих камерах подвергали 4-дневному
воздействию повышенной температуры (35°С, еТ).

Определение сухой биомассы, содержания воды,
пролина и МДА. Для определения сухой биомассы
листья высушивали при 80°С до постоянной мас-
сы. Содержание воды (W) рассчитывали по фор-
муле и выражали в г Н2О/г сухой массы:

(1)

где FW – сырая биомасса, DW – сухая биомасса.
Содержание свободного пролина определяли с

помощью кислого нингидринового реактива по
методу Bates [30] с модификациями. В качестве
анализируемых экстрактов использовали водные
вытяжки высушенных и растертых листьев. Ре-
зультаты рассчитывали на 1 г сухой массы.

W FW D( W W ,) D= −

Скорость перекисного окисления липидов
оценивали спектрофотометрически по реакции с
тиобарбитуровой кислотой (ТБК), основанной на
взаимодействии ТБК с малоновым диальдегидом
(МДА). Содержание МДА определяли по Heath и
Packer [31]. Навеску листьев (0.5 г) растирали в ступ-
ке с 2 мл 0.5% трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Го-
могенат центрифугировали при 10000 g в течение
10 мин и к 0.3 мл супернатанта добавляли 1.2 мл
0.5% ТБК в 20% ТХУ. Смесь нагревали на кипя-
щей водяной бане в течение 30 мин, затем быст-
ро охлаждали во льду и центрифугировали при
10000 g в течение 10 мин. После этого измеряли
оптическую плотность проб при 532 и 600 нм
(Multiskan Sky Spectrophotometer, “Thermo Scientif-
ic”, США). Концентрацию МДА рассчитывали
после вычитания неспецифического поглощения
при 600 нм (ε = 1.56 × 105 М–1 см–1) и выражали в
нмоль/г сырой массы.

Измерение СО2/Н2О газообмена. Для опреде-
ления интенсивности видимого фотосинтеза (А)
и транспирации (Е) лист помещали в термостатиру-
емую при комнатной температуре листовую камеру
и освещали оптоволоконным световодом от освети-
теля (KL 1500 LCD, “Shott”, Германия) с галогено-
вой лампой (150 Вт, “Philips”, Нидерланды) с интен-
сивностью ФАР в поле объекта 2000 мкмоль/(м2 с).
Стационарный СО2/Н2О газообмен листа изме-
ряли с помощью одноканального ИК-газоанали-
затора (LI-820, “LICOR”, США) в открытой схеме.
Транспирацию листа рассчитывали на основании
разности влажности газа на входе и выходе из ли-
стовой камеры. В данной установке в опорном газо-
вом потоке на входе в листовую камеру поддержи-
вали известную постоянную влажность с помощью
увлажнителя LI-610 (“LICOR”, США). Для опреде-
ления влажности на выходе из листовой камеры
использовали психрометрический датчик HMP50
(“Vaisala INTERCAP”, Финляндия). Эффектив-
ность использования воды (WUE) рассчитывали,
как отношение скорости видимого фотосинтеза к
транспирации (А/Е). Интенсивность темнового
дыхания (Rd) оценивали через 20 мин после вы-
ключения света.

Измерение функционирования фотосистем I и II.
Изменение окислительно-восстановительного
потенциала Р700 измеряли путем мониторинга
оптической плотности листьев при 820 нм с ис-
пользованием двухволновой системы импульсной
модуляции ED-P700DW (“Heinz-Walz, Effeltrich”,
Германия) в сочетании с PAM-101 (“Heinz-Walz”,
Германия). Кинетика окисления P700 измерялась
при освещении дальним красным светом (720 нм,
17.2 Вт/м2). Максимальное окисление P700 опре-
деляли с использованием ксеноновой газоразряд-
ной лампы (50 мс, 1500 Вт/м2, “Heinz-Walz”, Гер-
мания) в присутствии дальнего красного света.
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Определение квантового выхода флуоресценции
ФС II адаптированного к темноте (20 мин) фраг-
мента листа осуществляли с помощью РАМ-флу-
ориметра (PAM-101, “Heinz-Walz”, Германия).
Измеряли темновой максимальный квантовый
выход флуоресценции ФС II (Fv/Fm). Измерение
проводили с досветкой образца слабым модули-
рованным потоком красного света, которое осу-
ществлялось АЦП (PDA-100, “Walz”, Германия),
преобразующим первичный сигнал от PAM-101
на компьютер со стандартным программным ин-
терфейсом. Расчет показателей проводили на ос-
новании текущих значений минимальной (F0) и
максимальной (Fm) флуоресценции адаптирован-
ного к темноте листа по формуле:

(2)

Максимальную квантовую эффективность
( ) и эффективный квантовый выход (ФФСII)
фотохимии ФС II при заданной интенсивности
света рассчитывали по формулам:

(3)

(4)

где  – фотохимическое тушение флуоресцен-
ции открытым реакционным центром ФС II, а 
и  – минимальная и максимальная флуорес-
ценция хлорофилла после световой адаптации.

Нефотохимическое тушение флуоресценции
хлорофилла (NPQ) рассчитывали по формуле:

(5)

Определение содержания белков рибулозо-1,5-
бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (РБФК/О),
фосфоенолпируваткарбоксилазы (ФЕПк) и гли-
циндекарбоксилазы (ГДК) проводили с помощью
вестерн-блоттинга. Тотальный белок выделяли из
листьев (0.5 г) экстракционным буфером (50 мМ
Tрис-HCl (pH 8.0), 10 мМ MgCl2, 0.3 мМ ЭДТА,
2% поливинилпирролидон и 5 мМ дитиотреитол).
Содержание белка определяли по методу Бред-
форд, используя бычий сывороточный альбумин
(“Sigma-Aldrich”, США) в качестве стандарта.

Вестерн блоттинг. Анализ содержания белков
РБФК/О, ФЕПк и ГДК проводили с помощью
иммуноферментного анализа, как было описано
ранее [32] с использованием коммерческих поли-
клональных антител против белков большой
субъединицы (L) (БС) РБФК/О (RbcL, AS03037,
“Agrisera”, Швеция), ФЕПк (PEPC, AS09458,
“Agrisera”, Швеция) и ГДК (GLDP, AS204370,
“Agrisera”, Швеция). Разделение суммарных бел-
ков (5–15 мкг тотального белка в слоте) проводи-
ли с помощью 10% денатурирующего гель-электро-
фореза (SDS-PAGE). После проведения электро-
фореза белки переносили на нитроцеллюлозную

( )v m m 0 m .F F F F F= −

v m' 'F F

v m 0m m' ' ' ' '( ) ,F F F FF= −

ΦΦ =CII q m' ' ,F F

q'F

0'F

m'F

m m m' 'NPQ ( ) .F F F= −

мембрану (“Amersham, GE Healthcare”, Велико-
британия), используя прибор для мокрого блот-
тинга (“BioRad”, США) согласно стандартному
протоколу. Анализ взаимодействия антител с ан-
тигеном проводили обработкой вторичными ан-
тителами (anti-rabbit IgG horse radish antibodies
(Agrisera, AS09 602)) с помощью смеси люминола
и кумаровой кислоты в присутствии перекиси во-
дорода. Хемилюминесцентный сигнал на мем-
бранах регистрировали с помощью пленки Retina
XBE (Германия). Интенсивность полос в вестерн-
блоттинге оценивали с помощью программы Im-
ageJ 1.37v (США) и выражали относительно сред-
него уровня (n = 3) для контрольных растений,
который был взят за 100%. Анализ проводили не
менее 3 раз.

Статистический анализ. Во всех экспериментах
было пять биологических повторностей. Для кор-
реляционного и факторного (ANOVA) анализа
использовали программу SigmaPlot 12.0. На гра-
фиках приведены средние арифметические зна-
чения полученных величин и их стандартные
ошибки. Различия считались достоверными при
Р < 0.05 (тест Тьюки). Для многофакторного
анализа методом главных компонент (РСА) бы-
ло использовано программное обеспечение R
(версия 3.6.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ростовые параметры, содержание воды,

пролина и малонового диальдегида
34-дневные растения C. quinoa (С3) и A. retrof-

lexus (С4-НАД) отличались по продуктивности и
устойчивости. Сухая биомасса растений A. retrof-
lexus, выращенных в контрольном варианте, была
в 1.5 раза больше контрольных растений C. quinoa.
Отдельное воздействие еТ и еСО2 не вызывало из-
менений в росте растений обоих видов, а совмест-
ное действие еСО2 и еТ снижало биомассу только
у C. quinoa на 28% (рис. 1а).

При совместном действии факторов (еСО2 и
еТ) исследуемые растения отличались также по
содержанию воды: у C. quinoa наблюдалось его
снижение на 42%, а у A. retroflexus возрастание на
52%, по сравнению с контролем (рис. 1б).

Содержание пролина при всех видах воздей-
ствия у C. quinoa снижалось на 30–50%, а у A. ret-
roflexus повышалось при температурном воздей-
ствии и совместном действии факторов (еСО2 и
еТ) в 3 раза, по сравнению с контролем (рис. 1в).

Содержание МДА, которое является показате-
лем окислительного стресса, у C. quinoa возраста-
ло при совместном действии еСО2 и еТ на 34%, а
у A. retroflexus – в 2 раза при действии еСО2 и на
61% при совместном действии факторов (еСО2 и
еТ) (рис. 1г).
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РАХМАНКУЛОВА и др.

Интенсивность параметров СО2/Н2О газообмена
Интенсивность видимого фотосинтеза (А) в

контроле была более значительной у растений
A. retroflexus (на 28%) по сравнению с растениями
C. quinoa. Интенсивность видимого фотосинтеза
C. quinoa снижалась при действии повышенной
температуры как при обычном, так и при повы-
шенном уровне СО2 на 28 и 18%, соответственно,
а у A. retroflexus при всех видах воздействий в сред-
нем на 33% по сравнению с контролем (рис. 2а).

У обоих видов C. quinoa и A. retroflexus значения
интенсивности транспирации (Е) при повыше-
нии температуры снижались на 23 и 45% соответ-
ственно. Кроме того, снижение Е на 20%, по
сравнению с контролем, происходило у растений
A. retroflexus при действии еСО2 и совместном
действии факторов (еСО2 и еТ) (рис. 2б).

Интенсивность темнового митохондриально-
го дыхания (Rd) у обоих видов возрастала при
действии повышенной температуры и повышен-
ной концентрации СО2: на 36% у C. quinoa и на
83% у A. retroflexus. У A. retroflexus Rd также увеличи-
валась на 39% при действии повышенной темпера-

туры и на 86% в условиях повышенной концентра-
ции СО2 по сравнению с контролем (рис. 2в).

Эффективность использования воды (WUE) у
обоих видов снижалась при совместном действии
факторов (еСО2 и еТ): на 26% у C. quinoa и на 13%
у A. retroflexus по сравнению с контролем. У A. ret-
roflexus происходило снижение WUE и при дей-
ствии повышенного уровня СО2 при обычной тем-
пературе на 13% по сравнению с контролем (рис. 2г).

Активность ФС I и эффективность 
функционирования ФС II

Эффективность функционирования ФС I и
циклического транспорта электронов была более
значительной у растений A. retroflexus. При всех
вариантах воздействий данный параметр досто-
верно не изменялся у обоих видов (рис. 3а).

Эффективность максимального квантового
выхода фотосинтеза ФС II (Fv/Fm) у растений обо-
их видов снижалась при совместном действии
еСО2 и еТ в среднем на 20%. У C. quinoa она также
снижалась на 20% при действии только eT (рис. 3б).

Рис. 1. Накопление сухой биомассы (а), содержание воды (б), пролина (в) и МДА (г) у растений Chenopodium quinoa и
Amaranthus retroflexus, выращенных при разных концентрациях СО2 и кратковременном действии повышенной темпе-
ратуры (35°С, еТ). (1) Контрольные растения, выращенные при естественной (400 ppm) концентрации СО2 (аСО2);
(2) растения, выращенные при аСО2 и 4-дневном воздействии еТ; (3) растения, выращенные при повышенной (800
ppm) концентрации СО2 (еСО2); (4) растения, выращенные при еСО2 и 4-дневном воздействии еТ (еСО2 и еТ). Раз-
ными латинскими буквами отмечены достоверные различия на уровне P < 0.05.
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Снижение Fv/Fm у обоих видов при совместном
действии еСО2 и еТ и у C. quinoa при еТ сопровож-
далось аналогичным снижением на ~20% макси-
мальной квантовой эффективности фотохимии ФС
II при заданной интенсивности света (Y ' = ) и
на ~14% эффективного квантового выхода фото-
химии ФС II при заданной интенсивности света
(ФФСII ( )) (рис. 3в, г). В контрольных услови-
ях нефотохимическое тушение (NPQ) было более
значительным (почти в 3 раза) у растений A. retrof-
lexus по сравнению с растениями C. quinoa, у кото-
рых при действии еТ и при совместном действии
еСО2 и еТ NPQ снижалось на 38% (рис. 3д).

Содержание фотосинтетических ферментов

Содержание фермента РБФК/О достоверно не
изменялось в результате воздействия всех вариантов
факторов ни у растений C. quinoa, ни у A. retroflexus
(рис. 4а).

v m' 'F F

q m' 'F F

Содержание фермента ФЕПк было снижено
только у растений C. quinoa, выращенных при
действии еСО2 и при совместном действии еСО2
и еТ на 44 и 51% по сравнению с контролем соот-
ветственно. У растений A. retroflexus, выращенных
при совместном действии еСО2 и еТ, наблюдалось
возрастание содержания ФЕПк на 20% (рис. 4в).

Содержание ГДК снижалось в среднем в 2 раза
только у растений C. quinoa при всех исследован-
ных вариантах воздействия (рис. 4г).

Многофакторный анализ физиологических
и биохимических параметров

Для оценки степени изменений характеристик
фотосинтетического аппарата и механизмов устой-
чивости в условиях повышенной температуры и
концентрации СО2 был проведен многофактор-
ный анализ методом главных компонент (РСА)
биохимических и физиологических параметров
C. quinoa (С3) и A. retroflexus (С4). На рис. 5а видно,
что у растений C. quinoa первой основной компо-

Рис. 2. Интенсивность видимого фотосинтеза (а), транспирации (б), темнового дыхания (в) и эффективность исполь-
зования воды (г) у растений Chenopodium quinoa и Amaranthus retroflexus, выращенных при разных концентрациях СО2
и кратковременном действии повышенной температуры (35°С, еТ). (1) Контрольные растения, выращенные при есте-
ственной (400 ppm) концентрации СО2 (аСО2); (2) растения, выращенные при аСО2 и 4-дневном воздействии еТ;
(3) растения, выращенные при повышенной (800 ppm) концентрации СО2 (еСО2); (4) растения, выращенные при
еСО2 и 4-дневном воздействии еТ (еСО2 и еТ). Разными латинскими буквами отмечены достоверные различия на
уровне P < 0.05.

16

12

4

8

0

(а)

1

2

3
4

Chenopodium quinoa Amaramthus retroflexus

A

B

B Ba a

b
b

A
, м

км
ол

ь 
С

О
2/

(м
2 

с)

2.5

1.5

0.5

1.0

2.0

0

(в)

1 2
3 4

Chenopodium quinoa Amaramthus retroflexus

A

C
C

B

a
b

a
ab

R
d,

 м
км

ол
ь 

С
О

2/
(м

2 
с)

C C

1.8

1.2

0.6

0

(б)

1
2

3
4

Chenopodium quinoa Amaramthus retroflexus

A

Ba a
a

b

E
, м

м
ол

ь 
H

2О
/(

м
2 

с)

16

12

8

4

0

(г)1
2

3

4

Chenopodium quinoa Amaramthus retroflexus

A A

B B

a
a

a

b

W
U

E
, м

м
ол

ь 
С

О
2/

м
ол

ь 
H

2O



594

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

РАХМАНКУЛОВА и др.

нентой (PC1) четко отделяются от контроля два
варианта с повышенной температурой: еТ и сов-
местным действием еСО2 и еТ. Разделение со-
ставляет 41.15% от общей вариации. Основными
элементами PC1 были характеристики функцио-
нирования ФС II (табл. 1). Полученные результа-
ты свидетельствуют о значительном воздействии

повышенной температуры на данный С3-вид.
Вторая главная компонента (PC2) разделила кон-
троль и вариант еСО2 (рис. 5а). Разделение соста-
вило 18.63% от общей вариации. В данном случае
основными значимыми параметрами явились со-
держание ферментов ГДК и ФЕПк (ключевых
ферментов фотодыхательного гликолатного цик-

Рис. 3. Фотосинтетические параметры у растений Chenopodium quinoa и Amaranthus retroflexus, выращенных при разных
концентрациях СО2 и кратковременном действии повышенной температуры (35°С, еТ). (а) Активность циклического
транспорта электронов ФС I; (б) максимальный квантовый выход флуоресценции ФС II (Fv/Fm); (в) максимальная
квантовая эффективность фотохимии ФС II при заданной интенсивности света ( ); (г) эффективный квантовый
выход фотохимии ФС II при заданной интенсивности света (ФФСII); (д) нефотохимическое тушение флуоресцен-
ции ФС II (NPQ). (1) Контрольные растения, выращенные при естественной (400 ppm) концентрации СО2 (аСО2);
(2) растения, выращенные при аСО2 и 4-дневном воздействии еТ; (3) растения, выращенные при повышенной
(800 ppm) концентрации СО2 (еСО2); (4) растения, выращенные при еСО2 и 4-дневном воздействии еТ (еСО2 и еТ).
Разными латинскими буквами отмечены достоверные различия на уровне P < 0.05.
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ла и УМК), а также интенсивность транспирации
(табл. 1). Первых двух PC компонент достаточно
для объяснения 59.78% изменений от общей ва-
риации. На рисунке 5б приведены результаты
РСА-анализа данных С4-вида A. retroflexus. У дан-
ного вида первой основной компонентой (PC1)
разделяются только варианты контроль и сов-
местное действие факторов (еСО2 и еТ). Разделение
составляет 30.02% от общей вариации. Основными
элементами PC1 были характеристики функциони-
рования ФС II и содержание ФЕПк (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

В контрольных условиях исследуемые расте-
ния C. quinoa (С3) и A. retroflexus (С4) отличались
по ряду биохимических и физиологических пара-
метров: у С4-вида, по сравнению с С3-видом, были
более высокие значения прироста сухой биомассы,
интенсивности видимого фотосинтеза (А) и транс-
пирации (Е), активности ФС I и содержания про-
лина (рис. 1–3). Эти данные свидетельствуют о
более эффективном функционировании фото-

синтетического аппарата и УКМ у A. retroflexus,
которые обеспечили более значительный прирост
биомассы, по сравнению с С3-видом. Низкие зна-
чения WUE в контрольных условиях у A. retroflexus
можно объяснить видоспецифичностью данного
параметра [3]. Более высокие значения активно-
сти ФС I у С4-вида свидетельствуют о более ин-
тенсивном циклическом транспорте электронов
ФС I. Как известно, две дополнительные молекулы
АТФ требуются для каждой молекулы CO2, фик-
сированной в результате действия C4-цикла [33,
34]. Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами других авторов [3].

Увеличение температуры влияет почти на все
биологические процессы в растении, включая
морфогенез, текучесть мембранных липидов и их
состав, камбиальную активность [4]. Одним из
наиболее термочувствительных процессов расте-
ний считается фотосинтез. На С3-видах показано,
что термолабильными лимитирующими этапами
фотосинтеза являются световые реакции (компо-
ненты ФС II) и темновые реакции (на уровне
РБФК/О-активазы) [35, 36]. При высокой темпе-

Рис. 4. Результаты вестерн-блоттинга белков БС РБФК/О (большая субъединица) (а, б), ФЕПк (а, в) и ГДК (а, г) в ли-
стьях растений Chenopodium quinoa и Amaranthus retroflexus, выращенных при разных концентрациях СО2 и кратковре-
менном действии повышенной температуры (35°С, еТ). (1) Контрольные растения, выращенные при естественной
(400 ppm) концентрации СО2 (аСО2); (2) растения, выращенные при аСО2 и 4-дневном воздействии еТ; (3) растения,
выращенные при повышенной (800 ppm) концентрации СО2 (еСО2); (4) растения, выращенные при еСО2 и 4-дневном
воздействии еТ (еСО2 и еТ). Разными латинскими буквами отмечены достоверные различия на уровне P < 0.05.
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ратуре РБФК/О-активаза может образовывать
неактивные агрегаты, что приводит к замедлению
активности карбоксилазной функции РБФК/О
[8, 18]. Проведенный нами РСА-анализ морфо-
физиологических и биохимических параметров
C. quinoa подтвердил, что для данного С3-вида
значимыми параметрами в условиях повышен-
ной температуры были показатели эффективно-
сти функционирования ФС II (рис. 5а; табл. 1).
РСА-анализ С4-вида A. retroflexus не выявил зна-
чимой реакции на температурное воздействие.
Однако некоторые параметры при действии еТ
достоверно изменялись. Наблюдалось значитель-
ное снижение интенсивностей А и Е, которые со-
провождались признаками осмотического стрес-
са, о чем свидетельствует значительное увеличе-
ние содержания пролина (рис. 1, 2).

Неоднозначность реакции С3-растений на вы-
сокий уровень CO2 может быть связана со сложным
и комплексным характером воздействия еСО2 на
углеводный обмен растений. Так, еCO2, снижая
устьичную проводимость, влияет на динамику
как углеродного, так и водного обмена растений.
С одной стороны, низкие значения устьичной
проводимости отрицательно действуют на интен-
сивность поступления CO2 в растения, что ча-
стично компенсируется стимуляцией скорости
карбоксилирования РБФК/О высоким содержа-

нием CO2 [9, 37]. С другой стороны, они могут
привести к значительной экономии воды в расте-
ниях, снижая уровень транспирации, что приво-
дит к увеличению эффективности использования
воды [6, 9]. В наших экспериментах у растений
C. quinoa не наблюдалось возрастания WUE,
вследствие снижения Е при действии еСО2 (рис. 2).
Для С3-видов характерно подавление интенсив-
ности фотодыхания высоким уровнем CO2 за счет
снижения оксигеназной функции РБФК/О [9].
При удвоении уровня CO2 снижение фотодыхания
может составить более ∼50% [6]. В проведенных
нами экспериментах снижение содержания клю-
чевого фермента гликолатного фотодыхательно-
го цикла ГДК у растений C. quinoa при действии
еСО2 составило 60% (рис. 4г). Проведенный нами
РСА-анализ действия еСО2 на параметры C. quinoa
подтвердил, что для данного С3-вида значимыми
параметрами были содержание фермента ГДК и
интенсивность транспирации (рис. 5а, табл. 1).
Хотя РСА-анализ С4-вида A. retroflexus не выявил
значимой реакции на воздействие еСО2, однако
некоторые параметры у этого вида при еСО2 до-
стоверно изменялись. В частности, наблюдалось
снижение интенсивностей А и Е, что сопровожда-
лось окислительным стрессом, наличие которого
подтверждает 2-кратное увеличение содержания
МДА и значительное увеличение диссипацион-

Рис. 5. Многофакторный анализ методом главных компонент (PCA) биохимических и физиологических параметров,
участвующих в процессе адаптации растений Chenopodium quinoa и Amaranthus retroflexus, выращенных при разных
концентрациях СО2 и кратковременном действии повышенной температуры (35°С, еТ). (1) Контрольные растения,
выращенные при естественной (400 ppm) концентрации СО2 (аСО2); (2) растения, выращенные при аСО2 и 4-днев-
ном воздействии еТ; (3) растения, выращенные при повышенной (800 ppm) концентрации СО2 (еСО2); (4) растения,
выращенные при еСО2 и 4-дневном воздействии еТ (еСО2 и еТ).
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ных дыхательных затрат в темновом митохондри-
альном дыхании (рис. 1г, 2в). Снижение Е у С4-
растений при действии еСО2 показано и другими
авторами [11, 38]. О влиянии еСО2 на активность,
содержание и экспрессию генов РБФК/О у С4-
растений информация противоречивая: экспрессия
может как снижаться [39], так и увеличиваться [38].
Это объясняется тем, что гены, кодирующие важ-
ные фотосинтетические ферменты, необходимые
для эффективного функционирования С4-фото-
синтеза, роста биомассы и накопления сахарозы,
по-разному регулируются в условиях еСО2 и связано
это с видоспецифичностью или с разновидностью
C4-пути и/или комбинированным воздействием
высоких экологических нагрузок, сопровождаю-
щих еСО2.

РСА-анализ морфофизиологических и биохи-
мических параметров при совместном действии
еСО2 и еТ продемонстрировал их значительные
отличия по первой компоненте (РС1) от кон-

трольного варианта у обоих видов (рис. 5). Как у
С3-, так и у С4-вида значимыми параметрами бы-
ли показатели эффективности функционирова-
ния ФС II, а у A. retroflexus еще и содержание
ФЕПк (рис. 5а, б; табл. 1). При этом у С3-вида ре-
шающим фактором была еТ, поскольку подобным
образом растения реагировали на данный фактор в
отдельности. Воздействие еСО2 и совместное
действие еСО2 и еТ одинаково негативно влияли
на содержание у C. quinoa фотодыхательного фер-
мента ГДК. Это согласуется с данными других ав-
торов, показавших снижение фотодыхания в ре-
зультате подавления еСО2 функции оксигенации
РБФК/О [6, 9]. Характерной особенностью сов-
местного действия еСО2 и еТ на С3-вид C. quinoa
было снижение сухой биомассы, содержания воды
в тканях и WUE (рис. 1, 2). Из работ других авторов
следует, что C. quinoa проявляет очень разнообраз-
ную реакцию по перечисленным параметрам в за-
висимости от генотипа и фенологической стадии

Таблица 1. Факторные нагрузки биохимических и физиологических параметров на главные компоненты (PC1 и
PC2) многофакторного анализа (PCA) растений Chenopodium quinoa и Amaranthus retroflexus, выращенных при
естественной (400 ppm) и повышенной (800 ppm) концентрациях СО2 и кратковременном действии повышен-
ной температуры (35°С)

Примечание. Полужирным шрифтом показаны наиболее значимые параметры. А – интенсивность видимого фотосинтеза;
Rd – интенсивность темнового дыхания; Е – интенсивность транспирации; WUE – эффективность использования воды;

Fv/Fm – максимальный квантовый выход флуоресценции ФС II;  – максимальная квантовая эффективность фотохи-
мии ФС II при заданной интенсивности света; ФФСII –эффективный квантовый выход фотохимии ФС II при заданной ин-
тенсивности света; NPQ – нефотохимическое тушение.

Параметры
C. quinoa A. retroflexus

PC1 PC2 PC1 PC2

Сухая биомасса −0.198 0.052 −0.143 0.274

Содержание воды 0.255 −0.270 0.314 −0.085

Содержание пролина −0.213 −0.143 0.308 −0.171

Содержание МДА 0.245 0.139 0.069 0.152

А −0.265 0.325 0.049 0.496

Rd −0.133 0.364 0.251 0.040

E −0.223 0.375 0.029 0.467

WUE −0.233 0.204 0.066 0.459

ФС I −0.178 0.116 0.071 −0.147

Fv/Fm −0.349 −0.203 −0.400 −0.118

−0.335 −0.236 −0.325 −0.187

ФФСII −0.325 −0.122 −0.391 0.047

NPQ −0.296 −0.054 −0.219 0.108

Содержание РБФК/О −0.295 0.026 −0.324 −0.142

Содержание ФЕПк −0.108 −0.374 0.330 −0.271

Содержание ГДК −0.143 −0.442 −0.160 −0.108

v m' 'F F

v m' 'F F
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[16]. О наличии окислительного стресса свиде-
тельствует увеличение содержания МДА, а усиле-
ние темнового дыхания, вероятно, связано с его
диссипационной и защитной функцией от окисли-
тельного стресса (рис. 1, 2). У С4-вида при совмест-
ном действии еСО2 и еТ возрастание содержания
ФЕПк свидетельствует об усилении роли УКМ и,
возможно, о рассогласовании функционирования
цикла Кальвина и УКМ (рис. 4). Данные изменения
фотосинтетических параметров сопровождались
значительным возрастанием содержания пролина,
связанным в основном с температурным факто-
ром (рис. 1), и возрастанием содержания МДА,
свидетельствующим об окислительном стрессе,
связанным у данного С4-вида с еСО2 (рис. 1). При
совместном действии еСО2 и еТ у обоих видов на-
блюдалось снижение WUE, и в большей степени
у С3-вида.

Итак, С4-вид A. retroflexus, по сравнению с С3-ви-
дом C. quinoa, продемонстрировал в контрольных
условиях более высокие значения интенсивности
фотосинтеза и транспирации, активности ФС I, а
также низкое содержание пролина. На действие
еТ более сильно реагировал С3-вид, наблюдалось
подавление световых реакций (ФС II), цикла
Кальвина и фотодыхания. У С4-вида подавлялись
интенсивность фотосинтеза и транспирации. Силь-
ное возрастание пролина у A. retroflexus свидетель-
ствует о тепловом стрессе. На действие еСО2 С3-вид
реагировал значительным снижением фотодыха-
ния, а у С4-вида признаки окислительного стрес-
са сопровождались подавлением интенсивности
фотосинтеза, транспирации и возрастанием темно-
вого дыхания, вероятно, связанного с диссипаци-
онной и защитной функцией. Смягчающий эффект
еСО2 на термоустойчивость С3- и С4-растений,
показанный в ряде работ [2, 20–22], в наших экс-
периментах у растений C. quinoa и A. retroflexus не
был установлен. Действие еТ на С3-вид было
главным повреждающим фактором, который при
действии еСО2 приводил еще к снижению роста и
окислительному стрессу. У С4-вида A. retroflexus
совместное действие еСО2 и еТ вызывало дополни-
тельно возрастание содержания ключевого фер-
мента УКМ – ФЕПк. А сочетание температурно-
го стресса, вызванного еТ, и окислительного
стресса, вызванного еСО2, приводило к наруше-
нию эффективности ФС II. Таким образом,
С3-растения C. quinoa в стрессовых условиях про-
явили большую вариабельность фотосинтетиче-
ского и устьичного аппарата, а также способность
к акклимации фотосинтеза к повышенной темпе-
ратуре на уровне световых и темновых реакций,
но слабую устойчивость к совместному действию
еСО2 и еТ, тогда как C4-растения A. retroflexus
продемонстрировали изначально большую
адаптированность к теплой среде, за счет нали-

чия узкоспециального УКМ, а также стабиль-
ность ростовых параметров, однако у данного
вида при совместном действии еСО2 и еТ поми-
мо окислительного стресса наблюдались при-
знаки теплового стресса. Тем не менее, на осно-
вании анализа первичной продуктивности изу-
ченных растений, можно предположить, что в
условиях совместного действия еСО2 и еТ пре-
имущество будут иметь С4-виды.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 23-24-
00551).
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Каротиноиды крайне важны как незаменимые участники фотосинтеза и фотозащиты, а также ро-
ста, развития и стрессовой реакции растений. Фермент фитоиндесатураза (PDS; EC 1.3.5.5) катали-
зирует первую фазу десатурации 15-цис-фитоина (предшественника всех каротиноидов). В работе
впервые исследовано влияние нокаута PDS в геноме Nicotiana tabacum L. с использованием системы
CRISPR-Cas9 на активность нижестоящих генов пути биосинтеза каротиноидов. Получены девять
трансгенных линий табака с мозаичным редактированием гена NtPDS – три варианта инделей
(350^351→ins^g#, 350^351→ins^t# и t351→del(1nt)#) в области экзона II, приводящих к синтезу уко-
роченной, нефункциональной версии белка. Линии характеризовались пятнистой, зелено-белой
пигментацией листьев, изменениями времени инициации цветения и морфологических характери-
стик, а также снижением содержания каротиноидов и хлорофиллов в ткани листа. Продемонстри-
ровано увеличение уровня транскриптов гена фитоинсинтазы NtPSY2 у позднецветущих линий в
сравнении с контролем. Редактированная линия L29 с самым поздним цветением характеризова-
лась существенным подъемом уровня транскриптов нижестоящих структурных генов каротиноге-
неза. Снижение содержания каротиноидов в листьях мозаично редактированных растений сопро-
вождалось падением уровня экспрессии MADS-box гена NtSEP1, продукт которого предположи-
тельно участвует в регуляции транскрипции генов биосинтеза каротиноидов. Полученные данные
могут быть использованы для дальнейших исследований регуляции биосинтеза каротиноидов и
апокаротиноидов у Пасленовых культур.

Ключевые слова: Nicotiana tabacum, CRISPR-Cas9, биосинтез каротиноидов, фитоиндесатураза, экс-
прессия генов
DOI: 10.31857/S001533032360033X, EDN: CXCKHG

ВВЕДЕНИЕ
Каротиноиды (пигменты различных оттенков

желтого, оранжевого и красного) образуются de
novo у фото- и хемосинтезирующих организмов: у
некоторых видов бактерий, архей и грибов, а также
у водорослей и растений; остальные организмы
(включая животных и человека) каротиноиды не
синтезируют, но потребляют с пищей и метаболи-
зируют [1]. Для фотосинтезирующих организмов
данные пигменты крайне важны как незаменимые
участники фотосинтеза и фотозащиты. Каротинои-
ды собирают энергию света и осуществляют син-
глет-синглетную передачу энергии электронного
возбуждения хлорофиллам. Одновременно они
поглощают избыточную энергию хлорофиллов,
защищая организм от неблагоприятного воздей-
ствия света высокой интенсивности. Нефотохими-

ческое тушение происходит при ферментативном
преобразовании производных α- и β-каротинов,
ксантофиллов (виолаксантин, антераксантин и
эпоксид лютеина), в деэпоксидные ксантофиллы
(зеаксантин и лютеин). Кроме того, образующие-
ся в процессе фотосинтеза активные формы кис-
лорода нейтрализуются каротиноидами как анти-
оксидантами за счет физических и/или химиче-
ских реакций [1, 2].

У растений блокировка синтеза каротиноидов
приводит к нарушениям в работе фотосинтетиче-
ского аппарата и защите от фотоингибирующего
и оксидативного стрессов [3]. Более того, это от-
меняет образование α- и β-каротинов – основ-
ных источников фитогормонов стриголактонов и
абсцизовой кислоты (АБК), необходимых для ре-
гуляции различных аспектов роста, развития и
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стрессовой реакции организма [4, 5], равно как и
витамина А в рационе человека и животных [6].

С учетом вышесказанного, нарушение синтеза
каротиноидов может иметь критические послед-
ствия вплоть до гибели растения. К примеру, на
этом основано действие хлорсодержащих отбели-
вающих гербицидов (таких как норфлуразон), ко-
торые приводят растение к гибели, ингибируя
биосинтез каротиноидов [2, 7]. Гербицид действует
на стадии первой десатурации, когда начинается
преобразование предшественника каротиноидов
(15-цис-фитоин) в окрашенный хромофор 9,15,9'-
три-цис-ζ-каротина под действием фитоиндеса-
туразы (PDS; EC 1.3.5.5). Фермент катализирует
симметричное введение первых двух из четырех
двойных связей, необходимых для образования
полностью транс-ликопина [2, 7]. Молекулы PDS
собираются в каталитически активные гомотет-
рамеры, образующие гидрофобный туннель, ко-
торый связывает 15-цис-фитоин (высоко гидро-
фобный субстрат) и пластохинон (косубстрат).
Механизм действия гербицида связан с эффек-
тивностью его конкуренции с пластохиноном за
сайт связывания в туннеле PDS-тетрамера [2]. Ис-
следование PDS выявило несколько сайтов, мута-
ции в которых препятствуют взаимодействию с
карбонилом норфлуразона; введение таких мута-
ций обеспечивает устойчивость растения к хлор-
содержащим гербицидам с сохранением биосин-
теза каротиноидов [2].

Критичность корректной работы PDS проде-
монстрирована и для запасающих органов расте-
ния. Так, снижение уровня транскриптов PDS в
плодах томата не только сокращает количество
каротиноидов, но также приводит к падению экс-
прессии ключевого для созревания MADS-box гена
RIPENING INHIBITOR (RIN) и генов, являющихся
мишенями фактора транскрипции (ТФ) RIN [8].
Это может быть следствием прямого взаимодей-
ствия белков PDS и RIN, либо, под влиянием де-
фицита каротиноидов, роста синтеза других мета-
болитов (например, АБК) и белков, которые по-
давляют транскрипцию RIN [8]. В свою очередь,
сверхэкспрессия RIN в растениях томата с мута-
цией rin приводит к повышению экспрессии PDS
и накоплению каротиноидов [9]. Отметим, что сре-
ди подтвержденных мишеней ТФ RIN находятся
многие гены каротиногенеза (Phytoene synthase
PSY1, 15-cis-zeta-carotene-isomerase Z-ISO, Lycopene
beta-cyclase LCY-b, Zeta-carotene desaturase ZDS,
Carotenoid isomerase CrtISO) [10, 11].

То, что ингибирование активности PDS приво-
дит к “отбеливанию” в норме зеленой фотосинте-
зирующей ткани, позволило исследователям ис-
пользовать PDS как репортерный ген для оценки
эффективности CRISPR-Cas9-редактирования
генома растений [12, 13], а также для тестирования
системы вирус-индуцированного подавления ге-

нов (VIGS) [14]. Транзиентное VIGS-замалчивание
гена PDS с целью обесцвечивания хлорофилл-со-
держащих тканей существенно облегчает визуа-
лизацию флуоресценции слитых с GFP белков в
листьях растений и представляет собой альтерна-
тиву конфокальной лазерной сканирующей мик-
роскопии [15]. PDS-эффект используется не
только для отработки различных методов, но и в
целях исследования различных аспектов развития и
адаптации растения. Так, показано, что наруше-
ние функции хлоропластов за счет подавления
фитоиндесатуразы усиливает системное накопле-
ние переносимого тлей вируса в листьях Nicotiana
benthamiana Domin [16].

В данном исследовании мы использовали си-
стему CRISPR-Cas9 для выключения гена PDS в
геноме Nicotiana tabacum L. с целью изучения за-
щитного/адаптационного ответа растения путем
изменения активности других генов пути кароти-
ногенеза, а также MADS-box генов, кодирующих
гомологи ТФ RIN. Нами были получены незави-
симые трансгенные линии, химерные по нокауту
PDS за счет однобуквенных вставок/делеций (со
сбивкой рамки считывания) в экзоне II гена. Вы-
ключение гена приводило к нарушениям фенофаз и
других морфологических характеристик растения, а
также вызывало альбиносность листовой ткани,
снижение содержания каротиноидов и хлорофил-
лов. У редактированных линий наблюдалось паде-
ние уровня экспрессии гена PDS и рост экспрессии
других генов каротиногенеза (PSY2, ZISO, CRTISO,
CrtB1, LCYE, NSY и VDE). Значительные изменения
наблюдались в уровне экспрессии стресс-чув-
ствительных генов, кодирующих MADS-доменные
факторы транскрипции (N. tabacum AGL8, MADS23,
SEP1, SEP2 и SEP3). Полученные результаты под-
черкивают важную роль фермента PDS в метабо-
лизме каротиноидов, фотосинтезе и фотозащите
у табака, а также предполагают возможное опо-
средованное участие PDS в регуляции стресс-чув-
ствительных MADS-box генов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектом исследова-

ния стал табак N. tabacum L. сорт Samsun. Для по-
лучения стерильной культуры in vitro семена теп-
личных растений стерилизовали в парах хлора.
Открытые микропробирки с семенами (~10–20 мг)
помещали в стеклянный эксикатор над емкостью
с 50–100 мл хлорсодержащего моющего средства
(типа “Доместос”) с добавлением 2–3 мл концен-
трированной HCl. Эксикатор плотно закрывали
крышкой и оставляли на 2 ч, после чего семена
помещали на чашки Петри с агаризованной
(0.7%) средой MS (Murashige and Skoog basal nutrient
medium including vitamins; M5519, Sigma-Aldrich,
США) с добавлением 10 г/л сахарозы (S9378; Sig-
ma-Aldrich). Проростки переносили в 0.5 л пла-
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стиковые контейнеры с той же средой и выращи-
вали in vitro в климатической камере в условиях
длинного фотопериода (16ч день/8ч ночь, 21°C) в
течение 3–4 недель до фазы 5–7 листа.

Конструкция для CRISPR-Cas9 редактирова-
ния. С целью выявления наиболее консерватив-
ных участков гена PDS (N. tabacum NCBI Gene ID
LOC107816873) кДНК гена сравнивали с гомоло-
гичными последовательностями видов табака
(N. attenuata LOC109223965; N. tomentosiformis
LOC104107035; N. sylvestris LOC104248773; N. ben-
thamiana LC543533.1) и Cyanobacteria bacterium
J055 (RFHR01000124.1). Область 5'-конца гена,
включавшую два первых экзона NtPDS (360 нук-
леотидов от ATG-кодона), использовали для под-
бора направляющей (guid; g) РНК с помощью
web-программ CRISPRdirect (http://crispr.dbcls.jp) и
CRISPR MultiTargeter (http://www.multicrispr.net/ba-
sic_input.html).

Конструкцию (для CRISPR/Cas9-введения
случайных мутаций в кодирующую последователь-
ность NtPDS, соответствующую выбранной gРНК)
собирали на основе бинарного вектора p201N_-
Cas9 (AddGene, Watertown, MA, США; кат. № 59175;
https://www.addgene.org/) в соответствии с прото-
колом (https://media.addgene.org/data/plasmids/47/
47024/47024-attachment_rNUYUYROwjgZ.pdf) [17].
Т-область вектора включала ген Cas9 (под двой-
ным промотором CaMV35S), ген NPTII (устойчи-
вость к канамицину; для селекции трансгенных
растений) и сайт I-PpoI для клонирования кассе-
ты экспрессии gРНК (управляемой промотором
U6.6 Medicago truncatula), предварительно собран-
ной в челночном векторе pUC_gРНК (AddGene
Кат. № 47024) [17]. Корректность сборки плазми-
ды p201N-NtPDS-gRNA проверяли методами ПЦР
и рестрикции согласно [17] и использовали для
трансформации штамма Agrobacterium tumefaciens
LBA4404. Агробактерию, содержащую пустой век-
тор p201N, применяли для трансформации расте-
ний в качестве контроля.

Трансформация растений табака. Для транс-
формации использовали экспланты культуры in vitro
табака (нарезанные секторами (~0.5 × 0.5 см)
пластины верхних листьев с предварительно уда-
ленными жилками).

Суспензию агробактерии для инфицирования
эксплантов получали из свежей культуры агро-
бактерии, выращенной в течение ночи (+28°С,
150 rpm) в 5 мл жидкой среды LB, содержащей ри-
фампицин (Rif, 12.5–25.0 мг/л) и канамицин
(Km, 100 мг/л). Культуру центрифугировали (1500 g,
10 мин), осадок суспендировали в 20 мл жидкой
среды А2 (MS, 3% сахароза; pH 5.5) в стерильной
чашке Петри, где замачивали экспланты (40 мин
в темноте; верхней поверхностью листа вверх) в
суспензии агробактерии (p201N – контроль; со-
держащие плазмиду p201N-NtPDS-gRNA – опыт).

Инфицированные экспланты просушивали с по-
мощью фильтровальной бумаги, выкладывали
верхней стороной листа вниз на чашки Петри с
агаризованной (0.7%) средой А2 и выдерживали в
темноте при комнатной температуре в течение 2 сут.
Далее экспланты отмывали от агробактерии (15 мин
в жидкой А2 среде, содержащей карбенициллин
(Cb) 500 мг/л), просушивали на фильтровальной
бумаге и помещали на чашки с агаризованной
(0.7%) средой А3 (MS, 2% глюкоза, 0.1 мг/л NAA
(1-Naphthaleneacetic acid), 1 мг/л BAP (6-Benzyl-
aminopurine), Km 100 мг/л и Cb 500 мг/л). Раз в
две недели экспланты перекладывали на свежую
среду А3. Образующиеся побеги срезали с каллу-
са, укореняли на среде А3 без BAP, адаптировали
к грунту и тепличным условиям.

Анализ целевого участка гена NtPDS. Геномную
ДНК экстрагировали из целого листа каждой
трансгенной линии Т0 с использованием набора
ZR-96 Plant/Seed DNA Kit (Zymo Research, США).
Область 178 п. н. гена NtPDS, содержащую целе-
вой сайт gРНК, амплифицировали методом ПЦР
с использованием праймеров PDS2exF и PDS3exR
(табл. 1) при следующих условиях: начальная де-
натурация 5 мин при 95°С, 35 циклов (30 с при
95°С, 30 с при 59°С, 1 мин при 72°С), 10 мин при
72°С. Продукты ПЦР ожидаемого размера выде-
ляли из агарозного геля с помощью набора
QIAEX® II Gel Extraction Kit (QIAGEN, Герма-
ния), клонировали в вектор pGEM®-T Easy
(pGEM®-T Easy Vector System I, Promega, США) и
секвенировали на секвенаторе ДНК ABI Prism
377 (Applied Biosystems, США). Полученные по-
следовательности ДНК анализировали на воз-
можные полиморфизмы с помощью программы
MEGA 7.0 (https://www.megasoftware.net/).

Анализ экспрессии генов. Для анализа исполь-
зовали ткань верхушечных листьев побега, до-
стигшего фазы развития 8–10 листьев. Из ткани
листа (~0.2–0.5 г), предварительно измельченной
растиранием в ступке в жидком азоте, выделяли
суммарную РНК с помощью набора RNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN, Германия). Удалив возмож-
ные примеси геномной ДНК (RNase-free DNase
set, QIAGEN, Германия), препарат анализирова-
ли на качество (электрофорез в 1.5% агарозном
геле) и использовали для синтеза (с праймером
oligo-dT) первой цепи кДНК (GoScript Reverse
Transcription System, Promega, США). Концентра-
ции РНК и кДНК измеряли флуориметрически
(Qubit® Fluorometer, Thermo Fisher Scientific).

Количественную ПЦР в реальном времени
(РВ-ПЦР) проводили в двух биологических и
трех технических повторах на приборе CFX96 Re-
al-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laborato-
ries, США) с использованием 3.0 нг кДНК, ген-
специфических праймеров (табл. 1) и смеси SYBR
Green RT-PCR (Синтол, Россия) при следующих
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условиях: исходная денатурация 5 мин при 95°С,
далее 40 циклов (15 с при 95°С; 40 с при 60°С). По-
лученные данные нормализовали по экспрессии
референсного гена Nicotiana tabacum Actin-7
(LOC107831145) [18].

Анализ содержания каротиноидов, хлорофиллов
и антоцианов. В ткани листа трансгенных/редакти-
рованных и контрольных растений измеряли ко-
личество (мг/г сырого веса) хлорофиллов (a и b),
каротиноидов (сумма) и антоцианов (сумма) со-
гласно [19]. Спектры поглощения регистрирова-
ли на спектрофотометре Eppendorf BioSpectrome-
ter® basic (Eppendorf, Германия).

Структурный и статистический анализ. Для со-
путствующего работе структурного анализа по-
следовательностей ДНК и белка использовали
программы NCBI-BLAST и NCBI-CDD (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/) и MEGA 7.0 (https://www.me-
gasoftware.net/). Статистическую обработку экс-

прессионных и биохимических данных проводи-
ли с помощью программы Graph Pad Prism v. 8
(https://www.graphpad.com, США). Результаты
выражали как среднее значение ± стандартное
отклонение (SD) на основе двух биологических и
трех технических повторов. Для оценки различий
применяли критерий Стьюдента; P < 0.01 считали
показателем статистической значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Трансгенные линии табака N. tabacum с редакти-
рованным геном NtPDS. Для редактирования гена
NtPDS в качестве gРНК была выбрана последова-
тельность 5'-GAGATTGTTATTGCTGGTGCAGG-3'
(в положении 334–356 п. н. от ATG-кодона,
кДНК, конец экзона II). Была собрана плазмид-
ная конструкция p201N-NtPDS-gRNA и введена в
штамм A. tumefaciens LBA4404, который был ис-

Таблица 1. Последовательности праймеров

Ген N. tabacum (NCBI ID) Последовательность (5' → 3')

Амплификация редактируемой области гена NtPDS
NtPDS (LOC107816873) TGCATTGATTATCCAAGACCAG

GTTTGTGACCAGCATCTGC
РВ-ПЦР

NtPDS (LOC107816873) GCTCTTCCTGCGCCATTAAATG
CTTGCTTTCTCATCCAGTCCTT

NtPSY2 (LOC107772713; LOC107761716) AACTGGACTCTGCTAGTAGATG
GCACAAGAGATTTTGCATAAGCA

NtZDS (LOC107772271) CAGCAGATACGTGATTTGGAT
ACAGTCAATGAATCCAAGAGCA

NtCRTISO (LOC107832559; LOC107791326) ATGAAGCAAAGAAAGAGCTTGT
GCAAGGTATCGTCTATGTGTCT

NtCrtRB1 (LOC107809222; LOC107822278) ACTATGGTTTCTTCCATAAAGGCCT
GCGGCCACCTTCCTTAAATAAG

NtVDE (LOC107780507; LOC107763628) CCTGACGAAACGGAATGTCAG
AGTCACCAACATCAGATTTACGA

NtWUS (NtWUSCHEL-like [LOC107796712; LOC107812471; 
MG843891.1; JQ686923.1])

CTTCTCATGGTGTACTGGCC
CAGTTCCTCATAATCGTCTACTAG

NtSEP1 (SEPALLATA 1-like [LOC107776641; LOC107789627]; 
гомолог гена Arabidopsis SEPALLATA 1)

GCAACATGCTCAATCTCAGG
TTGGGCATTTGTTACTGCTG

NtSEP2 (NtMADS6-like [LOC107821033; LOC107818774]; 
гомолог генов Arabidopsis AGL6 и SEPALLATA 2)

AATAATGGCGGAACAGATGG
TGGATCAGGTTCACATTCCA

NtSEP3 (LOC107773468; LOC107764357; JQ686934.1; 
гомолог гена Arabidopsis AGL9)

TCACTTGAGAGGCAGCTTGA
CATCGCCCTGAGTTTGAGTT

NtAGL8 (LOC107777773; гомолог гена Arabidopsis AGL8 [836212]) ATCAGTGGGATCAGCAGAACCA
ACCTCCTTCCACTTCTCCATTATC

NtMADS23-like (LOC107825287; гомолог генов S. tuberosum 
MADS23-like [LOC102593715] и Arabidopsis ANR1 [LOC9321977])

CAATTGGCAACTCCAACTTCTGAG
CGTCCTTTCTTACACGAACACCA

actin-7 (LOC107831145) ACAGTGTCTGGATTGGAGGATC 
GAAGCACTTCCTGTGGACAATG
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пользован для трансформации листовых эксплан-
тов табака сорта Samsun.

В качестве контроля использовали нетранс-
генные растения (WT) и растения, трансформи-
рованные пустым вектором (p201N). Каких-либо
морфологических отличий от WT-контроля расте-
ния p201N не имели. В сравнении с WT, укоренив-
шиеся на канамицине регенеранты Т0 NtPDS-gRNA
имели измененную в разной степени окраску ли-
ста – от полностью белой (такие регенеранты
гибли после образования корней и первых истин-
ных листьев) до зеленой. Из полученных 27 жиз-
неспособных трансгенных (укоренившихся, ка-
намицин-резистентных) линий 18 формировали
зеленые листья, и девять – мозаично альбинос-
ные (зеленые с белыми пятнами) (рис. 1). Цветки
всех трансгенных линий не имели каких-либо за-
метных фенотипических отклонений.

Полученные трансгенные растения NtPDS-gRNA
формировали две группы, характеризующиеся
заметной мозаичной альбиносностью листьев (I)
и ее отсутствием (II). В свою очередь, каждая
группа делилась на три подгруппы: рано цвету-
щие (А) (2 и 4 линии, соответственно), поздно
цветущие (Б) (4 и 1) и цветущие, как контроль (В)
(3 и 10). Кроме того, трансгенные линии (I) и (II)
отличались от нетрансгенного контроля наруше-
нием ряда других морфологических параметров
(табл. 2).

Так, в сравнении с WT, линии группы (I) фор-
мировали укороченный за счет сокращения меж-
доузлий стебель и меньше цветков/коробочек
(все три подгруппы А–В), а также меньше листьев

(А и Б) и семян (Б и В). Подгруппа Б цвела раньше
(в ~2 раза) и подгруппа В позже (в ~2.5 раза), чем
WT (табл. 2).

Линии группы (II), несмотря на отсутствие ви-
зуально регистрируемой альбиносности листьев,
характеризовались сходными с (I) изменениями в
сравнении с WT, за исключением количества се-
мян (вес семян на одну коробочку не отличался от
контроля) (табл. 2).

Анализ целевого сайта NtPDS в геноме транс-
генных линий (клонирование и секвенирование)
обнаружил различные варианты мутаций (одно-
нуклеотидные индели со сдвигом рамки считыва-
ния и замены (SNP)) в редактируемом участке ге-
на. Было показано, что в группе (I) из 10 клонов
каждой линии 10–20% содержат пять вариантов
измененного аллеля NtPDS: SNPs 341t→c и
351t→c; индели t351→del(1nt)#, 350^351→ins^g#
или 350^351→ins^t#. Анализ клонов, полученных
для одного нежизнеспособного растения с почти
полностью белыми листьями, показал вставку
350^351→ins^g# в 9 случаях из 10 секвенирован-
ных. В случае растений группы (II) среди 10 кло-
нов каждой линии были обнаружены только ва-
рианты с SNPs (рис. 2, табл. 2).

Таким образом, однонуклеотидные индели со
сдвигом рамки считывания легко детектирова-
лись у линий табака группы (I), которые форми-
ровали мозаично обесцвеченные листья. У расте-
ний группы (II) индели не обнаружены. Учиты-
вая аналогичные группе (I) отличия растений
группы (II) от контроля, данный факт может быть
связан с существенно меньшим количеством ре-

Рис. 1. Трансгенные растения табака N. tabacum с мозаично нокаутированным геном фитоиндесатуразы NtPDS (б, в, д)
в сравнении с нетрансгенным контролем (а, г).

(a)

(г) (д)

(б)

(в)
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Таблица 2. Характеристики трансгенных растений табака в сравнении с нетрансгенным контролем.

Образец
Варианты аллеля 

NtPDS
Дни до 

цветения
Высота, см Листья, шт. Цветки, шт.

Коробочки, 
шт.

Вес семян, г

WT Сроки цветения 
(vs. WT)

WT 122.50 ± 17.80 133.80 ± 15.20 40.80 ± 7.80 13.70 ± 5.60 11.10 ± 5.12 0.11 ± 0.05

Группа (I) (А) Норма: L2, L16, 
L24

350^351→ins^g#
350^351→ins^t#
t351→del(1nt)#
341t→c
351t→c

121.00 ± 15.00 83.33 ± 13.02 32.33 ± 2.33 5.00 ± 3.00 3.67 ± 2.12 0.11 ± 0.03

(Б) Ранние: L3, L7 61.50 ± 3.30 65.5 ± 4.50 36.5 ± 3.50 9.00 ± 3.00 6.50 ± 1.50 0.07 ± 0.01
(В) Поздние: L13, 
L28–30

304.25 ± 94.56 86.00 ± 17.05 44.50 ± 11.50 6.00 ± 3.00 4.50 ± 2.50 0.08 ± 0.02

Группа (II) (А) Норма: L1, L11, 
L14, L15, L17, L19, 
L20, L22, L26, L27

341t→c
351t→c
Нет SNPs или 
инделей

117.75 ± 15.75 73.25 ± 13.75 28.25 ± 2.25 4.75 ± 3.75 4.00 ± 3.00 0.11 ± 0.04

(Б) Ранние: L5, 
L18, L21, L23

65.30 ± 12.50 72.70 ± 9.50 26.70 ± 3.57 9.90 ± 3.50 7.30 ± 3.00 0.11 ± 0.03

(В) Поздние: L12 297.00 ± 0.00 121.00 ± 0.00 42.00 ± 0.00 8.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 0.12 ± 0.00

дактированных клеток и секвенированием числа
клонов, недостаточного для обнаружения мутаций.

Структурный анализ редактированной последо-
вательности NtPDS показал, что все три инделя
приводят к сбою рамки считывания. Образуются
преждевременные стоп-кодоны и, как следствие,
значительно укороченные и измененные на С-кон-
це варианты белка: 154 (в случае 350^351→ins^g# и
350^351→ins^t#) и 144 (t351→del(1nt)#) амино-
кислотных (а. о.) остатка при корректном размере
NtPDS 582 а. о. В случае инсерций первый преж-
девременный стоп-кодон образуется через 111 нук-
леотидов после сбивки рамки считывания, и С-ко-
нец мутантного белка состоит из 37 некорректных
а. о. остатков [CRSGWFVYSKISGRCWSQTAIAG-
GKRCPRWKGSCMER]. При делеции неправиль-
ный С-конец формируется из 27 а. о. [QVWV-
VCLQQNIWQMLVTNRYCWRQEMS].

Среди обнаруженных SNPs, один (t351→c) яв-
ляется синонимичным, тогда как второй (t341→c)
приводит к нейтральному замещению V114→A в
N-концевой области функционального домена
PLN02612 (расположен на участке 21–578 а. о.
белка NtPDS).

Содержание пигментов в линиях табака дикого
типа и трансгенных/редактированных линиях. Воз-
действие инделей в последовательности гена фи-
тоинсинтазы NtPDS на морфологию растений,

включая пигментацию фотосинтезирующей ткани,
предполагает нарушение биосинтеза каротинои-
дов. Для оценки такой возможности был проведен
сравнительный анализ содержания каротиноидов
(сумма), хлорофиллов (a и b) и антоцианов (сумма) в
листьях табака дикого типа (WT) и двух трансген-
ных поздних линий L28 и L29 из группы (I). Кро-
ме фенотипического проявления нокаута NtPDS,
выбор линий основывался на значительном их
отличии от контроля по времени инициации цве-
тения: 346 (L28) и 461 (L29) день против 122 дней
в случае WT.

В результате было показано, что в сравнении с
контролем количество как каротиноидов, так и
хлорофиллов в редактированных линиях умень-
шилось в среднем в ~1.5 раза, тогда как содержа-
ние антоцианов не изменилось (табл. 3).

Экспрессия генов, связанных с биосинтезом каро-
тиноидов, в листьях табака дикого типа и трансген-
ных/редактированных линий. Известно, что количе-
ство субстрата и/или продукта метаболических пу-
тей влияет на экспрессию соответствующих генов
[8, 20]. С учетом химерности редактирования по-
лученных линий L28 и L29 мы проверили, во-пер-
вых, уровень транскриптов полноразмерного гена
NtPDS, и, во-вторых, как влияет изменение его экс-
прессии, а также содержания каротиноидов, на экс-

Таблица 3. Содержание пигментов в ткани листа контрольных и опытных (позднецветущих) растений

Примечание: * содержание каротиноидов и хлорофиллов в альбиносной ткани листа регенеранта (рис. 1в) носит следовый
характер.

Растение*
Содержание пигментов (мг/г сырого веса)

сумма каротиноидов хлорофилл a хлорофилл b сумма антоцианов

WT 0.142 ± 0.012 0.394 ± 0.024 0.169 ± 0.012 0.030 ± 0.004
L28 0.094 ± 0.021 0.263 ± 0.031 0.117 ± 0.017 0.024 ± 0.002
L29 0.095 ± 0.027 0.263 ± 0.035 0.119 ± 0.021 0.028 ± 0.002
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прессию генов NtPSY2, NtCrtISO, NtZDS, NtLCYB,
NtCrtRB1 и NtVDE в листьях WT, L28 и L29.

Результаты показали, что в сравнении с WT
уровень транскриптов NtPDS снизился в ~2.0 раза

у линии L28 и поднялся в ~2.2 раза у L29, тогда
как экспрессия NtCrtRB1 у обеих линий L28 и L29
не изменилась. Уровень транскриптов остальных
анализируемых генов существенно вырос у линии

Рис. 2. Результаты секвенирования (сверху) и выравнивания (снизу) целевого сайта гена фитоиндесатуразы NtPDS с
указанием обнаруженных полиморфизмов (замены и индели даны в соответствии с табл. 2).

350^351 → ins^g#

341t → c

t351 → del (1nt)#

351t → c

341 → c

350^351 → ins^t#

350^351 → ins^g#
341t → c

t351 → del (1nt)#
351t → c
341 → c

350^351 → ins^t#

WT
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L29: в ~1.7 (NtLCYB), ~4.0 (NtCrtISO), ~2.9 (NtP-
SY2), ~1.9 (NtZDS) и ~2.6 (NtVDE) раз. В то же вре-
мя в листьях L28 он остался неизменным, за ис-
ключением NtPSY2, экспрессия которого увели-
чилась в ~1.7 раза (рис. 3).

Таким образом, взаимосвязи между уровнями
транскриптов NtPDS (суммарно нередактирован-
ного и редактированных), экспрессией нижесто-
ящих генов каротиногенеза и содержанием каро-
тиноидов в листе не наблюдалось.

Экспрессия регуляторных MADS-box генов в
листьях табака дикого типа и трансгенных/редак-
тированных линий. Из исследований томата Sola-
num lycopersicum L. известно, что промотор мно-
гих структурных генов каротиногенеза содержит
сайт связывания с MADS-доменными белками. В
тканях плода томата транскрипция этих генов на-
ходится под контролем ТФ RIN (подсемейство
SEPALLATA (SEP) MADS-доменных белков), и
уровень экспрессии гена RIN взаимосвязан с со-
держанием каротиноидов [8, 21]. В вегетативной
ткани, кроме SEP, в ответ на стресс активируются
гены и других MADS-доменных ТФ (к примеру,
гомологи Arabidopsis thaliana AGAMOUS-LIKE 8
(AGL8) и ARABIDOPSIS NITRATE REGULAT-
ED 1 (ANR1)) [22, 23].

С учетом этих данных, мы провели оценку
влияния изменений в каротиногенезе редактиро-
ванных растений на экспрессию MADS-box генов
NtSEP1, NtSEP2, NtSEP3 (представлены 3 клады
подсемейства SEP), NtAGL8 и NtMADS23 (гомолог
ANR1). В результате были обнаружены тран-
скрипты NtSEP1 и NtAGL8, тогда как остальные
анализируемые гены не экспрессировались в ли-
сте растений WT, L28 или L29. При этом уровень
транскриптов NtSEP1 у L28 и L29 был более чем в
2 раза ниже, чем в контроле; NtAGL8 экспресси-
ровался у WT, L28 и L29 приблизительно на од-
ном уровне (рис. 4).

Рис. 3. Экспрессия структурных генов пути биосинтеза каротиноидов NtPDS, NtPSY2, NtCrtISO, NtZDS, NtLCYB,
NtCrtRB1 и NtVDE в листьях контрольного нетрансгенного растения (WT) и позднецветущих мозаично редактирован-
ных линий L28 и L29. * Р < 0.01 – статистически значимое различие от значений WT-контроля.
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Рис. 4. Экспрессия генов NtSEP1 и NtAGL8 (FUL1) в
листьях контрольного нетрансгенного растения (WT)
и позднецветущих мозаично редактированных линий
L28 и L29. * Р < 0.01 – статистически значимое разли-
чие от значений WT-контроля.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Метаболизм каротиноидов регулируется в расте-

нии с помощью известного и хорошо охарактеризо-
ванного ферментативного механизма, в котором
фитоиндесатураза PDS катализирует первую ста-
дию модификации 15-цис-фитоина – предше-
ственника всех каротиноидов [1, 24, 25]. Различные
исследования показывают, что как подавление
каталитической активности PDS, так и нокаут/за-
малчивание кодирующего его гена, критично для
растения, поскольку приводит к нарушениям фо-
тосинтеза, фотозащиты и гормонального баланса
[2, 12–14]. Уровень экспрессии гена PDS напря-
мую связан с эффективностью каротиногенеза во
всех тканях растения и количеством накапливае-
мых каротиноидов в запасающих органах [26].

В данном исследовании ген PDS был нокаутиро-
ван в геноме табака N. tabacum (сорт Samsun) с по-
мощью CRISPR/Cas9-системы. Девять независи-
мых трансгенных линий формировали листья со
слабо пигментированными участками, мозаично
локализованными на зеленом фоне (рис. 1б, д).
Регенеранты с почти полным обесцвечиванием
листьев (рис. 1в) были нежизнеспособными. По-
добные изменения соответствовали ранее пока-
занному фенотипу растений с отсутствием тран-
скрипции гена PDS [14] или экспрессией нефунк-
ционального варианта белка PDS [12, 13].

Наблюдаемый паттерн пигментации наглядно
свидетельствовал о мозаичности факта нокаути-
рования гена, что считается обычным при CRIS-
PR/Cas9-редактировании с использованием аг-
робактериальной трансформации растения [27].
Мозаичность способствовала выживанию регене-
рантов, в отличие от побегов с почти полностью бе-
лой тканью листа (рис. 1в), что еще раз подчеркивает
критичность роли PDS для поддержания жизнен-
но важных процессов в растении.

Предположительно лежащее в основе получен-
ного фенотипа нарушение биосинтеза каротинои-
дов было подтверждено результатами биохимиче-
ского и генетического анализа. Существенное со-
кращение количества каротиноидов в листовой
ткани (табл. 3) согласовалось с присутствием од-
нонуклеотидных инделей в экзоне II гена PDS
(табл. 2, рис. 2), приводящих к синтезу коротких
вариантов белка. По меньшей мере, их размер
(144 или 154 а. о.) исключал формирование функ-
ционального гомотетрамера PDS. Так, на приме-
ре риса Oryza sativa показано, что PDS-гомодиме-
ры в тетрамерном комплексе стабилизируются
четырьмя водородными связями между Thr207,
Trp216 и Arg220 одного мономера и карбонильны-
ми атомами кислорода Pro239, Leu235 и Gln263
соседнего мономера (то есть между а. о., располо-
женными после 200 а. о.) [2].

Таким образом, нефункциональные, нокаути-
рованные версии PDS табака прекращали синтез

каротиноидов в самом начале пути, в результате
чего в хлоропластах редактированных клеток от-
сутствовали ксантофиллы (непосредственные
участники работы фотосинтетического аппарата
и фотозащиты растения [1]), что, вероятно, нару-
шало функцию хлоропластов [15]. Более того, там
отсутствовали побочные продукты каротиноге-
неза – фитогормоны АБК и стриголактоны, не-
обходимые для регуляции различных аспектов
развития [4, 5], что может объяснить другие (по-
мимо мозаичной пигментации листа) отличия ре-
дактированных линий от контроля (табл. 2).

Экспрессионный анализ линий L28 и L29, от-
личающихся от WT-контроля и друг от друга се-
рьезным сдвигом по времени инициации цветения
(L28/L29/WT – 346/461/122 дней), обнаружил су-
щественные изменения уровня транскриптов
NtPDS и NtPSY2 у обеих линий, и всех генов, кроме
NtCrtRB1, у линии L29 (наиболее поздней) (рис. 3).
Серьезное отставание по цветению линий L28 и
L29 от контроля могло быть отражением наруше-
ний как фотосинтеза/фотозащиты (следствие де-
фицита ксантофиллов), так и физиологических
процессов (следствие дефицита фитогормонов).
К примеру, для апокаротиноида АБК показано
как положительное, так и отрицательное воздей-
ствие на время цветения растения [28]. Рост уров-
ня транскриптов почти всех генов каротиногенеза
(рис. 3) сопровождается пониженным (в сравне-
нии с WT) содержанием каротиноидов (табл. 3) в
листьях линии L29. Это допускает влияние коли-
чества субстрата и/или продукта каротиногенеза
на генную экспрессию, как это предполагается
для различных метаболических путей [8, 20]. По-
вышенной экспрессии NtPSY2 в нередактирован-
ных клетках линии L28 оказалось, вероятно, до-
статочно для обеспечения пороговых (для цветения)
значений продуктов каротиноидного пути. Суще-
ственное отставание линии L29 не только от кон-
троля, но и от линии L28, возможно потребовало
активации не только гена фитоинсинтазы NtPSY2,
но и других нижестоящих генов пути (рис. 3), в
особенности NtLCYB и NtVDE, играющих критич-
ные роли в биосинтезе ксантофиллов и, следова-
тельно, фотосинтезе и фотозащите [1].

Поскольку время цветения (как и другие аспек-
ты развития) связано с фотопериодом и фотосинте-
зом [29, 30], существенное изменение содержания
каротиноидов является для растения стрессом. Та-
ким образом, дифференциальная экспрессия генов
каротиногенеза в ответ на мозаичный нокаут NtPDS
может свидетельствовать о вынужденной адапта-
ции растения к изменению содержания продуктов
каротиноидного пути посредством компенсатор-
ного увеличения их синтеза в нередактированных
клетках.

Повышение уровня транскриптов генов каро-
тиногенеза может происходить за счет активации
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их регуляторов, какими, к примеру, могут быть
MADS-доменные ТФ [10, 11]. Так, в плодах тома-
та транскрипция гена PDS находится под контро-
лем MADS-доменного ТФ RIN; экспрессия гена
RIN прямо зависит либо от уровня транскриптов
PDS, либо от содержания каротиноидов [8]. Ген
RIN входит в подсемейство SEP, отдельные члены
которого (SEP1 и SEP4) транскрибируются не толь-
ко в плодах, но и в листьях [31]. В подтверждение
предполагаемых корреляций с содержанием ка-
ротиноидов [8], листья обеих проанализированных
линий L28 и L29 отличались от WT существенным
снижением уровня транскриптов NtSEP1 (рис. 4).
С учетом вышесказанного, а также роли MADS-
доменных ТФ в АБК-опосредованном ответе рас-
тений на абиотические стрессы [22, 32, 33], диф-
ференциальная экспрессия гена NtSEP1 (рис. 4)
предполагает его участие в регуляции биосинтеза
каротиноидов в листьях табака (в том числе, в от-
вет на стрессы).

Таким образом, в данном исследовании мы
нокаутировали ген фитоинсинтазы NtPDS в гено-
ме табака N. tabacum с использованием системы
CRISPR-Cas9 и проанализировали полученные
трансгенные линии на содержание каротиноидов в
совокупности с экспрессией структурных генов пу-
ти синтеза каротиноидов и, возможно, участвую-
щих в их регуляции MADS-box генов. Полученные
результаты мозаичного редактирования гена сви-
детельствуют о том, что индели (350^351→ins^g#,
350^351→ins^t# и t351→del(1nt)#) в экзоне II гена
NtPDS приводят к образованию нефункциональ-
ного белка NtPDS, что изменяет метаболизм каро-
тиноидов, время инициации цветения и морфоло-
гические характеристики растений табака. Диффе-
ренциальная экспрессия NtSEP1 в контрольных
нетрансгенных растениях и позднецветущих ре-
дактированных линиях L28 и L29 предполагает
участие ТФ NtSEP1 в регуляции биосинтеза каро-
тиноидов и побочных продуктов пути, в том числе
в ответ на стресс.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (грант
№ 19-16-00016) и Министерства науки и высшего
образования РФ. В работе использована экспери-
ментальная установка искусственного климата
(ЭУИК, Федерального исследовательского цен-
тра Биотехнологии Российской академии наук).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит каких-либо
исследований с участием людей и животных в ка-
честве объектов исследования.
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Получены микроклоны in vitro овощного батата (Ipomoea batatas L.) и исследовано образование ко-
летер на их листьях. Исследования проводили на трех сортах батата, отличающихся цветом мякоти
и кожурой клубнеплодов, а также разными сроками созревания – Пурпл, Jewel и Мускатный. Изу-
чено влияние ½ нормы минеральных солей МС, 1 нормы МС и 1½ нормы МС на морфометрические
показатели микроклонов батата. Установлено, что применение ½ нормы минеральных солей по МС
приводило к получению быстро растущих пазушных и адвентивных побегов и формированию мощ-
ной корневой системы в базальной части микрочеренков. Впервые на листьях микроклонов батата
при введении и выращивании в культуре in vitro обнаружено образование секреторных выростов.
Новообразования были отнесены к колетерам и дана их характеристика. Показана зависимость об-
разования колетер на листьях микроклонов от циклов культивирования.
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DOI: 10.31857/S0015330323600201, EDN: CWCXWX

ВВЕДЕНИЕ
В последнее время все чаще говорят о ценной

сельскохозяйственной культуре – батате, или
сладком картофеле (Ipomoea batatas L.). Интерес к
ней связан, прежде всего, с тем, что батат являет-
ся источником минералов, витаминов, антиокси-
дантов, а также инулина и бета-каротина – пред-
шественника витамина А [1]. Благодаря содержа-
нию в клубнях различных компонентов, овощной
батат диетологи считают более ценным продук-
том, чем картофель. Он менее калориен, обладает
низким гликемическим индексом, а значит, не
влияет на уровень сахара в организме. Поэтому
овощной батат смело можно использовать диабе-
тикам в своем рационе. Одно из достоинств бата-
та – это накопление в клубнях природного поли-
сахарида инулина, который является хорошим
иммуномодулятором, очищает организм от ток-
синов, радионуклидов и “плохого” холестерина [2].

Основной способ размножения I. batatas – ве-
гетативный, однако при этом часто происходит
передача вирусов от растения-донора к новому
посадочному материалу. Решить данную проблему

можно с использованием биотехнологии, в частно-
сти, метода клонального микроразмножения [3,
4]. Для расширения ареала возделывания батата в
Российской Федерации это направление иссле-
дований приобретает особое значение при созда-
нии новых сортов, обладающих устойчивостью к
низким положительным температурам. Поэтому
разработка эффективных методов размножения
батата in vitro является актуальной проблемой.

Для повышения эффективности производ-
ства, снижения материальных затрат, а также
улучшения качества микроклонов необходимо
проводить оптимизацию технологии клонально-
го микроразмножения на каждом этапе. Извест-
но, что первый этап технологии предусматривает
получение не только стерильной культуры пер-
вичных эксплантов, но и дифференцировку куль-
тивируемых клеток и тканей, реализацию их мор-
фогенетического потенциала и получение хорошо
растущей культуры in vitro. При переводе изоли-
рованных органов растений из условий in vivo в
условия in vitro, они претерпевают стресс, кото-
рый может проявляться в изменении морфофи-
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зиологических показателей. Известно, например,
что для некоторых представителей семейства La-
miaceae характерно образование железистых во-
лосков на листьях или почках как в естественных
условиях произрастания, так и в культуре in vitro.
Они защищают данные органы от стрессового
воздействия факторов условий культивирования
за счет секреторных выделений [5, 6]. Что касает-
ся батата, то в настоящее время аспекты образо-
вания железистых волосков на его листьях при
изменении условий культивирования плохо изу-
чены.

Цель работы – изучение образования желези-
стых волосков на листьях микроклонов батата в
культуре in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе исследовали три сорта овощного ба-
тата Ipomoea batatas L., отличающихся цветом мя-
коти и кожурой клубнеплодов, а также разными
сроками созревания – Пурпл (ранний, фиолето-
вый), Jewel (среднеранний, оранжевый) и Му-
скатный (среднепоздний, белый). Первичным
эксплантом служили черенки, содержащие одну
пазушную почку, изолированные с проросших
клубнеплодов батата (рис. 1). Перед введением в
культуру in vitro клубнеплоды помещали во влаж-
ный почвенный субстрат для активации роста
спящих меристем. Формирование побегов из по-
чек начиналось уже на седьмые сутки, а на 21 сут
наблюдалось образование хорошо развитых побе-
гов (рис. 1а), с которых мы нарезали первичные
экспланты (рис. 1б).

Перед введением в культуру in vitro первичные
экспланты подвергали поверхностной стерили-
зации 0.1% раствором сулемы (HgCl2) в течение
10 мин, после чего их промывали трижды сте-
рильной дистиллированной водой и помещали в
биологические пробирки на агаризованную МС-
среду [7] без добавления регуляторов роста. Во
всех вариантах пиательной среды рН доводили до
5.6–5.8 перед автоклавированием. Биологические
пробирки с растительным материалом помещали
на стеллажи под белые линейно-люминесцентные
лампы (OSRAM AG, Osram GmbH, Германия) с ин-
тенсивностью освещения 150 мкмоль/м2 с и куль-
тивировали при температуре 23 ± 1°C и 16-часо-
вом световом дне.

Изучали влияние минеральных солей в кон-
центрации ½ нормы МС, 1 МС и 1 1½ МС на мор-
фофизиологические показатели сформировав-
шихся микропобегов. Каждые шесть недель мик-
роклоны пересаживали на свежую питательную
среду, предварительно разделив их на микроче-
ренки, содержащие одну пазушную почку. При
этом учитывали биометрические и морфологиче-
ские показатели микропобегов. Все работы по
стерилизации первичных эксплантов, введению в
культуру in vitro, изучению морфогенетического по-
тенциала проводили в асептических условиях лами-
нарного бокса (BIOBASE BBS-H1800(X), КНР).

Для изучения колетер использовали методы
световой, стереоскопической и сканирующей мик-
роскопии. Исследования с использованием свето-
вого и стереоскопического микроскопа проводили
на временных препаратах, которые готовили по
стандартной методике. Листья изолировали с

Рис. 1. Внешний вид проросших клубнеплодов батата (а) и черенки для культивирования in vitro (б). Масштабная ли-
нейка – 1 см.

(a) (б)
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30-суточных микроклонов батата с разных поло-
жений на стебле. Лист с колетерами помещали на
предметное стекло в капле воды и анализировали
на световом микроскопе Olympus CX23 (Япония)
и стереоскопическом микроскопе Zeiss (Германия),
модель Primo Star, при увеличении 40× и 100×.
Всего было проанализировано более 500 листьев.
Колетеры срезали с листа и помещали на предмет-
ное стекло в капле воды и глицерина в соотноше-
нии 1 : 1. Препараты анализировали на стереоско-
пическом микроскопе Zeiss (Германия), модель
Primo Star, при увеличении 400х. Фотографии бы-
ли сделаны с помощью фотонасадки ToupCam.

Для сканирующей электронной микроскопии
(СЭМ) фрагменты участков листьев (размером
2 × 4 мм), извлеченных из in vitro растений, отсе-
кали острой бритвой и фиксировали в 2.5% глута-
ральдегиде в 0.1 М буфере Зоренсона, рН 7.2, с до-
бавлением 15 мг сахарозы на 1 мл. После промывки
в буфере образцы обезвоживали серией этанола
(30% 30', 50% 30', 70% 30', 96% 30', 2 × 100% 30') и
помещали в абсолютный ацетон. Затем была при-
менена функция сушки в атмосфере CO2 (сушка в
критической точке) (Hitachi HCP-2 Critical Point
Dryer, Япония). Сухие фрагменты листьев, верх-
ней и боковой (поперечный срез) поверхности
были смонтированы на SEM-заглушке с углерод-
ными проводящими язычками и покрыты золотом
и палладием с использованием устройства для ион-
ного покрытия Eiko IB-3 (Япония). Образцы на-

блюдали на СЭМ JSM-6380LA (JEOL, Япония) в
лаборатории электронной микроскопии (межфа-
культетской лаборатории биологического фа-
культета МГУ им. М. В. Ломоносова).

Локализацию вторичных соединений определя-
ли гистохимическими методами: для определения
суммы фенольных соединений материал окраши-
вали 0.08% раствором реактива Fast Blue [8]; для
изучения локализации флаванов (катехинов и
проантоцианидинов) использовали реакцию с ва-
нилиновым реактивом в парах соляной кислоты;
для изучения локализации терпеноидов проводили
реакцию с НАДИ [9, 10]. Препараты просматри-
вали с помощью светового микроскопа KERN
OBS 114 (Германия).

Средние значения данных были рассчитаны с
использованием Microsoft Excel 2013 (Microsoft,
США). Дисперсионный анализ (ANOVA) прово-
дили с использованием Statistica версии 10.0, сред-
ние значения сравнивали с использованием кри-
терия наименьшей значимой разницы Фишера
(LSD) при уровне значимости P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что минеральный состав питательной
среды оказывал существенное влияние на рост
пазушных побегов микрочеренков батата in vitro.
Выявлены некоторые закономерности роста и
развития микропобегов из вегетирующих боковых
почек. Так, уже на седьмые сутки с начала культи-
вирования in vitro мы наблюдали активацию роста
существующих меристем, а спустя еще семь суток –
образование корневой системы. К концу первого
цикла культивирования (40 сут) формировались
побеги высотой в среднем до 5–6 см с хорошо
развитой корневой системой (рис. 2).

Следует отметить, что уменьшение концентра-
ции минеральных солей в составе питательной сре-
ды приводило к интенсивному росту пазушных
почек и формированию побегов. Наилучшие ре-
зультаты по росту побегов и укоренению были
получены на среде, содержащей минеральные со-
ли МС в ½ нормы (рис. 3). С увеличением концен-
трации солей в среде учитываемые биометриче-
ские показатели уменьшались. При этом ярко вы-
раженный эффект влияния минеральных солей
проявился на формировании побегов, в то время
как на рост корней минеральный состав не оказал
существенного влияния. Во всех вариантах сред-
няя длина корней составила 6.5–7 см. Исключе-
ние составил вариант, в котором концентрация
минеральных солей была увеличена в 1.5 раза. В
этом варианте наблюдали ингибирующий эф-
фект по отношению к росту корней, а средняя
длина корня не превышала 4 см, что примерно в
2 раза ниже, чем в наилучшем варианте (½ нор-

Рис. 2. Батат (сорт Jewel) in vitro на 7 сут (а), 14 сут (б),
30 сут (в). Масштабная линейка – 1 см.

(a) (б) (в)
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мы МС). Такую ответную реакцию на состав пита-
тельной среды можно объяснить тем, что овощной
батат может расти в различных условиях окружаю-
щей среды, не требуя наличия в почве большого
количества элементов минерального питания [2].
Таким образом, применение ½ нормы минераль-
ных солей по МС приводило к получению быстро
растущих пазушных и адвентивных побегов и фор-
мированию мощной корневой системы в базальной
части микрочеренков. Аналогичные результаты
по активации развития пазушных и адвентивных
почек, а также их активному росту были получе-
ны и для других исследуемых сортов батата.

Следует отметить, что при визуальном обсле-
довании сформировавшихся микропобегов было
обнаружено, что на нижней части вновь образо-
вавшихся молодых листьев разных ярусов фор-
мировались в массовом количестве прозрачные
наросты. При более тщательном изучении уста-
новлено, что это секреторные образования – ко-
летеры (клейкие волоски) (рис. 4). В них синтези-
руется клейкое вещество, состоящее, как правило,
из слизи и смолы, но могут быть и другие компо-
ненты. [11]. Колетеры могут образовываться в раз-
ных частях растений, например, в пазухе листа, на
прилистниках, по краю листьев или в основании
черешков [12]. Разными авторами показано, что
образовавшийся в колетерах экссудат предотвра-
щает растительные ткани и органы от высыхания
и перегрева [13–15].

Согласно нашим исследованиям, начало фор-
мирования колетер на листовой пластинке начи-
налось в середине цикла культивирования, пример-
но через 15–20 суток с начала выращивания in vitro,
когда наблюдалось образование первого нор-
мального листа из боковых почек. Колетеры об-
разовывались по всей нижней площади листа и этот
процесс происходил асинхронно. Поэтому под
бинокулярной лупой можно одновременно было
увидеть только что образовавшиеся колетеры
(они имеют светло-зеленую окраску), так и колете-
ры, которые переставали функционировать и при-
обретали темно-бурую окраску, и которые, как
правило, формировались к концу цикла культиви-
рования (на 40 сут). По морфо-анатомическому
строению колетеры микроклонов батата близки к
железистым волоскам, состоящим из прозрачных
сильно вакуолизированных эпидермальных кле-
ток. Все колетеры располагались группой и были
отнесены к кистевидному типу. При этом в цен-
тральной части листа колетеры формировались

Рис. 3. Влияние минерального состава питательной
среды на высоту побега (синие столбцы) и длину кор-
ней (белые столбцы) (сорт Jewel). Значения длины
корней и высоты побегов, обозначенные одинаковы-
ми буквами, несущественно отличаются между собой
при P ≤ 0.05 на основании LSD.
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Рис. 4. Колетеры на листьях микроклонов батата in vitro: а – кончик листа, б – средняя часть листа. Масштабная ли-
нейка – 0.1 см.
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пучками (рис. 4б), а на конце листа были единич-
ными или двойными (рис. 4a). На поверхности
колетер были обнаружены секреторные клетки,
которые равномерно распределялись по всей по-
верхности выростов. Вероятно, образование колетер
является адаптационной/защитной реакцией расте-
ний батата к новым условиям выращивания in vitro,
в то время как для растений батата, произрастаю-
щих в условиях in vivo, секреторные образования
на листьях не формируются.

Следует отметить, что массовое образование
колетер на листьях характерно для всех изучае-
мых сортов батата на первом цикле культивиро-
вания. Было отмечено, что в среднем на одном
листе формировалось от 50 до 60 колетер. Однако,
при последующем культивировании in vitro ин-
тенсивность образования и число колетер на ли-
стьях уменьшались, и к третьему циклу культиви-
рования ни у одного из исследуемых сортов бата-
та образование колетер на листьях in vitro не было
отмечено. Это свидетельствует о частичной или
полной адаптации микроклонов к условиям in vitro
в отсутствие внешних стрессовых факторов, ко-
торые и обуславливают изменение морфологиче-
ских признаков в сторону редукции колетер. Таким
образом, мы стали свидетелями физиолого-анато-
мического атавизма у микроклонов батата в услови-
ях in vitro, когда глобальное изменение факторов
внешней среды заставляет интактные растения
проявлять утраченные анатомические структуры.

Все колетеры имели белую окраску и являлись
секреторными. При небольшом сдавливании из
колетер выделялось прозрачное вещество, не рас-
творяемое в воде. Известно, что в колетерах могут
присутствовать различные белки, жиры, полиса-
хариды и соединения фенольной и терпеноидной
природы [11, 12, 16], качественный и количе-
ственный состав которых изменяется в процессе
жизненного цикла колетер. Так, показано при-
сутствие веществ фенольной природы, в частности
танинов и полифенолов, в колетерах, формирую-
щихся на листьях интактных растений Pentas lan-
ceolata, Betula pendula и различных видов Juglans
[11, 17, 18]. Наши исследования продемонстрирова-
ли, что и в колетерах батата происходит локализация
фенольных соединений. Однако из-за их неболь-
шого количества окраска была не ярко выражена.
Кроме того, в колетерах нами были обнаружены и
устьица (рис. 5е).

При исследовании поперечных срезов листа
батата на сканирующем микроскопе мы отмечали
образование тканей, различающихся по форме и
размеру (рис. 5). Как правило, наблюдали форми-
рование разросшейся ткани с округлыми парен-
химными клетками (рис. 5а, б). Ряд образований
сохранял обособленность и имел общую эпидер-
мальную структуру (рис. 5с). В зависимости от
своего размера, такие колетеры имели на поверх-

ности одно или несколько устьиц (рис. 5с, д, е),
которые отличались от устьиц, расположенных в
эпидермисе листа (рис. 5г).

Эпидермис батата представлял собой относи-
тельно гладкую структуру, сформированную ку-
тикулой, на поверхности которой не наблюдали
большого количества выпуклых, кристаллических
структур или каких-либо других образований
(рис. 6а). Около устьиц иногда можно было видеть
разного рода кристаллоподобные структуры. Эпи-
дермис имел типичную структуру с устьицами, ко-
личество которых значительно отличалось в зависи-
мости от расположения на листе. Часть эпидермаль-
ных клеток деформировались и содержали выросты
или разрастания (рис. 6б, д), некоторые образо-
вывали гигантские структуры колетер размером
до нескольких миллиметров. Поверхность колетер,
не имеющих устьиц, тоже по большей части была
гладкой (рис. 6г). Единичные устьица, располо-
женные в эпидермисе, были окружены неким
секретом с кристаллическими образованиями
(рис. 6с). Подобные структуры можно было отме-
тить на колетерах, на поверхности которых наблю-
дали образование устьиц в открытом состоянии
(рис. 6д). На внутренней поверхности клеток ко-
летер также отмечали похожие игольчатые обра-
зования (рис. 6е).

Особенностью формирования колетер на позд-
них стадиях является образование каллусоподоб-
ных структур из паренхимных клеток (рис. 7а). Од-
нако небольшие формирующиеся колетеры имели
на своей поверхности клетки, схожие с клетками
эпидермиса, и на начальных стадиях сохраняли
некое подобие организованных выростов или
утолщений (рис. 7б, с). В ряде случаев можно бы-
ло наблюдать выросты единичных клеток, имею-
щих типичную паренхимную природу. Чаще они
состояли из пары клеток, четко отличающихся по
структуре от обычных триом, которые на листе
батата, как правило, ассоциированы с поверхно-
стью сосуда. Новообразующиеся колетеры, по-
видимому, изначально связаны с преобразованием
клеток устьица (рис. 7б). На поздних стадиях ко-
летеры состояли из большого числа длинных бу-
лавовидных клеток. Отмечено, что данные клетки
не связаны между собой и, скорее всего, делятся
хаотично и беспорядочно (рис. 7д). Наблюдаемая
утрата межклеточной связи в виде общего эпидер-
миса и отсутствие плазмодесм, вероятно, вызывает
изменения в клетках и их последующую гибель в
результате избыточного испарения и механиче-
ского высыхания поверхности клеточных стенок,
обеспечивающих в паренхиме апопластный и
симпластный транспорт.

В силу того, что продукты вторичного метабо-
лизма играют непосредственную медиаторную роль
не только в значимых физиологических процессах
растений (дыхание, фотосинтез, защита от стресса),
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но и являются мажорными компонентами в про-
цессах взаимодействия растений с окружающей
средой (аллелопатия, аттрактирующие и инсек-
тицидные компоненты, гормоноподобное и регу-
ляторное действие и т.д.), вопросы локализации
данных веществ имеют важное значение для по-
нимания механизмов введения и адаптации рас-
тений к условиям in vitro.

С использованием специфических гистохими-
ческих реакций нами показано, что вторичные

метаболиты в листьях микроклонов батата пред-
ставлены фенольными и терпеноидными соеди-
нениями (рис. 8). Установлено, что вторичные
метаболиты локализуются в проводящих и эпи-
дермальных тканях. Гистохимическая реакция на
флаваны с ванилиновым реактивом показала до-
минирование в фенольном комплексе растений
батата низкомолекулярных веществ флаванового
ряда. Эпидермальные ткани листа микроклонов
батата содержали вторичные метаболиты в виде

Рис. 5. Изображения фрагментов поперечного среза и нижней части листа батата, полученные с помощью сканирую-
щей электронной микроскопии): поперечный срез листа с расположенными на нижней (абаксиальной) стороне колете-
рами (а); увеличенный фрагмент колетер с разрозненными клетками (б) и с общей системой эпидермиса (в); клетка
устьица в ткани нижнего эпидермиса (г); модифицированный фрагмент эпидермиса и устьица формирующейся колете-
ры (д); изменение морфологии нижнего эпидермиса и устьиц при образовании колетер (е). Обозначения: C – колетеры;
Т – трихома; Э – эпидермис; У – устьица; ЭКК – эпидермальные клетки колетер; ПКК – паренхимные клетки колетер;
УКК – устьичные клетки колетер.
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аморфного вещества в клеточных стенках и ваку-
олях. Накопление веществ изопреноидной при-
роды осуществлялось в клеточных стенках и меж-
клетниках эпидермальных тканей листа, а также в
виде слоистых отложений на поверхности кутикулы
(рис. 8д). Еще одной характерной особенностью в
локализации вторичных метаболитов являлось на-
личие терпеноидов в оболочках замыкающих и по-
бочных клеток устьиц. При этом частичное со-

держание терпеноидов наблюдали только в тонких
участках клеточных стенок, обращенных к устьич-
ной щели. Устьичная щель была полностью запол-
нена полифенолами и терпеноидами.

ОБСУЖДЕНИЕ

Успех клонального микроразмножения зави-
сит от сбалансированного минерального и гормо-

Рис. 6. Изображения фрагментов нижней (абаксиальной) поверхности клеток эпидермиса и устьиц колетер листа батата,
полученные с помощью сканирующей электронной микроскопии: устьице на абаксиальной стороне листа (а); полно-
стью открытое устьице на абаксиальной стороне листа, в окружении раздувшихся клеток (б); устьице на абаксиальной
стороне листа, покрытое секреторными выделениями, рядом с устьицем без изменения морфологии (в); устьице на по-
верхности колетеры, с незначительными секреторными выделениями (г); увеличенный фрагмент рисунка 6б с ярко вы-
раженными секреторными выделениями на поверхности окружающих устьице клеток (д); увеличенный фрагмент по-
верхности секреторных выделений вокруг клетки устьица, размещенного на рисунке 6в (е). Обозначения: Э – эпидер-
мис; У – устьица; ЭКК – эпидермальные клетки колетер; ПКК – паренхимные клетки колетер; УКК – устичные клетки
колетер; ВУК – выделения устьичных клеток; ОВПК – образования внутренних паренхимных клеток.
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нального состава питательной среды. По данным
ряда авторов, среда на основе минеральных солей
по MС является наиболее подходящей для роста
пазушных и адвентивных почек у батата. Однако
для некоторых сортов батата показано, что среда,
содержащая ½ норму минеральных солей по про-
писи МС, является наилучшей для размножения
и укоренения микропобегов [19].

В результате проведенных нами исследований
показано, что минеральный состав питательной
среды оказывает существенное влияние на рост
пазушных побегов и укоренение микрочеренков
батата. Нами выявлены некоторые закономерно-
сти роста и развития микропобегов из вегетирую-
щих почек. Установлено, что с увеличением кон-
центрации солей в среде уменьшаются учитывае-
мые биометрические показатели. При этом ярко
выраженный эффект влияния концентрации ми-
неральных солей проявился на формировании
побегов, в то время как на рост корней концен-
трация минеральных солей не оказала существен-
ного влияния. Вероятно, такая ответная реакция
на состав питательной среды обусловлена тем,

что овощной батат может расти в различных усло-
виях окружающей среды, не требуя наличия в
почве большого количества элементов минераль-
ного питания [2].

Следует отметить, что при выращивании
овощного батата in vitro было обнаружено образо-
вание на нижней части молодых листьев прозрач-
ных наростов – колетер. Колетеры представляют
собой многоклеточные секреторные структуры
паренхимального происхождения, которые окру-
жены эпидермальными клетками [20, 21]. Чаще
всего их можно обнаружить на адаксиальной сторо-
не прилистников и/или чашелистиков среди 60 се-
мейств покрытосеменных растений [21]. Структур-
но они могут выглядеть как трихомы или выступы,
которые образуются из эпидермальных или суб-
эпидермальных тканей [22]. Анатомическую струк-
туру колетер можно описать как паренхиматозную
клеточную ось, окруженную слоем палисадоподоб-
ных эпидермальных клеток [21, 23]. Известно, что
эпидермальные клетки колетер являются секре-
торными. Иногда по их средней оси развиваются
сосудистые пучки [21]. Данные структуры диффе-

Рис. 7. Изображения фрагментов абаксиальной стороны листа батата cмножественными колетерами, полученные с
помощью сканирующей электронной микроскопии: разнообразие и обилие колетер на нижней поверхности листа (а);
небольшое изменение устьичной клетки, сопровождающее подъем над эпидермисом и асимметричное увеличение
одной из устьичных клеток (б); образование крупной колетеры с сохранением эпидермальных клеток, рядом с сосу-
дистым пучком (в); крупные образования колетер, состоящие из удлиненных клеток, имеющих крепление у основа-
ния, но не имеющих связи между собой (г). Обозначения: К, С – колетеры; Т – трихома; Э – эпидермис; ЭКК – эпи-
дермальные клетки колетер; ПКК – паренхимные клетки колетер; УКК – устьичные клетки колетер.
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ренцируются на ранних этапах онтогенеза в области
апикальных побеговых и латеральных меристем.
Также колетеры могут встречаться на репродук-
тивных органах [24].

Функции колетер в большинстве своем не яс-
ны. По некоторым данным, колетеры выполняют
защитную функцию за счет покрытия верховой
части побега слизистым секретом [21, 25]. Также
существуют предположения, что секрет колетер
защищает молодые побеги от обезвоживания в
жарких тропических условиях за счет покрытия
им меристемы [22, 26].

Природа липкого вещества, которое содер-
жится и выделяется колетерами, очень вариа-
бельна. В них могут присутствовать различные
белки, жиры и полисахариды, а также низкомоле-
кулярные биологически активные вещества [16].
Как известно, в растительных клетках представи-
тели фенольного метаболизма, в большинстве
случаев, находятся в виде гликозидированных
либо этерифицированных форм. Наши исследо-
вания показали, что в колетерах накапливаются
соединения фенольной и терпеноидной природы.
Синтез некоторых представителей вторичного
метаболизма связан с наличием пластид (хлоро-
пластов и лейкопластов) в клетках [27]. В процессе
культивирования отмечается изменение окраски
колетер с прозрачного на темный цвет. Вероятно,

это происходит за счет старения колетер, сопровож-
дающегося изменением биохимического состава
экссудата. В литературе связывают образование
темноокрашенных колетер с содержанием в них
веществ фенольной природы, в частности, танинов
и биофлаваноидов [27]. В свою очередь, полифено-
лы являются наиболее распространенными пред-
ставителями вторичных метаболитов растений.
Биосинтез и накопление этих низкомолекуляр-
ных и высокореакционных соединений отличает-
ся пластичностью и зависит не только от видовой
принадлежности растений, но и от органов, ста-
дии онтогенеза и периода вегетации, а также от
выполняемых ими функций.

Вероятно, развитие колетер у батата связано с
изменениями дифференцировки клеток устьиц.
Развитие и рост колетер зависят от того, происхо-
дит ли их разрастание под эпидермальной по-
верхностью или они сразу формируются паренхи-
моподобными клетками. Однако во всех случаях
при разрастании структур их целостность оказы-
вается нарушенной, и паренхимные клетки, ока-
завшись без ограничивающего действия кутикулы и
эпидермальных клеток, формируют хаотичную
структуру с низким уровнем связей между клетками.
Если на первой стадии работа этих структур как
секреторных явно наличествует, то на поздних
стадиях, когда клетки теряют связь между собой и,

Рис. 8. Локализация фенольных соединений в листе (а–в) и терпеноидов в клетках эпидермы и кутикулы листа ба-
тата (д, е). Реакция с ванилином реактивом на флаваны (а, б), на сумму растворимых фенольных соединений с ре-
активом Fast Blue (в), на наличие терпеноидов с реактивом НАДИ (г, д). Увеличение: а, г, д – 100 мкм, б, в – 50 мкм.
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будучи незащищенными (вероятно, не имея воз-
можности пройти дифференцировку по пути эпи-
дермальных клеток и образовать кутикулу), подвер-
гаются воздействию окислительного и подсуши-
вающего влияния воздушной среды, они переходят
в состояние стресса и, вероятно, более или менее
быстро погибают. Это совпадает с тем, что секре-
ция характерна для молодых листьев [28]. Клетки
колетер имеют значительно большие размеры,
чем паренхимные или эпидермальные клетки, и
должны характеризоваться избыточным давлени-
ем и содержать гигантскую вакуоль для обеспече-
ния роста и секреции веществ наружу [29]. Кроме
того, колетеры могут иметь разные формы, в том
числе, булавовидные и грушевидные, что использу-
ется рядом авторов в работах по систематике [30].

Экспериментально установлено, что в клеточ-
ных стенках и содержимом вакуолей колетер ин-
тактных растений и микроклонов присутствуют
полифенолы, представленные, в том числе, фла-
ванами. Немногочисленные зоны аккумуляции
веществ терпеноидной природы (рис. 6г, д) имеют
идентичный, но менее выраженный характер, чем
локализация полифенолов. Данная тенденция мо-
жет быть следствием особенностей как первичного,
так и вторичного метаболизма в выделительных
тканях, где продукты углеводного метаболизма при
участии ароматических аминокислот дают начало
вторичному метаболизму. Приведенные данные
еще раз наглядно свидетельствуют о тесной взаи-
мосвязи между биосинтезом изопреноидов и фе-
нольных соединений.

Таким образом, для растений батата характер-
но формирование секреторных образований на
листовых пластинках микроклонов in vitro в ответ
на изменение условий культивирования. Данная
ответная реакция растений in vitro в существующей
литературе не обсуждается. Нами это явление было
обнаружено впервые. Вероятно, формирование
колетер связано с тем, что перевод растений бата-
та из условий in vivo в in vitro является стрессом,
поскольку при этом меняется газовый состав и
водный баланс условий выращивания (в пробирке).
Поэтому для защиты листьев, например, от обезво-
живания, для регуляции транспирации или образо-
вания мест для локализации ценных для растения
веществ (полисахаридов, вторичных соединений) и
происходит формирование колетер. Однако данное
явление характерно не для всех растений in vitro и
требует дополнительных исследований.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской
Федерации в соответствии с соглашением № 075-
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университета “Прироритет – 2030”. Исследование
также поддержано заданиями № 18-118021490111-5
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Микрозелень четырех видов семейства Brassicaceae (брокколи, мизуна, редис и рукола) выращивали
в условиях 16- и/или 24-часового фотопериода. В первой серии опытов интеграл дневного освеще-
ния был разным (15.6 и 23.3 моль/(м2 сут) при ФАР 270 мкмоль/(м2 с)), во второй – одинаковым
(15.6 моль/(м2 сут) при ФАР 270 мкмоль/(м2 с) и 180 мкмоль/(м2 с)). В третьей серии опытов круг-
лосуточное освещение применяли только в последние трое суток перед сбором урожая. Получен-
ные результаты показали, что растения брокколи, мизуны, редиса и руколы на ранних фазах роста
устойчивы к действию круглосуточного освещения и не проявляют типичных признаков фотопо-
вреждения листьев. Микрозелень всех четырех видов, выращенная в условиях круглосуточного
освещения, во всех трех сериях опытов имела более высокую урожайность и пищевую ценность (бо-
лее высокое содержание веществ с антиоксидантными свойствами − антоцианов, флавоноидов, ка-
ротиноидов, пролина, а также повышенную активность ферментов антиоксидантной системы), и
более низкое содержание нитратов по сравнению с растениями, выращенными при 16-часовом фо-
топериоде. Сделан вывод, что за счет использования круглосуточного освещения без увеличения
энергетических затрат (при сохранении ИДО) возможно увеличение урожайности и пищевой цен-
ности изученных видов микрозелени и снижение в ней содержания нитратов по сравнению со стан-
дартным 16-часовым фотопериодом. Кроме того, повышение пищевой ценности и снижение содер-
жания нитратов также возможно и при применении круглосуточного освещения (как агротехниче-
ского приема) в течение нескольких дней непосредственно перед сбором урожая.
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ВВЕДЕНИЕ
Микрозелень – особая культура, представляю-

щая новейший тренд мирового растениеводства.
Ее производство стало привлекательным направ-
лением бизнеса вследствие неуклонно растущего
потребительского спроса и в силу ее высокой ры-
ночной стоимости [1]. К тому же многие виды
микрозелени оказывают благоприятное воздей-
ствие на здоровье человека, поскольку содержат
высокую концентрацию полезных питательных
веществ [2]. Эти молодые растения имеют более
высокое содержание антиоксидантных соедине-
ний (полифенолов, каротиноидов, аскорбиновой
кислоты) по сравнению со взрослыми растениями,
поэтому микрозелень относят к группе “функци-
ональных продуктов” питания [1, 2]. Помимо вы-
сокой пищевой ценности, одним из главных кри-
териев “функционального продукта” является его
биологическая безопасность, а избыточное мине-

ральное питание или слабая освещенность (или
иные причины) могут приводить к повышению со-
держания в растениях нитрат-ионов ( ). Нитра-
ты, будучи необходимыми компонентами для
жизнедеятельности растений, в организме чело-
века, восстанавливаясь до нитритов, вызывают
различные нарушения в обмене веществ и даже
патологические процессы [3]. Результаты еди-
ничных исследований влияния круглосуточного
освещения (CL, от Continuous Lighting) на содер-
жание нитратов в растениях довольно противоре-
чивы. Есть данные о том, что содержание нитра-
тов в листьях руколы значительно снижалось в
условиях CL, причем независимо от спектраль-
ного состава света [4]. В то же время более высо-
кая интенсивность света оказывала слабое влия-
ние на содержание нитратов в микрозелени рапса,
капусты, руколы, горчицы [5] и мизуны [6]. Сле-
довательно, необходимы дополнительные иссле-

3NO−
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дования для изучения влияния условий освеще-
ния на содержание нитратов у разных видов, что-
бы выращивать микрозелень с их содержанием в
безопасных для человека количествах.

В настоящее время микрозелень выращивают
в теплицах и на фабриках растений с использова-
нием искусственного освещения (PFAL − plant
factories with artificial lighting). Такие фабрики рас-
тений представляют собой закрытые производ-
ственные системы, в которых интегрированы со-
временные промышленные технологии для круг-
логодичного производства продукции различных
сельскохозяйственных культур. Стоимость полу-
ченной в этом случае продукции прежде всего
определяется затратами на электроэнергию, а по-
скольку цены на энергоносители во всем мире
неуклонно растут, то необходим поиск надежных
решений, позволяющих снижать потребление
энергии при производстве тех или иных свежих
продуктов, и повышающих эффективность конвер-
тирования электроэнергии в урожай и его качество.
В настоящее время большинство проводимых ра-
бот по изучению влияния световых условий на
продуктивность и эффективность производства
нацелены на подбор оптимального спектрально-
го состава света [7] и интенсивности фотосинте-
тически активной радиации (ФАР) [8, 9], а влия-
нию фотопериода при светодиодном освещении
уделяется недостаточно внимания, хотя несомнен-
но он играет важную роль в регулировании про-
цессов роста и развития растений. В частности,
продолжительность фотопериода оказывает вли-
яние на некоторые молекулярные механизмы,
связанные с восприятием и передачей светового
сигнала листьями, циркадной ритмикой, которые
регулируют рост, время цветения, реакцию на
абиотические и биотические стрессы и в целом
метаболизм растений.

Одним из возможных способов повышения
эффективности производства продукции на фаб-
риках растений является перераспределение ин-
теграла дневного освещения (ИДО = освещен-
ность × фотопериод) во времени. Использование
длинных фотопериодов, включая CL, c более
низкой интенсивностью освещения позволяет
сократить начальные затраты на осветительные
приборы и операционные затраты на освещение
благодаря использованию более низких ночных
тарифов на электроэнергию. Кроме того, приме-
нение CL открывает значительные дополнитель-
ные возможности для повышения урожайности и
качества урожая без увеличения энергетических
затрат [4, 10, 11]. В целом CL обеспечивает посто-
янное поступление энергии для ассимиляции уг-
лерода, что теоретически предполагает большее
накопление биомассы и более высокий урожай.
Но положительный экономический эффект от
использования CL может быть достигнут только
при условии, что такой световой режим не приво-

дит к фотоповреждению листьев, поскольку из-
вестно, что продолжительные световые периоды
вызывают фотоповреждение растений (хлороз
и/или некроз) листьев и снижение урожайности
таких овощных культур как томаты, баклажаны,
огурцы и перцы, что ограничивает применение
этого экономически выгодного режима освеще-
ния при выращивании в теплицах определенных
видов овощей [11, 12]. В наших предыдущих ис-
следованиях было показано, что СL повышает
урожайность и пищевую ценность микрозелени
четырех видов семейства Brassicaceae [13]. Одна-
ко, эти результаты были получены в условиях, ко-
гда растения выращивали при фотопериодах 16 и
24 ч с одинаковой интенсивностью освещения,
что приводило к более высокому ИДО в вариан-
тах с CL, а повышение урожайности за счет уве-
личения ИДО является энергетически затрат-
ным, т.е. неэффективным.

Учитывая вышеизложенное, цель данного ис-
следования заключалась в изучении физиологи-
ческих механизмов реакции растений на CL у че-
тырех видов микрозелени семейства Brassicaceae
(брокколи, мизуна, редис и рукола) и проверке
возможности увеличения урожайности и пище-
вой ценности микрозелени, и снижения содержа-
ния в ней нитратов по сравнению со стандартным
16-часовым фотопериодом за счет: а) использова-
ния CL без увеличения энергетических затрат
(при сохранении ИДО) и б) применения CL в
конце продукционного периода (перед сбором
урожая).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования служили 4 вида рас-
тений семейства Brassicaceae − брокколи (Brassica
oleracea var. italica Plenck), мизуна (Brassica rapa ssp
nipposinica (L.H. Bailey) Hanelt), редис (Raphanus
sativus var. radicula Pers.) и рукола (Eruca vesicaria
sp. sativa Mill.). Растения выращивали в контроли-
руемых условиях среды. Средняя температура
воздуха и относительная влажность воздуха со-
ставляли 22 ± 1°С и 60 ± 5%, соответственно.

Микрозелень выращивали в пластиковых кон-
тейнерах на ковриках из кокосового субстрата
площадью 10 см2. В первые 3 дня после посева
контейнеры с микрозеленью помещали для про-
ращивания в темноту и поливали водой. Растения
в возрасте 4 дней от посева (фаза полностью рас-
крытых семядолей) подвергали воздействию раз-
ных световых режимов, увлажняя субстрат поло-
винным питательным раствором Хогланда-Арнона
(рН 6.2–6.4).

Освещение растений обеспечивали светодиод-
ными лампами (LED GL V300, Китай), соотноше-
ние (%) светодиодов красного : зеленого : синего
света составляло 50.3 : 21.1 : 17.6. В первой серии
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опытов с разным интегралом дневного освеще-
ния (ИДО) растения выращивали при фотопери-
одах 16 или 24 ч и ФАР 270 мкмоль/(м2 с), ИДО
составлял 15.6 и 23.3 моль/(м2 сут) соответствен-
но. Во второй серии опытов с одинаковым ИДО
растения выращивали при фотопериодах 16 или
24 ч при ФАР 270 мкмоль/(м2 с) и 180 мкмоль/(м2 с),
соответственно. ИДО в обоих вариантах состав-
лял 15.6 моль/(м2 сут). В третьей серии опытов
растения выращивали при фотопериоде 16 ч, а
начиная с 9 сут (последние 3 сут опыта) часть рас-
тений подвергали воздействию 24 ч фотопериода
при ФАР 270 мкмоль/(м2 с) (табл. 1). ФАР измеряли
с помощью измерителя освещенности LI-250A (“Li-
COR Biosciences”, Lincoln, NE, USA). В каждом
опыте за контроль приняты растения, выращен-
ные при фотопериоде 16 ч.

Анализ растений проводили на 12 сут после
посева, в фазе появления первого настоящего ли-
ста. У десяти проростков каждого вида всех вари-
антов были измерены длина гипокотиля, длина
первого настоящего листа, сырой и сухой вес по-
бегов. Длину гипокотиля измеряли от основания
гипокотиля до апикальной меристемы побега.
Для определения сырого веса растения взвешивали,
а затем образцы высушивали в сушильном шкафу
при температуре 105°C до постоянного веса.

Рассчитывали массу листа на единицу площа-
ди (LMA, от англ. leaf mass per area) как отноше-
ние сухой массы четырех высечек семядольных
листьев диаметром 4 мм к их площади. Сухую
массу высечек определяли после их высушивания
при 105°С.

Индекс робастности (от англ. robust – креп-
кий) определяли, как отношение произведения
сухой массы побега и диаметра гипокотиля к дли-
не гипокотиля.

Содержание фотосинтетических пигментов
(хлорофилла (Хл) a и b, каротиноидов (Кар)) опре-
деляли с помощью спектрофотометра СФ-2000
(“Спектр”, Россия) в экстракте 96% этилового
спирта и рассчитывали по известным формулам
[14].

Содержание малонового диальдегила (МДА),
конечного продукта перекисного окисления ли-
пидов, определяли методом, основанным на ре-
акции образования триметинового комплекса с
максимумом поглощения 532 нм при взаимодей-
ствии данных веществ с тиобарбитуровой кисло-
той [13].

Для анализа активности антиоксидантных фер-
ментов супероксиддисмутазы (СОД, КФ 1.1.5.1.1),
каталазы (КАТ, КФ 1.11.1.6), аскорбатпероксида-
зы (АПО, КФ 1.м 11.1.11) и гваякол-пероксидазы
(ГвПО, КФ 1.11.1.7) листья растений гомогенизи-
ровали в 50 мМ фосфатном буфере (рН 7.8), гомо-
генат центрифугировали при 15000 g в течение
10 мин при 4°С и в супернатанте определяли актив-
ность ферментов с использованием спектрофото-
метра СФ-2000 (“Спектр”, Россия). Активность
АПО определяли в присутствии 0.5 мМ аскорбино-
вой кислоты и 0.25 мМ Н2О2 по снижению оптиче-
ской плотности при 290 нм [13]. Активность КАТ
определяли по ферментативному разложению
H2O2 при 240 нм; активность СОД − по способно-
сти ингибировать фотохимическую реакцию тет-
разолия нитросинего [13]. Анализ ГвПО основы-
вался на окислении гваякола в присутствии H2O2
[13]. Измеряли оптическую плотность при 470 нм.
Активность ферментов рассчитывали на 1 г сухой
массы листьев, а удельную активность – на 1 мг
белка. Общее содержание белка определяли по
методу Бредфорд, используя в качестве стандарта
бычий сывороточный альбумин [13].

Для определения содержания перекиси водо-
рода навеску растительной ткани гомогенизиро-
вали на льду в 0.1% трихлоруксусной кислоте,
центрифугировали 15 мин при 12000 g и темпера-
туре 4°С. К 0.5 мл супернатанта добавляли по
0.5 мл 10 мМ К-фосфатного буфера (рН 7.0) и 1 мл
1 М KI. После 1 ч выдерживания смеси в холо-
дильнике в темноте определяли оптическую плот-
ность при 390 нм на спектрофотометре СФ 2000
(“Спектр”, Россия) [13]. Содержание перекиси
водорода рассчитывали по стандартной концен-
трационной кривой и выражали в мкмоль/г сыро-
го веса.

Таблица 1. Условия освещения в опытах с разным и одинаковым интегралом дневного освещения (ИДО), а также
при воздействии круглосуточного освещения (CL) в конце продукционного периода

Серии опытов Фотопериод, ч ФАР, мкмоль/(м2 с) ИДО, моль/(м2 сут)

1. С разным ИДО 16 270 15.6
24 270 23.3

2. С одинаковым ИДО 16 270 15.6
24 180 15.6

3. CL в конце продукционного периода 16 270 15.6
16 (8 сут) + 24 (3 сут) 270 18.2
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Содержание свободного пролина в тканях ли-
ста оценивали по нингидриновому методу [13].

Для определения содержания антоцианов и
флавоноидов навеску растительного материала
гомогенизировали в 4 мл холодной смеси этанола
и 1.5 N соляной кислоты (85 : 15, об/об) с после-
дующей экстракцией в течение 14 ч в холодиль-
нике в темноте. После 5 мин центрифугирования
экстракта при 10000 g и температуре +4°С для ан-
тоцианов определяли оптическую плотность су-
пернатанта при 530 и 657 нм на спектрофотометре
СФ 2000. При расчете содержания антоцианов
учитывали величину поглощения Хл и продуктов
его распада при 657 нм. Содержание флавоноидов
определяли спектрофотометрически при 300 и
350 нм в супернатанте для антоцианов, предвари-
тельно разбавив его в 10 раз. Содержание флаво-
ноидов рассчитывали, как отношение оптиче-
ской плотности к сырой массе:

Содержание нитратного азота определяли по-
тенциометрическим методом с помощью pH-
метра Анион-4100 (“Анион”, Россия). Навеску
сухого вещества помещали в 1% раствор алюмо-
калиевых квасцов (“Вектон”, Россия) и переме-

( )
( ) [ ]

300

350

UB А г сырой массы и
UA А г сырой массы 15 .

−
−

шивали на шейкере ПЭ-6500 (“Экросхим”, Рос-
сия) в течение 5 мин. Затем снимали показания
электродвижущей силы (ЭДС) с помощью потен-
циометра [16]. Содержание нитратов выражали
как мг/кг сырого веса растительного материала.

В работе представлены средние значения по
двум-трем независимым опытам (4–6 и более
биологических повторностей в каждом варианте
отдельного опыта) и их стандартные ошибки. До-
стоверность различий между средними значения-
ми определяли на основе дисперсионного анали-
за (LSD тест) при Р < 0.05 с использованием про-
граммного обеспечения MS Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Опыт 1. Растения всех четырех видов при вы-

ращивании в условиях фотопериодов 16 и 24 ч с
одинаковой освещенностью (разным ИДО, опыт 1)
имели меньшую длину гипокотиля, бóльшую сы-
рую и сухую биомассу побегов, более высокие
значения LMA и индекса робастности (табл. 2,
рис. 1а) при CL. У всех исследованных видов в
условиях CL отмечено ускорение развития, о ко-
тором судили по более раннему появлению пер-
вого настоящего листа (табл. 2), что предполагает
более ранние сроки сбора урожая. Ни у одной из
культур не наблюдалось признаков фотоповре-

Таблица 2. Биометрические показатели растений (% к контролю)

Примечание: за контроль приняты растения, выращенные в условиях 16 ч фотопериода с освещенностью 270 мкмоль/(м2 с)
ФАР. * – статистически значимые различия с контролем. Абсолютные значения контрольных образцов: длина гипокотиля
(мм) – 51.2 ± 2.2 (брокколи), 47.3 ± 1.7 (мизуна), 52.3 ± 2.4 (редис), 36.8 ± 1.2 (рукола), длина первого листа (мм) – 2.5 ± 0.7
(брокколи), 5.4 ± 0.5 (мизуна), 5.5 ± 0.7 (редис), 16.5 ± 0.8 (рукола); сырая масса побега (г) – 0.07 ± 0.01 (брокколи), 0.076 ±
± 0.003 (мизуна), 0.23 ± 0.02 (редис), 0.052 ± 0.003 (рукола); сухая масса побега (мг) – 10.0 ± 1.0 (брокколи), 7.7 ± 0.5 (мизуна),
21.0 ± 2.6 (редис), 2.9 ± 0.3 (рукола); LMA (мг/см2) – 5.2 ± 0.4 (брокколи), 3.3 ± 0.2 (мизуна), 2.9 ± 0.3 (редис), 2.5 ± 0.4 (рукола).

Серия опытов Длина 
гипокотиля

Длина первого 
настоящего листа

Сырая масса 
побега

Сухая масса 
побега LMA

Брокколи
1 87* 228* 129* 130* 128*
2 97 160* 110 124* 114
3 93 111 120* 110 153*

Мизуна
1 81* 128* 116* 128* 136*
2 87* 109 109 130* 118*
3 92 132* 127* 124* 119*

Редис
1 80* 227* 130* 181* 169*
2 93 158* 122* 151* 135*
3 82* 145* 111* 150* 128*

Рукола
1 96 311* 115* 154* 228*
2 99 100 109 114 130*
3 99 124* 110 135* 134*



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

КРУГЛОСУТОЧНОЕ ОСВЕЩЕНИЕ ПОВЫШАЕТ УРОЖАЙНОСТЬ 627

ждения листьев. Содержание Хл в условиях CL
было несколько ниже, чем при фотопериоде 16 ч,
однако визуально эти изменения не были замет-
ны и листья имели нормальную зеленую окраску.
Содержание Кар под влиянием CL достоверно
увеличивалось в листьях редиса и руколы, но зна-
чительно снижалось в листьях мизуны (табл. 3). В
условиях CL у всех видов растений, кроме редиса,
зафиксировано более высокое содержание пере-
киси водорода и МДА (табл. 3). При этом отмече-
но, что такие растения накапливали больше анто-
цианов, флавоноидов, пролина (табл. 3) и имели
более высокую активность антиоксидантых фер-

ментов – КАТ, СОД, АПО, ГвПО (табл. 4). У расте-
ний всех четырех видов в условиях CL содержание
нитратов было ниже, чем у растений, выращенных
в условиях 16-часового фотопериода (рис. 1б).

Опыт 2. В опытах с одинаковым ИДО, т.е. ко-
гда интенсивность освещения при 24-часовом
фотопериоде была ниже, чем при 16-часовом, вы-
шеперечисленные различия между растениями,
выращенными при разных фотопериодах, сохра-
нялись, хотя в некоторых случаях они были менее
выраженными. Так, по высоте растения, выра-
щенные при разных фотопериодах, практически
не отличались (табл. 2, рис. 2), что свидетельству-

Рис. 1. Индекс робастности (а) и содержание нитратов (б) у растений, выращенных при фотопериодах 16 ч (контроль) (1)
и 24 ч с разным (серия опытов 1) (2) и одинаковым (серия опытов 2) (3) ИДО и при воздействии CL в конце продукцион-
ного периода (серия опытов 3) (4). Различными латинскими буквами для каждого вида указаны достоверные различия
средних значений при P < 0.05.
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ет о том, что на этот показатель бóльшее влияние
оказывает ИДО. В то же время значения LMA и
сухой массы побегов в целом были выше у расте-
ний, выращенных в условиях CL (табл. 2), что вы-
разилось в более высоком индексе робастности у
всех четырех видов (рис. 1а). Содержание Хл было
несколько выше в условиях CL у брокколи и ми-
зуны, но ниже у редиса и руколы (табл. 3). Содер-
жание Кар в условиях CL было выше только у ми-
зуны, у остальных видов – не отличалось досто-
верно от растений, выращенных при 16-часовом
фотопериоде. В отличие от первой серии опытов,
у растений в условиях СL при более низкой осве-
щенности не наблюдалось значительного увели-
чения содержания перекиси водорода и МДА.
Лишь у мизуны зафиксировано увеличение со-
держания перекиси водорода на 37%, а у руколы
содержание МДА было выше на 17%. При этом
отмечено увеличение содержания антоцианов у
всех видов, кроме мизуны, флавоноидов у мизуны и
редиса, и пролина у всех четырех видов растений
(табл. 3). Зафиксировано также повышение актив-
ности антиоксидантных ферментов в условиях
CL, хотя оно было менее выраженным, чем в первой
серии опытов с разным ИДО (табл. 4). Снижение
содержания нитратов в условиях CL было сопо-

ставимым с таковым в первом опыте, лишь не-
сколько менее выраженным у руколы (рис. 1б).

Опыт 3. Когда растения подвергались дей-
ствию CL только в течение последних 3 сут. опы-
та, достоверное уменьшение длины гипокотиля
происходило только у редиса (табл. 2), однако
растения всех четырех видов имели бóльшую био-
массу побегов, более высокие значения LMA и
длины первого настоящего листа. В результате
индекс робастности у всех видов был выше, чем
при выращивании растений при 16-часовом фо-
топериоде. Только у брокколи индекс робастно-
сти был ниже, чем в опыте 1 и 2, у остальных рас-
тений он был сопоставим с предыдущими вари-
антами применения 24-часового фотопериода
(рис. 1а). Снижение содержания Хл под влиянием
CL было аналогичным опыту 1 (табл. 3). Содер-
жание Кар было ниже у брокколи и мизуны по
сравнению с растениями в условиях 16-часового
фотопериода. Достоверное увеличение содержа-
ния перекиси водорода и МДА отмечено только у
брокколи, у остальных видов можно отметить лишь
тенденцию повышения (табл. 3). При этом содер-
жание антоцианов, флавоноидов и пролина и ак-
тивность антиоксидантных ферментов были в
большинстве случаев выше у растений, подвер-

Таблица 3. Физиолого-биохимические показатели листьев растений (% к контролю)

Примечание: за контроль приняты растения, выращенные в условиях 16 ч фотопериода с освещенностью 270 мкмоль/(м2 с)
ФАР. * – статистически значимые различия с контролем. Абсолютные значения контрольных образцов: Хл (a + b) (мг/г сух
веса) – 9.0 ± 0.3 мм (брокколи), 5.4 ± 0.3 (мизуна), 6.5 ± 0.2 (редис), 12.3 ± 0.7 (рукола), каротиноиды (мг/г сух веса) – 1.2 ± 0.1
(брокколи), 0.4 ± 0.1 (мизуна), 0.8 ± 0.1 (редис), 0.7 ± 0.1 (рукола); антоцианы (у.е.) – 1.3 ± 0.5 (брокколи), 0.30 ± 0.04 (мизуна),
0.40 ± 0.04 (редис), 1.7 ± 0.2 (рукола); флавоноиды (у.е.) – 23.0 ± 1.2 (брокколи), 18.9 ± 1.4 (мизуна), 23.9 ± 2.2 (редис), 30.7 ± 2.1
(рукола); пролин (мкмоль/г сыр. Веса) – 26.5 ± 2.8 (брокколи), 11.5 ± 0.3 (мизуна), 7.6 ± 1.3 (редис), 27.4 ± 2.5 (рукола); Н2О2
(мкмоль/г сыр. Веса) – 0.71 ± 0.05 (брокколи), 0.63 ± 0.04 (мизуна), 0.40 ± 0.05 (редис), 0.54 ± 0.04 (рукола); МДА (мкмоль/г
сыр. Веса) – 18.4 ± 1.3 (брокколи), 11.9 ± 0.5 (мизуна), 18.3 ± 1.2 (редис), 20.1 ± 0.7 (рукола).

Серия 
опытов Хл (a + b) Каротиноиды Антоцианы Флавоноиды Пролин Н2О2 МДА

Брокколи
1 90 108 199* 136* 132* 131* 329*
2 117* 95 135* 109 108* 100 110
3 81* 67* 110 155* 155* 126* 188*

Мизуна
1 81* 50* 152* 125* 112 125* 130*
2 116* 114* 97 116* 134* 137* 109
3 92 81* 100 120* 123* 100 111

Редис
1 85* 125* 159* 136* 171* 117 98
2 80* 92 170* 119* 125* 89 101
3 76* 97 124* 125* 113 91 107

Рукола
1 78* 129* 348* 136* 561* 154* 276*
2 79* 94 166* 103 152* 100 117*
3 90 100 137* 155* 141* 106 107
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гавшихся CL в конце продукционного периода
(табл. 3, 4). Под действием CL в течение 3 сут. со-
держание нитратов снижалось в меньшей степени,
чем в опытах 1 и 2, но тем не менее оно составило от
13 до 24% для разных видов растений (рис. 1б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Рост и продуктивность. Во всех трех сериях
опытов у всех изученных видов сырая и сухая
биомасса растений и значения LMA были выше в
условиях CL по сравнению с растениями, выра-
щенными при 16-часовом фотопериоде. В первом
опыте (с разным ИДО) такая реакция растений
была ожидаемой, поскольку CL обеспечивало бо-
лее высокий ИДО, т.е. дополнительный свет для
фотосинтеза и, следовательно, для накопления
биомассы. Известно, что сухая биомасса расте-
ний увеличивается с увеличением ИДО до точки
светового насыщения [17]. Более высокая про-
дуктивность растений, выращенных в условиях
CL, служит в поддержку гипотезы [11], что СL мо-
жет вести к увеличению продуктивности расте-
ний, если при этом не происходит фотоповрежде-
ния листьев. В нашем исследовании все четыре
вида растений не проявляли симптомов фотопо-
вреждения листьев. Относительно чувствитель-

ности изучаемых видов к CL в литературе есть
лишь сведения, что рукола, выращиваемая в
условиях CL в течение 30 дней, не имела никаких
повреждений [4]. Индекс робастности служит ин-
тегральным морфофизиологическим показателем,
объединяющим объем гипокотиля (длину и диа-
метр) с сухой биомассой побега, который исполь-
зуется как показатель качества микрозелени [1].
CL увеличивало индекс робастности у всех четы-
рех видов микрозелени, главным образом, за счет
увеличения биомассы. Кроме того, CL значительно
ускоряло формирование первого настоящего листа.
Поскольку микрозелень обычно выращивают до
стадии первого настоящего листа, то использование
CL может служить способом сокращения времени
сбора урожая, т.е. продукционного периода. Та-
ким образом, в первом опыте CL, обеспечивая бо-
лее высокий ИДО, повысило урожайность и уско-
рило развитие всех четырех видов микрозелени.

Во второй серии опытов (с одинаковым ИДО)
интенсивность освещения в варианте с CL была
ниже, однако индекс робастности растений не от-
личался от такового у растений в первой серии
опытов с более высоким ИДО при CL. Этот ре-
зультат хорошо корреспондируется с известными
данными о том, что при одинаковом ИДО расте-
ния накапливают большую биомассу при более

Таблица 4. Активность антиоксидантных ферментов в листьях растений (% к контролю)

Примечание: за контроль приняты растения, выращенные в условиях 16 ч фотопериода с освещенностью 270 мкмоль/(м2 с)
ФАР. * – статистически значимые различия с контролем. Абсолютные значения контрольных образцов: Кат (мкмоль
Н2О2/(мг белка · мин)) – 32.3 ± 2.6 (брокколи), 38.3 ± 5.5 (мизуна), 10.4 ± 2.8 (редис), 39.9 ± 3.2 (рукола), СОД (ед. акт./мг
белка) – 6.6 ± 1.2 (брокколи), 13.0 ± 1.0 (мизуна), 15.3 ± 1.4 (редис), 5.0 ± 1.0 (рукола); АПО (мкмоль/(мг белка·мин)) – 79.4 ± 13.3
(брокколи), 96.4 ± 9.7 (мизуна), 143.70 ± 2.9 (редис), 113.1 ± 6.2 (рукола); ГвПО (мкмоль/(мг белка · мин)) – 193.3 ± 31.4 (брок-
коли), 180.4 ± 20.3 (мизуна), 141.4 ± 14.8 (редис), 19.1 ± 2.7 (рукола).

Серия опытов
Активность антиоксидантных ферментов

КАТ СОД АПО ГвПО

Брокколи
1 113 164* 165* 117*
2 86 136* 167* 112
3 164* 147* 118 100

Мизуна
1 128* 131* 118* 131*
2 88 120* 90 89
3 123* 261* 130* 122*

Редис
1 289* 122* 132* 123*
2 141* 114 114 113*
3 148* 112 125* 117*

Рукола
1 118* 180* 132* 136*
2 103 115 117 108
3 120* 135* 125* 178*
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длинных фотопериодах [18–23]. Эффективность
использования световой энергии в процессе фо-
тосинтеза неизменно снижается с повышением
интенсивности освещения и, следовательно, вы-
ход продуктов фотосинтеза на единицу ФАР все-
гда будет больше при более низкой освещенности
[19, 21]. Снижение эффективности использования
световой энергии при высокой интенсивности
освещения происходит частично вследствие акти-
визации фотозащитных процессов, которые пре-
вращают часть поглощенной энергии света в тепло,
не позволяя ей быть использованной в световых
реакциях фотосинтеза. Это предотвращает появ-
ление индуцированных светом повреждений фо-
тосинтетического аппарата благодаря иниции-
рованию взаимодополняющих фотозащитных
процессов, включающих ксантофилловый цикл
и молекулярную реорганизацию антенных ком-
плексов и реакционных центров. Наблюдаемое
увеличение биомассы в ответ на более длитель-
ный фотопериод при одинаковом ИДО, вероятно,

происходит в результате морфологических изме-
нений и физиологических реакций растений.
“Растягивание” ИДО во времени с использова-
нием более низкой интенсивности ФАР имеет
преимущества для производителей, так как поз-
воляет, во-первых, снизить первоначальные ка-
питальные затраты благодаря уменьшению коли-
чества источников света (ламп) для обеспечения
необходимого ИДО. Во-вторых, за счет увеличения
эффективности использования световой энергии
повышается выход продукции на единицу затра-
ченных средств. В-третьих, использование более
низкой интенсивности освещения в течение дли-
тельного времени уменьшает количество выделя-
емого источниками освещения тепла, снижая за-
траты на кондиционирование (охлаждение, отвод
влаги) помещения [22]. Наконец, использование
длинных фотопериодов позволяет использовать
преимущества более низких ночных тарифов на
электроэнергию.

Рис. 2. Внешний вид растений брокколи (Brassica oleracea var. italica) (а), мизуны (Brassica rapa ssp nipposinica) (б), руко-
лы (Eruca sativa) (в) и редиса (Raphanus sativus ssp radicula) (г), выращенных при фотопериодах 16 и 24 ч с одинаковым
ИДО (серия опытов 2).

1 см

(в) (г)
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В третьей серии опытов при использовании CL в
последние 3 дня перед сбором урожая индекс ро-
бастности был несколько ниже, чем в первых двух
сериях опытов, что объяснимо, но он тем не ме-
нее заметно превосходил таковой у растений, вы-
ращенных при 16-часовом фотопериоде.

В принципе повышение продуктивности рас-
тений на основе увеличения ИДО возможно или
за счет повышения интенсивности освещения,
или удлинения фотопериода. В данной работе по-
вышение продуктивности наблюдалось и в первой
серии опытов при увеличении ИДО, и во второй,
когда ИДО был одинаковым, что значительно по-
вышает эффективность использования ресурсов,
в данном случае электроэнергии. Отметим, что при
выращивании микрозелени амаранта, зеленого и
фиолетового базилика в условиях CL эффектив-
ность использования электроэнергии на освеще-
ние была на 10–42% выше, чем при 16-часовом
фотопериоде с одинаковым ИДО, а затраты на
электроэнергию для производства единицы про-
дукции, наоборот, снижалась на 8–38% [10].

Фотосинтетические пигменты. Известно, что
влияние света на содержание фотосинтетических
пигментов варьирует в значительной степени, де-
монстрируя положительный или отрицательный
отклик, в зависимости от фотопериода [4, 12]. В
нашей работе содержание Хл у некоторых видов в
ответ на действие CL снижалось, но не более, чем
на 20% и визуально не было заметно. Это важно,
так как содержание Хл тесно связано с восприя-
тием человеком (как потенциальным потребите-
лем) зеленой пигментации листьев, что является
одним из критериев качества микрозелени [1]. У
взрослых растений руколы также было отмечено
снижение содержания Хл в условиях CL [4]. В то
же время другие авторы отмечали в условиях CL
увеличение содержания хлорофилла у базилика
Ocimum basilicum, руколы, цикория Cichorium en-
divia [24], а также микрозелени амаранта Amaran-
thus tricolor, зеленого и фиолетового базилика по
сравнению с 16-часовым фотопериодом [10]. У
микрозелени листовой капусты Brassica oleracea
var. viridis содержание хлорофилла в условиях CL
увеличивалось при ИДО равном 14 моль/(м2 сут), но
уменьшалось при ИДО 21 моль/(м2 сут). Умень-
шение общего содержания Хл в листьях приводит
к снижению поглощения света на единицу пло-
щади листа и служит одним из механизмов защи-
ты от избыточного освещения. Поэтому во вто-
рой серии опытов, где “избыточность” света со-
здавалась только длительностью фотопериода, но
не количеством полученных растениями фотонов
света, реакция брокколи и мизуны была иная и
количество хлорофилла даже несколько увеличи-
валось. Ранее [13] мы отмечали у микрозелени
изучаемых культур в условиях CL увеличение со-
отношения Хл a и b (что предполагает образова-

ние ССК в ФС II меньшего размера), а также со-
отношения Кар и Хл, свидетельствующее об от-
носительно более высокой концентрации Кар в
пуле фотосинтетических пигментов, что связано
с их защитной функцией по отношению к избы-
точному освещению, поскольку они являются
эффективными физическими и химическими ту-
шителями синглетного кислорода и других сво-
бодных радикалов [25]. Таким образом, у расте-
ний, выращенных с использованием CL, содер-
жание Хл было либо сопоставимо или немного
выше, чем у растений, выращенных при 16-часо-
вом фотопериоде, либо снижение было не столь
значимым, чтобы повлиять на визуальную оценку
качества микрозелени. Нужно отметить, что причи-
ной небольшого снижения содержания фотосинте-
тических пигментов может быть и так называемый
эффект “разбавления”, так как их содержание оце-
нивали в побегах, а в условиях CL повышается до-
ля биомассы стеблей, в которых содержание этих
пигментов невелико. В то же время повышенное
содержание Кар в руколе и редисе повышает пи-
щевую ценность микрозелени, поскольку Кар об-
ладают антиоксидантными свойствами, полез-
ными для здоровья человека.

Окислительный стресс и антиоксиданты. Повы-
шенное содержание МДА и перекиси водорода в
растениях, выращенных в условиях CL, свиде-
тельствует том, что растения испытывали легкий
окислительный стресс. В ответ на стресс в расте-
ниях, как правило, усиливается образование ан-
тиоксидантных биоактивных веществ. Антиокси-
данты в продуктах питания являются важными
соединениями для здоровья человека, т.к. выпол-
няют важную роль в нейтрализации свободных
радикалов в организме. Поэтому увеличение со-
держания веществ, обладающих антиоксидант-
ной активностью, в микрозелени повышает ее
пищевую ценность и делает продукт более конку-
рентоспособным благодаря высокому качеству. В
данной работе во всех трех сериях опытов у всех
видов микрозелени за некоторыми исключения-
ми по отдельным показателям было зафиксиро-
вано увеличение содержания пролина, антоциа-
нов и флавоноидов, а также усиление активности
ферментов антиоксидантной системы (КАТ, СОД,
АПО и ГвПО). То, что более высокий ИДО может
повышать не только урожайность листовых ово-
щей, но и содержание в них веществ, обладающих
антиоксидантной активностью, было также пока-
зано в ряде работ, в том числе с использованием
CL [9, 13, 17, 26, 27]. Однако не было очевидно,
будет ли это наблюдаться в случае, если CL не будет
обеспечивать растения дополнительной световой
энергией, т.е. при использовании одинакового
ИДО. Кроме того, пока не решен вопрос является
ли фотоокислительный стресс, вызванный СL, не-
посредственно результатом непрерывного по-
ступления света или он вызван избыточностью све-
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та, возникающей вследствие более высокого ИДО.
Заметим, что имеются данные, из которых следует,
что при CL непрерывность поступления светово-
го сигнала, протекания фотосинтеза и фотоокис-
лительных процессов могут вызывать окисли-
тельный стресс у растений, даже если значения
ИДО не выше, чем обычно требуется растениям
при более коротких фотопериодах [23]. В нашем
исследовании несмотря на то, что во второй се-
рии опытов c одинаковым ИДО окислительный
стресс в большинстве случаев не наблюдался (су-
дя по отсутствию повышения содержания МДА
или перекиси водорода), тем не менее, содержание
низкомолекулярных антиоксидантов и активность
антиоксидантных ферментов увеличивались. Ранее
аналогичные данные о более высокой активности
КАТ, СОД и АПО в условиях CL по сравнению с
16-часовым фотопериодом при одинаковом ИДО
были получены на растениях томата [28].

Что касается третьей серии опытов, то полу-
ченные результаты вызывают особый интерес. По
содержанию антиоксидантов или по активности
антиоксидантных ферментов данные первой и
третьей серий опыта в некоторых случаях сопо-
ставимы или эффекты в третьей серии несколько
слабее, хотя в первой серии опытов длительность
действия CL на растения составляла 9 сут., а в
третьей − только 3 сут. В своей работе мы не изу-
чали динамику содержания антоцианов, флаво-
ноидов и пролина в условиях CL, но имеются ра-
боты, показывающие, что в начальный период
действия CL растения испытывают стресс, в ответ на
который синтезируются различные защитные ве-
щества и активизируется работа антиоксидантных
ферментов, а впоследствии может происходить
адаптация к CL и, соответственно, изменяться
состав веществ в растении. Так, показано, что у
растений маша Vigna radiata L. такая адаптация
происходила через 6 сут. действия CL, когда на-
блюдалось снижение активности КАТ, СОД, Гв-
ПО и содержания пролина на фоне уменьшения
концентрации МДА [29]. Максимальное сниже-
ние содержания нитратов в листьях пак-чой Bras-
sica campestris L. при CL происходило уже через 24 ч,
а затем наблюдалось некоторое их увеличение
[30]. Эти результаты свидетельствуют о том, что
непродолжительное применение CL непосред-
ственно перед сбором урожая для повышения пи-
щевой ценности и биологической безопасности
растений может быть даже эффективнее, чем
применение CL в течение всего периода выращи-
вания. К тому же более короткие сроки примене-
ния CL снижают энергозатраты и повышают эф-
фективность производства микрозелени.

В целом наши данные и анализ литературы [10,
31] показывают, что чувствительность растений к
тем или иным световым воздействиям достаточно
видоспецифична. Особенно это проявляется в от-
ветных реакциях, когда на то или иное воздей-

ствие растения реагируют активным образованием
защитных метаболитов. Так, например, при изу-
чении влияния различных комбинаций оранжево-
го, красного и синего света на 8 видов, подвидов и
сортов микрозелени рода Brassica (2 сорта мизуны
Brassica rapa nipposinica, пак-чой Brassica rapa chin-
ensis, 2 сорта редиса Raphanus sativus и 3 сорта гор-
чицы Brassica juncea) авторы выявили три разных
типа ответной реакции растений, оцениваемой
по синтезу фенольных веществ и изменению ан-
тиоксидантной активности [32]. При действии
CL на микрозелень амаранта и листовой капусты
содержание в них фенольных соединений и анто-
цианов, а также антиоксидантная активность уве-
личивались, но эти же условия не оказывали зна-
чительного влияния на биохимический состав зе-
леного и фиолетового базилика [10].

Содержание нитратов. Контроль за содержанием
нитратов в микрозелени является важным ком-
понентом получения качественной безопасной
продукции. Наши результаты показывают, что
содержание нитратов значительно снижалось
при выращивании растений в условиях СL (серии
опытов 1 и 2), а также при использовании CL в
конце продукционного периода (серия опытов 3).
Это согласуется с данными о снижении содержа-
ния нитратов на 17% у растений руколы при выра-
щивании в условиях CL по сравнению с 12-часовым
фотопериодом [4]. Также было отмечено значи-
тельное (до 56%) снижение содержания нитратов
в растениях салата, которые перед сбором урожая
подвергали воздействию CL в течение 2−3 сут [3,
27]. В целом известно, что световые условия, а
именно интенсивность освещения, спектральный
состав света и фотопериод являются важными
факторами, влияющими на содержание нитратов
в растениях [4, 33, 34]. Также отмечена довольно
выраженная видоспецифичность в реакциях рас-
тений на свет по содержанию нитратов в растениях
[8, 34].

Известно, что содержание нитратов в растени-
ях отрицательно коррелирует с концентрацией
растворимых, неструктурных форм углерода, таких
как сахара и органические кислоты [35], потому что
они играют комплементарные роли в поддержании
тургора клеток [36]. Поэтому значительное сниже-
ние содержания нитратов в условиях CL может
быть связано с усилением синтеза углеводов и
увеличением содержания ферредоксина и НАДФН,
которые используются при редукции нитратов в
листьях [11, 37]. Однако, с увеличением продол-
жительности CL синтез фермента нитратредукта-
зы (НР) и НАДФН de novo может снижаться [38].
Снижение содержания нитратов в условиях CL
также может быть вызвано более высокой актив-
ностью НР в результате увеличения уровня экс-
прессии генов НР [4, 39]. Нитратредуктаза является
ключевым ферментом, лимитирующим скорость
восстановления нитрат-иона до нитрит-иона.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

КРУГЛОСУТОЧНОЕ ОСВЕЩЕНИЕ ПОВЫШАЕТ УРОЖАЙНОСТЬ 633

Свет влияет на активность НР в растениях, регу-
лируя процессы транскрипции генов НР, транс-
ляцию и посттрансляционную активность [40].
Предполагается, что свет может регулировать ак-
тивность НР двумя способами, а именно регули-
руя экспрессию генов НР продуктами фотосинтеза
и регулируя состояние НР через НАДФH [34].

В целом, результаты наших исследований по-
казывают, что растения брокколи, мизуны, редиса
и руколы на ранних фазах роста устойчивы к дей-
ствию CL и не проявляют типичных признаков
фотоповреждения листьев. Более того, за счет ис-
пользования CL без увеличения энергетических
затрат (при сохранении ИДО) возможно увеличение
урожайности и пищевой ценности микрозелени
брокколи, мизуны, редиса и руколы и снижения
содержания в ней нитратов по сравнению со
стандартным 16-часовым фотопериодом. Оче-
видно, испытывая под действием CL умеренный
окислительный стресс, растения накапливают
больше низкомолекулярных антиоксидантов (ан-
тоцианы, флавоноиды, каротиноиды, пролин) и
отличаются повышенной активностью антиокси-
дантных ферментов. Это увеличивает пищевую
ценность микрозелени, которая рекомендуется в
качестве функционального продукта (“functional
food”) для здорового питания. Повышение пище-
вой ценности и снижение содержания нитратов
также возможно при применении CL (в качестве
агротехнического приема) в течение нескольких
дней в конце продукционного периода (непо-
средственно перед сбором урожая), получая при
этом экономию электроэнергии, затраченной на
выращивание микрозелени.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта №
20-016-00033а. Работа выполнена с использованием
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пользования Федерального исследовательского
центра “Карельский научный центр Российской
академии наук” в рамках государственного зада-
ния КарНЦ РАН (FMEN-2022-0004).
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Исследовали действие засухи на морфофизиологические, биохимические и молекулярно-генетиче-
ские параметры растений Sedobassia sedoides (Pall.) Freitag & G. Kadereit с промежуточным С3–С4-ти-
пом фотосинтеза и Bassia prostrata (L.) A. J. Scott с С4-НАДФ-типом фотосинтеза, выращенные при
разных температурах (25 и 30°С). Снижение биомассы, содержания воды и эффективности кванто-
вого выхода ФС II (ФФСII), а также усиление экспрессии гена psbA, кодирующего белок D1 ФС II,
при действии засухи наблюдалось у обоих видов, независимо от температуры выращивания. В усло-
виях засухи при 25°С у обоих видов наблюдалось снижение содержания фотосинтетических фер-
ментов рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (РБФК/О) и фосфоенолпируват-
карбоксилазы (ФЕПк), которое у S. sedoides сопровождалось значительным усилением экспрессии
генов rbcL и PPDK. Акклимация растений S. sedoides к повышенной температуре приводила к уси-
лению активности циклического транспорта электронов ФС I, а также к смягчению негативного
действия засухи на световые реакции фотосинтеза (снижение NPQ) и содержание фермента ФЕПк
на фоне сдвига ионного баланса за счет снижения содержания калия. B. prostrata проявил большую
засухоустойчивость и характеризовался большей термолабильностью фотосинтетических фермен-
тов, изменения в содержании и соотношении которых позволили данному виду поддерживать рост
в условиях засухи при разной температуре.

Ключевые слова: Bassia prostrata, Sedobassia sedoides, Chenopodiaceae, осмотический стресс, РБФК/О,
ФЕПк, фотосистемы I и II, экспрессия генов
DOI: 10.31857/S0015330323600195, EDN: QXDQTT

ВВЕДЕНИЕ

Изменение климата является одной из самых
серьезных экологических проблем. Экстремаль-
но жаркие и засушливые периоды становятся бо-
лее частыми и продолжительными во всем мире,
и прогнозируется их дальнейшее усиление с по-
вышением температуры [1–3]. Засуха снижает ак-
тивность фотосинтеза, содержание пигментов,
ухудшает целостность мембран, осмотическую
регуляцию, что ограничивает рост, развитие и
урожайность растений [1]. Снижение фотосинте-
за может быть следствием “устьичных” или “не-
устьичных” (метаболических) ограничений [4].
Дефицит воды ведет к снижению нециклического

транспорта электронов и фотохимической эф-
фективности ФС II, часто за счет деградации бел-
ка D1, который является самым уязвимым среди
внутренних компонентов ФС II [5]. Также осмо-
тический стресс может вызвать активацию цик-
лического транспорта электронов (ЦТЭ) ФС I [6].
При этом влияние засухи на экспрессию генов,
кодирующих основные компоненты фотосистем,
может быть как стимулирующим [7], так и подав-
ляющим [8]. Снижение доступности CO2 вслед-
ствие устьичных ограничений в тканях листа мо-
жет вести к снижению активности ключевого
фермента фотосинтеза рибулозо-1,5-бисфосфат-
карбоксилазы/оксигеназы (РБФК/О), в зависи-
мости от интенсивности засухи и видовых разли-
чий [9]. Засуха также по-разному влияет на экс-
прессию генов rbcL и RbcS [3, 10], и снижение
содержания РБФК/О может быть, в том числе,

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600195 для авторизованных поль-
зователей.
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следствием усиления процессов деградации бел-
ка, вызванных стрессовыми условиями. Показа-
но, что РБФК/О может использоваться растения-
ми как запас азота/аминокислот, который выво-
дится из хлоропластов и хранится в вакуолях, в
стрессовых условиях РБФК/О активно расщеп-
ляется протеазами и направляется в другие органы
для поддержания синтеза белков [11, 12]. Вторым
ключевым ферментом фотосинтеза у С4-видов
является фосфоенолпируваткарбоксилаза (ФЕПк),
изменение содержания и активности которого, в
условиях засухи, сопряжено с изменением содер-
жания и активности РБФК/О у разных видов как
в сторону увеличения [13], так и в сторону пони-
жения [14]. Показано, что внедрение гена С4-
ФЕПк в С3-растения увеличивает их засухоустой-
чивость [15]. Еще одним важным ферментом С4-
пути является фосфатдикиназа (PPDK), которая
присутствует в хлоропластах и цитоплазме как
С4-, так и С3-растений, и участвует в ассимиля-
ции азота, синтезе жирных кислот и осмотически
активных соединений [16]. Накопление данного
фермента индуцируется различными абиотиче-
скими стрессами, в том числе и засухой [16].

Большинство растений независимо от типа
фотосинтеза демонстрируют значительную спо-
собность приспосабливать свои фотосинтетиче-
ские характеристики к температуре окружающей
среды, что называется температурной акклима-
цией. При этом С4-растения, по сравнению с С3-
видами, изначально лучше адаптированы к более
высоким температурам [17]. Повышение темпе-
ратуры выращивания вызывает у растений увели-
чение оптимальной температуры фотосинтеза и
делает фотосинтетический аппарат более устой-
чивым к тепловому стрессу [18]. Повышение
устойчивости обусловлено оптимизацией работы
наиболее уязвимых к увеличению температуры
систем, которыми являются кислород-выделяю-
щий комплекс в фотосистеме II (ФС II), система
генерации АТФ и фиксация углерода РБФК/О
из-за РБФК/О-активазы [18], в том числе за счет
увеличения активности циклического транспорта
электронов (ЦТЭ) ФС I для поддержания синтеза
АТФ [17]. Тепловой стресс также активирует тер-
мочувствительные ферменты и экспрессию боль-
шинства генов, участвующих в энергетическом и
липидном обмене, биосинтезе пигментов и фото-
синтезе [18]. Так, биохимические характеристики
РБФК/О могут меняться под действием темпера-
туры, что способствует акклимации растения к
изменениям температуры [19]. C4-растения име-
ют свои особенности биохимических ограниче-
ний при повышенной температуре. Показано,
что скорость фиксации СО2 РБФК/О у видов с
малатным (НАДФ) С4-типом фотосинтеза выше
при любой температуре, чем у С3- и промежуточ-
ных С3–С4 (С2)-видов, при этом при повышении

температуры скорость фиксации СО2 РБФК/О у
всех видов увеличивается и разница между вида-
ми с разным типом фотосинтеза также увеличи-
вается [20, 21]. Молекулярно-генетические иссле-
дования показали, что тепловой стресс вызывает
быстрое перепрограммирование экспрессии широ-
кого спектра генов, имеющих решающее значение
для снижения негативного эффекта температур-
ного воздействия, однако до сих пор относительно
мало известно об изменении экспрессии пластид-
ного генома, хотя компоненты фотосинтетического
аппарата являются основными мишенями терми-
ческого повреждения [22].

Путь С4-фотосинтеза опирается на скоорди-
нированную систему анатомических и биохими-
ческих признаков, которые обеспечивают кон-
центрирование CO2 вокруг РБФК/О в клетках об-
кладки проводящих пучков, что предотвращает
реакцию оксигенации РБФК/О и тем самым по-
давляет фотодыхание, делая С4-растения более
успешными в открытых и теплых местообитаниях
по сравнению с С3-видами [2, 23]. Считается, что
С4-фотосинтез формировался постепенно у С3-
видов через промежуточные стадии С3–С4-фото-
синтеза [23, 24]. Рассматриваются четыре отдельных
этапа эволюционного перехода от С3- к С4-фото-
синтезу (промежуточного С3–С4-фотосинтеза):
прото-Кранц – С2 (Type I и II) – C4-like фотосинтез,
в ряду которых идет нарастание С4-особенностей
[25]. При этом есть точка зрения, что C2-фото-
синтез является стабильным эволюционным со-
стоянием и не всегда ведет к C4-фотосинтезу [26,
27]. Растения с промежуточным С3–С4-фотосин-
тезом используют фотодыхательный углеродный
насос, или глициновый челнок, для захвата CO2,
высвобождаемого в результате фотодыхательной
активности мезофилла, и транспортировки его в
клетки обкладки проводящих пучков для повтор-
ного использования в цикле Кальвина. При этом
происходит усиление активности циклического
транспорта электронов ФС I в связи с увеличением
потребности в АТФ, необходимого для функцио-
нирования глицинового челнока [24]. Наличие
высокого уровня внутривидового и внутрипопу-
ляционного фотосинтетического разнообразия и
пластичности показано для разных C3–С4-видов,
что усложняет определение принадлежности рас-
тений к разным типам С2-фотосинтеза [23, 26,
28]. В то же время, присущая C2-растениям фи-
зиологическая пластичность, позволяет им оби-
тать в широких экологических диапазонах [27].
Несмотря на общее предпочтение более теплого
климата, C2-растения встречаются в более про-
хладных регионах, чем С4-виды [23]. Сравнитель-
ный анализ адаптации С2- и С4-растений близких
видов одного семейства к повышенной темпера-
туре и засухе ранее не проводился.
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Целью данной работы было изучение способ-
ности растений С3–С4 (С2)-вида Sedobassia sedoides и
С4-НАДФ-вида Bassia prostrata к акклимации к по-
вышенной температуре и ее влияния на устойчи-
вость к осмотическому стрессу.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал и условия эксперимента.

Семена галофитов Sedobassia sedoides (Pall.) Freitag &
G. Kadereit (Bassia sedoides (Pall.) Asch) и Bassia
prostrata (L.) A.J. Scott (Kochia prostrata (L.)
Schrad.) (подсемейство Chenopodiaceae) были со-
браны в естественных местообитаниях Прика-
спийской низменности (Волгоградская область).
Семена замачивали в дистиллированной воде для
проращивания. 3–4-дневные проростки высажи-
вали на перлит, пропитанный 50% раствором Хо-
гланда. После появления настоящих листьев для
оптимального роста в питательный раствор Хо-
гланда добавляли NaCl до конечной концентра-
ции 50 мМ. Растения выращивали в двух раздель-
ных камерах температурой 25°C и 30°C под люми-
несцентными лампами при плотности потоков
квантов ФАР 200 мкмоль/(м2 с), 16-часовом фо-
топериоде. После 30 дней выращивания часть
растений поливали 15.8% раствором ПЭГ6000 в
течение 4 дней. Всего было 4 группы растений
каждого вида: (1) контрольные растения, выра-
щенные при 25°C без обработки ПЭГ; (2) расте-
ния, выращенные при 25°C и 4-дневной обработ-
ке ПЭГ; (3) растения, выращенные при 30°C без
обработки ПЭГ; (4) растения, выращенные при
30°C и 4-дневной обработке ПЭГ.

Определение содержания воды, пролина и ионов
натрия и калия. Для определения сухой биомассы
растительные пробы высушивали при 80°С до по-
стоянной массы. Содержание воды (W) рассчи-
тывали по формуле и выражали в г Н2О/г сухой
массы:

(1)

где FW – сырая биомасса, DW – сухая биомасса.
Содержание ионов натрия и калия в побегах

определяли в водной вытяжке высушенных об-
разцов (100 мг) на пламенном фотометре ФПА-2-01
(“АООТ ЗОМЗ”, Россия) и выражали в ммоль/г
сухой массы.

Содержание свободного пролина определяли с
помощью кислого нингидринового реактива по
методу Bates [29] с модификациями. В качестве
анализируемых экстрактов использовали водные
вытяжки высушенного и растертого материала.
Результаты рассчитывали на 1 г сухой массы.

Фотосистема I. Изменение окислительно-вос-
становительного потенциала Р700 измеряли пу-
тем мониторинга оптической плотности листьев
при 820 нм с использованием dual-wavelength си-

W FW D( W W ,) D= −

стемы импульсной модуляции ED-P700DW
(“Heinz-Walz, Effeltrich”, Германия) в сочетании с
PAM-101 (“Heinz-Walz”, Германия). Кинетика
окисления P700 измерялась при освещении даль-
ним красным светом (720 нм, 17.2 Вт/м2). Макси-
мальное окисление P700 определяли с использо-
ванием ксеноновой газоразрядной лампы (50 мс,
1500 Вт/м2, “Heinz-Walz”, Германия) в присут-
ствии дальнего красного света.

Фотосистема II. Определение квантового вы-
хода флуоресценции ФС II адаптированного к
темноте (20 мин) фрагмента листа осуществляли с
помощью РАМ-флуориметра (PAM-101, “Heinz-
Walz”, Германия). Измеряли темновой макси-
мальный квантовый выход флуоресценции ФС II
(Fv/Fm). Измерение проводили с досветкой образ-
ца слабым модулированным потоком красного
света, которое осуществлялось АЦПУ (PDA-100,
“Walz”, Германия), преобразующим первичный
сигнал от PAM-101 на компьютер со специализи-
рованным программным интерфейсом. Расчет
показателей проводили на основании текущего
значения минимальной (F0) и максимальной (Fm)
флуоресценции адаптированного к темноте листа
по формуле:

(2)
Эффективный квантовый выход фотохимии

ФС II при заданной интенсивности света рассчи-
тывали по формуле:

(3)

где  – фотохимическое тушение флуоресценции
открытым реакционным центром ФС II, а  –
максимальная флуоресценция после световой
адаптации.

Нефотохимическое тушение флуоресценции
хлорофилла (NPQ) рассчитывали по формуле:

(4)
Определение содержания белков рибулозо-1,5-

бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (РБФК/О) и
фосфоенолпируваткарбоксилазы (ФЕПк) с помо-
щью вестерн-блоттинга. Тотальный белок экстра-
гировали из 0.2–0.5 г надземной части растения,
которую измельчали в жидком азоте и 1–2 мл экс-
тракционного буфера, содержавшего 50 мМ Tris-
HCl (pH 8), 10 мМ MgCl2, 0.3 мМ ЭДТА, 2% поли-
винилпирролидона и 5 мМ дитиотреитол. Гомоге-
нат центрифугировали при 12000 g в течение 15 мин
при 4°C (центрифуга MiniSpin, “Eppendorf”, Гер-
мания). Содержание белка определяли по методу
Бредфорд, используя бычий сывороточный альбу-
мин (“Sigma-Aldrich”, США) в качестве стандарта.

Анализ содержания белков РБФК/О и ФЕПк
проводили с помощью иммуноферментного анали-
за по стандартной методике [30] с использованием
коммерческих поликлональных антител против

v m m 0 m( ) .F F F F F= −

CII q m' ' ,F FΦΦ =

q'F

m'F

m m m' 'NPQ ( ) .F F F= −
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белков большой субъединицы (L) (БС) РБФК/О
(RbcL, AS03037, “Agrisera”, Швеция) и ФЕПк
(PEPC, AS09458, “Agrisera”, Швеция). Разделе-
ние суммарных белков (10–15 мкг тотального
белка в слоте) проводили с помощью 10% денату-
рирующего гель-электрофореза (SDS-PAGE) по
методу Laemmli [31] с использованием маркеров
стандартной молекулярной массы (“BioRad”,
США). После проведения электрофореза белки
переносили на нитроцеллюлозную мембрану
(“Amersham, GE Healthcare”, Великобритания),
используя прибор для мокрого блоттинга
(“BioRad”, США) согласно стандартному прото-
колу. Белки БС РБФК/О и ФЕПк визуализирова-
ли при помощи кроличьих иммуноглобулинов,
конъюгированных с флуоресцентными красите-
лями люминолом и кумариновой кислотой (“Sig-
ma”, США) и пленки Retina XBE (Германия). Ин-
тенсивность полос в вестерн-блоттинге оценивали
с помощью программы ImageJ 1.37v (США) и вы-
ражали относительно среднего уровня (n = 3) для
контрольных растений, который был взят за
100%. Анализ проводили не менее 3 раз.

Выделение РНК проводили фенол-хлоро-
формной экстракцией с осаждением при помощи
LiCl. Для экстракции РНК использовали смесь
буфера (0.1 М LiCl, 0.1 M Tрис-HCl (pH 7.5), 1%
SDS, 10 mM ЭДТА (pH 8)) с подкисленным фено-
лом (рН 4.5) в соотношении 1 : 1, разогретым до
90°С на водяной бане (“WB-4MS”, Biosan, Лат-
вия). К измельченной растительной ткани (400–
500 мг) добавляли экстракционную смесь в соотно-
шении 1 : 3. Для разделения фракций использовали
хлороформ (500 мкл). Пробы центрифугировали в
течение 15 мин при 12000 g (MiniSpin, “Eppendorf”,
Германия) при комнатной температуре. После тре-
тьего центрифугирования в супернатант добавля-
ли 10 M LiCl до конечной концентрации 2.5 M Li-
Cl и оставляли на ночь при 4°С. На следующий
день РНК осаждали центрифугированием и про-
мывали однократно 2 M LiCl и двукратно 80%
этанолом. Осадок растворяли в 100 мкл воды,
свободной от РНКаз. Концентрацию выделенной
РНК определяли с помощью спектрофотометра
NanoDrop 1000 (“ThermoScientific”, США). Очист-
ку РНК от геномной ДНК проводили согласно
стандартному протоколу “ThermoScientific” (США)
с использованием DNAse I и RiboLock (“Thermo-
Scientific”, США).

Обратную транскрипцию проводили в два этапа.
На первом этапе осуществляли отжиг праймеров
для синтеза первой цепи тотальной кДНК на РНК
матрице (Олиго(dT)15 праймер и Random(dN)10
праймер (“Евроген”, Россия)) в течение 5 мин
при 65°С (термостат ТТ-2 Термит, “ДНК-Техно-
логия”, Россия). На втором этапе осуществляли
обратную транскрипцию при помощи обратной
транскриптазы MMLV (“Евроген”, Россия), дНТФ
(“ThermoScientific”, США), добавляя RiboLock

(“ThermoScientific”, США). Концентрацию полу-
ченной кДНК измеряли с помощью спектрофото-
метра NanoDrop 1000 (“ThermoScientific”, США).

Праймеры для ПЦР (Дополнительные мате-
риалы, табл. 1) были подобраны с использовани-
ем Pick Primers NCBI (National Center for Biotech-
nology Information, Bethesda, MD) с функцией
проверки специфичности пары праймеров (“Prim-
er Pair Specificity Checking Parameters”) и SnapGene
Viewer (4.2.11) на нуклеотидных последователь-
ностях, доступных в базе NCBI: праймеры к ге-
нам rbcL Sedobassia sedoides (AY270063.1), Bassia
prostrata (AY270104.1), PPDK Bienertia sinuspersici
(MK674493.1), psaA Bassia littorea (OK539756.1) и
Chenopodium quinoa (LOC32958941), psaB C. qui-
noa (LOC32958940), psbA Bassia scoparia
(AY251266.1) и C. quinoa (LOC32959011), CAB C. qui-
noa (LOC110735177). В качестве референсных ге-
нов использовали UBQ10 C. quinoa (LOC110721034)
и b-Tubulin C. quinoa (XM_021890176).

Проверку праймеров и определение размера
ампликона проводили с помощью ПЦР (ТП4-
ПЦР-01-Терцик, “ДНК-Технология”, Россия) и
электрофореза в 2% агарозном геле. Уровень экс-
прессии исследуемых генов оценивали методом
ПЦР в режиме реального времени (ОТ-кПЦР) с
помощью амплификатора Light Cycler96 (“Roche”,
Швейцария) с использованием красителя
SybrGreen I (“Евроген”, Россия). Данные по ре-
зультатам ОТ-кПЦР анализировали в программе
Light Cycler96 SoftwareVersion 1.1. Уровни тран-
скриптов указаны относительно контрольных
растений.

Статистический анализ. Во всех экспериментах
было не менее трех биологических повторностей.
Для корреляционного и факторного (ANOVA)
анализа использовали программу SigmaPlot 12.0.
На графиках приведены средние арифметические
значения полученных величин и их стандартные
ошибки. Различия считались достоверными при
Р < 0.05 (тест Тьюки). Для многофакторного
анализа методом главных компонент (РСА) бы-
ло использовано программное обеспечение R
(версия 3.6.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Биомасса, содержание воды, пролина и ионов

В контрольных условиях растения однолетнего
вида S. sedoides характеризовались большей биомас-
сой, чем растения многолетнего вида B. prostrata
(рис. 1а). В условиях засухи наблюдалось 2-крат-
ное снижение сухой биомассы (DW) у обоих ви-
дов независимо от температуры выращивания
(рис. 1а). Выращивание растений S. sedoides и
B. prostrata при повышенной температуре без об-
работки ПЭГ не приводило к изменению накоп-
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ления сухой биомассы по сравнению с контроль-
ными растениями у обоих видов (рис. 1а).

Содержание воды (W) в побегах контрольных
растений B. prostrata было почти в 2 раза ниже,
чем в побегах растений S. sedoides (рис. 1б). Воз-
действие на растения засухой при нормальной
температуре выращивания (25°С) приводило к
снижению содержания воды в побегах обоих ви-
дов растений на 67–70%. В условиях повышенной
температуры (30°С) без обработки ПЭГ содержа-
ние воды в побегах S. sedoides и B. prostrata было на
20–30% ниже, чем в контроле, а действие засухи
при этой температуре в большей степени влияло

на снижение содержания воды в побегах S. sedoi-
des, чем у растений B. prostrata (рис. 1б).

Содержание пролина (Pro) в побегах кон-
трольных растений S. sedoides было в 4.5 раза ниже,
чем в контрольных растениях B. prostrata (рис. 1в). В
условиях засухи при 25ºС у растений S. sedoides
наблюдалось повышение содержания пролина в
9.4 раза, а у растений B. prostrata – в 1.4 раза. При
акклимации к повышенной температуре (30°С) у
растений S. sedoides содержание пролина повы-
шалось почти в 2 раза, в то время как у растений
B. prostrata происходило его 2-кратное снижение,
по сравнению с контролем. Воздействие засухи

Рис. 1. Накопление сухой биомассы (а), содержание воды (б), пролина (в), ионов натрия (г) и калия (д), и отношение
K+/Na+ (е) у растений Sedobassia sedoides и Bassia prostrata, выращенных при разных температурах и кратковременном
действии ПЭГ-индуцированной засухи. (1) Контрольные растения, выращенные при 25°C без обработки ПЭГ;
(2) растения, выращенные при 25°C и 4-дневной обработке ПЭГ; (3) растения, выращенные при 30°C без обработки
ПЭГ; (4) растения, выращенные при 30°C и 4-дневной обработке ПЭГ. Разными латинскими буквами отмечены до-
стоверные различия на уровне P < 0.05.
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после акклимации к повышенной температуре
приводило к увеличению содержания пролина
примерно в 2 раза (относительно растений, выра-
щенных при 30°С без обработки ПЭГ; рис. 1в) у
обоих видов.

Содержание Na+ и K+ в побегах контрольных
растений S. sedoides было выше, чем в побегах
контрольных растений B. prostrata в 2.3 и 1.6 раза
соответственно (рис. 1г, д). В условиях засухи при
25°С, а также при повышенной температуре без
обработки ПЭГ изменений в содержании Na+ и
K+ в растениях обоих видов не наблюдалось. При
действии засухи при 30°С достоверное снижение
содержания Na+ наблюдалось только у растений
B. prostrata (рис. 1г), а K+ только у растений S. se-
doides (рис. 1д). Отношение K+/Na+ в побегах
контрольных растений S. sedoides было в 1.6 ниже,
чем в контрольных растениях B. prostrata (рис. 1е).
Изменения в отношении ионов K+/Na+ наблюда-
лись только в условиях засухи при 30°С как у рас-
тений B. prostrata (повышение в 1.5 раза относи-
тельно контрольных растений и выращенных при
30°С без обработки ПЭГ), так и у растений S. se-
doides (снижение в 1.3 раза по сравнению с расте-
ниями, выращенными при 25°С) (рис. 1е).

Активность циклического транспорта электронов 
ФС I и эффективность функционирования ФС II

В контрольных условиях активность цикличе-
ского транспорта электронов (ЦТЭ) ФС I у расте-
ний S. sedoides была ниже, чем у B. prostrata (рис. 2а).
Засуха не оказала влияния на активность ЦТЭ
при 25°С. Акклимация к повышенной температу-
ре привела к усилению активности циклического
транспорта электронов ФС I у растений S. sedoi-
des, до значений, характерных для С4-видов, уро-
вень которого сохранился и при действии засухи
(при 30°С). У растений B. prostrata активность
ЦТЭ оставалась постоянной при всех видах воз-
действия (рис. 2а).

Эффективность максимального квантового
выхода фотосинтеза ФС II у растений обоих ви-
дов снижалась при воздействии засухи: у S. sedoides
достоверно при 25ºС, у B. prostrata при 30°С, но не
изменялась при выращивании при повышенной
температуре без воздействия засухи (рис. 2б). Эф-
фективность квантового выхода (ФФСII), т.е. эф-
фективность фотохимии ФС II при данной ин-
тенсивности освещения достоверно снижалась
относительно контроля у обоих видов при дей-
ствии засухи независимо от температуры выра-

Рис. 2. Фотосинтетические параметры у растений Sedobassia sedoides и Bassia prostrata, выращенных при разных темпе-
ратурах и кратковременном действии ПЭГ-индуцированной засухи. (а) Активность циклического транспорта элек-
тронов ФС I; (б) максимальный квантовый выход ФС II (Fv/Fm); (в) эффективный квантовый выход фотохимии ФС II
при заданной интенсивности света (ФФСII); (г) нефотохимическое тушение флуоресценции ФС II (NPQ). (1) Кон-
трольные растения, выращенные при 25°C без обработки ПЭГ; (2) растения, выращенные при 25°C и 4-дневной об-
работке ПЭГ; (3) растения, выращенные при 30°C без обработки ПЭГ; (4) растения, выращенные при 30°C и 4-днев-
ной обработке ПЭГ. Разными латинскими буквами отмечены достоверные различия на уровне P < 0.05.
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щивания (рис. 2в). Нефотохимическое тушение
флуоресценции ФС II (NPQ) значительно воз-
растало в условиях засухи: у растений S. sedoides
больше при 25°С, а у растений B. prostrata больше
при 30°С (рис. 2г).

Содержание фотосинтетических ферментов

При воздействии засухи у растений S. sedoides
содержание БС РБФК/О снижалось на 80–85%
независимо от температуры выращивания. У рас-
тений B. prostrata воздействие засухи при 25°С
приводило также к снижению содержания БС
РБФК/О на 85%. При акклимации к повышенной
температуре содержание БС РБФК/О снижалось на
20% у S. sedoides и 45% у B. prostrata (рис. 3а, б). В

условиях засухи при повышенной температуре
содержание БС РБФК/О у B. prostrata оставалось
таким же, как при выращивании при повышен-
ной температуре без засухи (рис. 3а, б). Содержание
ФЕПк у S. sedoides изменялось только в условиях за-
сухи при 25°С, тогда как у B. prostrata содержание
ФЕПк значительно снижалось при всех вариан-
тах воздействия. Однако при воздействии засухи
при повышенной температуре содержание ФЕПк
оказалось в 2 раза выше, чем при действии дан-
ных факторов по отдельности (рис. 3а, в).

Экспрессия генов фотосинтетических белков

Засуха вызывала 8-кратное увеличение накоп-
ления транскиптов гена rbcL у растений S. sedoides

Рис. 3. Результаты вестерн-блоттинга белков БС РБФК/О (большая субъединица) (а, б), ФЕПк (а, в) и экспрессии
генов rbcL (БС РБФК/О) (г) и PPDK (пируватфосфатдикиназа) (д) в побегах растений Sedobassia sedoides и Bassia
prostrata, выращенных при разных температурах и кратковременном действии ПЭГ-индуцированной засухи.
(1) Контрольные растения, выращенные при 25°C без обработки ПЭГ; (2) растения, выращенные при 25°C и 4-днев-
ной обработке ПЭГ; (3) растения, выращенные при 30°C без обработки ПЭГ; (4) растения, выращенные при 30°C и
4-дневной обработке ПЭГ.
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и незначительное повышение у растений B. prostrata
независимо от температуры (рис. 3г). Акклимация к
повышенной температуре привела к 6-кратному
увеличению накопления транскиптов гена rbcL у
S. sedoides и 70% накоплению у B. prostrata. Накоп-
ление транскиптов гена PPDK увеличилось в 6 раз
при воздействии засухи и в 3 раза при акклимации к
повышенной температуре у растений S. sedoides
(рис. 3д). У B. prostrata количество транскриптов ге-
на PPDK не изменялось при изменении условий.
Количество транскиптов генов psaA и psaB, коди-
рующих апопротеины А1 и А2 ФС I соответствен-
но, оставалось неизменным во всех вариантах
эксперимента у обоих видов (рис. 4а, б). Количе-
ство транскиптов гена psbA, кодирующего белок
D1 ФС II, у S. sedoides увеличивалось относительно
контроля в среднем в 3 раза, а у B. prostrata в среднем
в 2 раза при всех видах воздействия (рис. 4в). На-
копление транскиптов гена CAB (хлорофилл a/b-
связывающего белка LHCB/CAB ФС II) наблюда-
лось у B. prostrata при действии засухи, независимо
от температуры, тогда как у S. sedoides оставалось
неизменным (рис. 4г).

PCA анализ

Многофакторный анализ методом главных
компонент (РСА) не показал значительных раз-

личий между растениями S. sedoides, выращенных
при 25 и 30°С без воздействия засухи, но отделил
от них растения, подвергнутые засухе первой ос-
новной компонентой (PC1), которая отражает
46.2% от общей вариации (рис. 5а). Основными
элементами PC1 были эффективность ФС II и
значения NPQ, а также содержание БС РБФК/О
и пролина (табл. 1). РСА также показал четкое
различие между эффектом засухи при 25 и 30°С
на S. sedoides по второй основной компоненте
(РС2), которая отражает 21.87% от общей вариа-
ции (рис. 5а). Основными элементами PC2 были
эффективность ФС I (циклический транспорт),
содержание K+, отношения K+/Na+ и содержание
основного фермента С4-цикла ФЕПк. Первых
двух основных компонент достаточно для объяс-
нения 68% изменений от общей вариации. Для
B. prostrata многофакторный анализ методом
главных компонент не показал четких различий
между растениями при разных вариантах воздей-
ствия (рис. 5б).

ОБСУЖДЕНИЕ
Засуха является одним из самых распростра-

ненных факторов окружающей среды, ограничи-
вающих фотосинтез и рост растений. У обоих изу-
ченных видов S. sedoides и B. prostrata в условиях

Рис. 4. Экспрессия генов psaA и psaB (апопротеины А1 и А2 ФС I) (а, б), psbA (белок D1 ФС II) (в) и CAB (хлорофилл a/b-
связывающего белка LHCB/CAB ФС II) в побегах растений Sedobassia sedoides и Bassia prostrata, выращенных при разных
температурах и кратковременном действии ПЭГ-индуцированной засухи. (1) Контрольные растения, выращенные при
25°C без обработки ПЭГ; (2) растения, выращенные при 25°C и 4-дневной обработке ПЭГ; (3) растения, выращенные
при 30°C без обработки ПЭГ; (4) растения, выращенные при 30°C и 4-дневной обработке ПЭГ.
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Рис. 5. Многофакторный анализ методом главных компонент (PCA) физиологических параметров, участвующих в
процессе адаптации растений Sedobassia sedoides (а) и Bassia prostrata (б) к повышенной температуре и кратковремен-
ному действию ПЭГ-индуцированной засухи. (1) Контрольные растения, выращенные при 25°C без обработки ПЭГ;
(2) растения, выращенные при 25°C и 4-дневной обработке ПЭГ; (3) растения, выращенные при 30°C без обработки
ПЭГ; (4) растения, выращенные при 30°C и 4-дневной обработке ПЭГ.
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Таблица 1. Факторные нагрузки физиологических параметров на главные компоненты (PC1 и PC2) многофак-
торного анализа (PCA) растений Sedobassia sedoides и Bassia prostrata, выращенных при разных температурах (25
и 30°C) и кратковременном действии ПЭГ-индуцированной засухи

Примечание. Полужирным шрифтом показаны наиболее значимые параметры. ЦТЭ (ФС I) – активность циклического
транспорта электронов фотосистемы I; ФС II – максимальный квантовый выход флуоресценции фотосистемы II; NPQ – не-
фотохимическое тушение; ФФСII –эффективный квантовый выход фотохимии ФС II.

Параметры
Sedobassia sedoides Bassia prostrata

PC1 PC2 PC1 PC2

Содержание воды –0.321 –0.225 –0.325 –0.226

Содержание пролина 0.372 –0.132 0.290 0.077

Содержание Na+ –0.288 –0.142 –0.194 0.629

Содержание K+ –0.218 –0.489 0.282 0.208

K+/Na+ 0.057 –0.386 0.356 –0.426

ЦТЭ (ФС I) –0.013 0.542 0.093 0.333

ФС II –0.387 –0.067 –0.238 0.053

NPQ 0.391 0.025 0.351 –0.270

ФФСII –0.322 0.228 –0.391 –0.093

Содержание РБФК/О –0.379 –0.021 –0.434 –0.260

Содержание ФЕПк –0.270 0.415 –0.190 –0.244
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засухи при 25°С наблюдалось снижение биомас-
сы и содержания воды в побегах (рис. 1). Однако
различия между видами в увеличении содержа-
ния пролина (рис. 1), широко используемого в
качестве маркера осмотического стресса [32],
свидетельствуют о большем влиянии засухи на
растения S. sedoides, чем B. prostrata. Фотосинтез
рассматривается в числе первичных физиологи-
ческих процессов, на которые влияет дефицит во-
ды [9]. Наиболее чувствительной к стрессовым
воздействиям является ФС II, что часто выража-
ется в деградации белка D1 [5, 18]. У С3–С4-вида
S. sedoides наблюдалось снижение эффективности
ФС II на свету (ФФСII) и 3.3-кратное усиление
NPQ, что привело к достоверному снижению
максимального квантового выхода ФС II (рис. 2).
Повышение значений NPQ указывает на более
высокое рассеивание (диссипацию) световой
энергии в виде тепла при осмотическом стрессе
[33]. При этом, наблюдалось значительное усиле-
ние экспрессии гена psbA, кодирующего D1 белок
(рис. 4). Кроме того, значительный эффект засухи
проявился в резком (на 85%) снижении содержания
основного фермента цикла Кальвина РБФК/О у
S. sedoides (рис. 3). Известно, что реакция расте-
ний на засуху видоспецифична и варьирует от не-
значительных изменений содержания и активности
РБФК/О до их резкого снижения [9]. При этом у
S. sedoides снижение содержания БС РБФК/О не
было следствием снижения экспрессии гена rbcL,
наоборот, наблюдалось 6-кратное увеличение его
экспрессии, что характерно для некоторых С3-видов
в условиях засухи [3, 10]. Данная диспропорция
между содержанием транскриптов rbcL и белка
БС РБФК/О может быть следствием посттран-
скрипционной регуляции [34] или усиления про-
цессов деградации белка, вызванного стрессовы-
ми условиями, когда РБФК/О активно расщеп-
ляется протеазами и направляется в другие
органы растения для поддержания синтеза белков
[11, 12]. Косвенным свидетельством усиления
процесса деградации у S. sedoides может быть уве-
личение экспрессии гена PPDK в условиях засухи
(рис. 4), так как PPDK участвует в ассимиляции
азота и может играть важную роль в транспорте
аминокислот и значительно ускорять мобилиза-
цию азота из листьев [16].

У С4-НАДФ-вида B. prostrata засуха оказала ме-
нее негативное влияние на эффективность ФС II,
что выражалось в меньшем изменении диссипации
(NPQ) (рис. 2). При этом наблюдалось усиление
экспрессии гена CAB, кодирующего хлорофилл a/b-
связывающий белок (LHCB/CAB) ФС II, регуля-
ция которого считается одним из важных меха-
низмов регуляции функции хлоропластов в ответ
на воздействие стрессовых факторов [18]. При
схожем с S. sedoides снижении содержания БС
РБФК/О, накопление транскриптов гена rbcL у

B. prostrata было значительно ниже, а экспрессия
гена PPDK не изменилась, но происходило более
значительное снижение содержания ФЕПк (рис. 3).
Выявленные различия реакции ФЕПк и PPDK
между видами, вероятно, связаны с различиями их
функций: у С4-видов данные белки являются
ключевыми фотосинтетическим ферментами, а у
С3-видов и, возможно, у С3–С4-видов, при стрессе
выполняют в основном защитные функции [35].

Акклимация к повышенной температуре при-
вела к небольшому снижению содержания воды в
побегах, что, однако, не отразилось на накопле-
нии сухой биомассы у обоих видов (рис. 1). Выра-
щивание при 30°С также не повлияло на эффек-
тивность ФС II у растений S. sedoides и B. prostrata
(рис. 2), но вызывало 2–4-кратное увеличение
накопление транскриптов гена psbA (рис. 4), в то
время как количество транскриптов генов ФС I
psaA и psaB у обоих видов оставалось неизменным.
При этом у С3–С4-вида S. sedoides наблюдалось
увеличение активности ЦТЭ ФС I практически
до уровня С4-НАДФ-вида B. prostrata (рис. 2).
Считается, что увеличение ЦТЭ при высокой
температуре может компенсировать протонную
утечку тилакоидов, позволяя продолжать синтез
АТФ [17]. Выращивание при 30°С привело к сни-
жению содержания БС РБФК/О у обоих видов,
но более значимо (в 2 раза) у B. prostrata (рис. 3).
Вероятно, это связано с увеличением скорости
фиксации СО2 РБФК/О при повышении темпе-
ратуры, характерное для всех видов растений и, в
особенности, для видов с малатным (НАДФ) С4-
типом фотосинтеза [20, 21]. Свидетельством не
стресс-индуцированного снижения содержания
РБФК/О может быть сохранение накопления
биомассы на уровне контрольных растений (рис. 1),
а также результаты РСА (рис. 5). Так, многофак-
торный анализ не показал четкого разделения
растений, выращенных при 25 и 30°С без воздей-
ствия засухи для обоих видов. На отсутствие значи-
тельного стресса указывает и снижение содержания
пролина у B. prostrata по сравнению с контролем и
относительно небольшое повышение этого показа-
теля у S. sedoides (рис. 1). Более высокий уровень со-
держания БС РБФК/О у S. sedoides при повышен-
ной температуре, чем у B. prostrata, вероятно, под-
держивается более значительным усилением
экспрессии гена rbcL (рис. 3). У B. prostrata при
этом снижается содержание не только РБФК/О,
но и С4-фермента ФЕПк, что позволяет поддер-
живать оптимальное для фотосинтеза соотноше-
ние РБФК/О/ФЕПк.

Несмотря на множественные свидетельства
более негативного влияния на растения комби-
нированного стресса повышенной температуры и
засухи, чем каждого из этих воздействий по от-
дельности [3, 36], у S. sedoides выращивание при
30°С смягчило негативное действие засухи на
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ФС II, что выражалось в меньшей диссипации
энергии (рис. 2г) и нивелировала негативный эф-
фект на содержание ФЕПк (рис. 3). Однако дан-
ные изменения не отразились на накоплении
биомассы при засухе (рис. 1), вероятно, в резуль-
тате одинакового действия засухи на содержание
БС РБФК/О и эффективность ФС II, независимо
от температуры выращивания (рис. 2, 3). Таким
образом, акклимация к повышенной температуре
S. sedoides позволила избежать дополнительного
негативного эффекта засухи, вызвав изменения в
защитных реакциях процесса фотосинтеза и в
поддержании водного баланса. При значитель-
ном снижении содержания воды в побегах S. se-
doides, вызванном засухой, при 30°С наблюда-
лось значительно меньшее накопление пролина
(в 2.5 раза по сравнению с контрольными растени-
ями), снижение содержания калия и отношения
K+/Na+ (рис. 1, табл. 1). Это может свидетель-
ствовать об уменьшении роли пролина в осморе-
гуляции и изменении ионного баланса в пользу
Na+, что более характерно для галофитов [37] и,
в частности, у S. sedoides большее накопление
Na+ (в 3.5 раза) относительно K+ в контрольных
условиях (рис. 1). Именно различия в активности
ЦТЭ, содержании K+ и ФЕПк являются основ-
ными факторами четкого разделения второй
главной компонентой РС2 растений С3–С4-вида
S. sedoides, выращенных при разной температуре в
условиях засухи (рис. 5, табл. 1).

У С4-НАДФ-вида B. prostrata так же, как у С3–
С4-вида S. sedoides, не наблюдалось дополнитель-
ного негативного влияния совместного действия
повышенной температуры и засухи на накопление
сухой биомассы, однако механизмы поддержания
роста были другими. Засуха при 30°С привела к
усилению диссипации энергии и, соответственно,
к снижению максимальной эффективности ФС II
(рис. 2), но, при этом, оказала менее негативный
эффект на содержание фотосинтетических фер-
ментов РБФК/О и ФЕПк (рис. 3). У С4-видов ма-
ревых адаптацию к стрессовым условиям связы-
вают именно со значительной биохимической
адаптацией: изменениями содержания РБФК/О
и ферментов С4-цикла, а также активацией осмо-
регуляции [17, 38]. Значительный климатический
ареал С4-НАДФ-вида B. prostrata от южных полупу-
стынь (Средняя Азия, Иран, Монголия, Китай) до
северных лесостепей Евразии [39], вероятно, обу-
словлен именно широкой термолабильностью фо-
тосинтетических ферментов. Акклимация растений
B. prostrata к повышенной температуре привела к
восстановлению содержания пролина до уровня
контрольных растений, снижению содержания
натрия и повышению отношения K+/Na+ в усло-
виях засухи (рис. 1), то есть способствовала уси-
лению роли ионов калия в водно-ионном балансе,
что характерно для ксерофитных видов. О большей

засухоустойчивости С4-НАДФ-вида B. prostrata, по
сравнению с С3–С4-видом S. sedoides, свидетель-
ствует меньшее содержание воды и более высокое
отношение K+/Na+ в контрольных условиях (рис. 1),
а также отсутствие четких различий в РСА анали-
зе (рис. 5).

Таким образом, С3–С4-вид S. sedoides оказался
менее засухоустойчивым при обоих температур-
ных режимах выращивания. Засуха негативно по-
влияла как на содержание основного фотосинте-
тического фермента, так и на эффективность ФС II,
вызвав при этом значительное усиление экспрес-
сии соответствующих генов rbcL и psbA. При этом
акклимация растений S. sedoides к повышенной
температуре привела к усилению активности
циклического транспорта электронов ФС I, а так-
же к смягчению негативного действия засухи на
световые реакции фотосинтеза и содержание
фермента ФЕПк на фоне сдвига ионного баланса
в сторону натрия. У С4-НАДФ-вида B. prostrata
усилилась роль ионов калия в осморегуляции в
условиях засухи при повышенной температуре. В
целом, B. prostrata характеризуется более термола-
бильными фотосинтетическими ферментами, из-
менения в содержании и соотношении которых
позволяют данному виду поддерживать рост в
условиях засухи при разной температуре.
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На проростках морозостойкого сорта озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) изучали изменения
ультраструктурной организации клеток мезофилла, происходящие в процессе низкотемпературной
адаптации (4°С, 7 сут). Установлено, что под влиянием низкой закаливающей температуры клетки
листьев пшеницы увеличивались в размерах, при этом возрастала площадь цитоплазмы, в то время
как размеры вакуоли уменьшались. Электронная плотность цитоплазмы визуально увеличивалась,
в ней появлялись многочисленные везикулы. Кроме того, увеличивались размеры хлоропластов, а
также количество хлоропластов, митохондрий и пероксисом на единицу площади среза клетки.
Скопления митохондрий и пероксисом в виде цепочек были отмечены около хлоропластов в клет-
ках закаленных проростков, а сами митохондрии изменяли свою форму с округлой на вытянутую
или гантелевидную. Низкая температура также влияла на форму хлоропластов, которые из линзо-
видных становились более округлыми, в них обнаруживались выросты (стромулы). Значительные
изменения под влиянием низкой температуры происходили в ультраструктуре хлоропластов: увели-
чивалось количество и размеры пластогбул, полностью исчезали крахмальные включения, снижа-
лись количество гран, среднее число тилакоидов в гране, высота и площадь граны, плотность фото-
синтетических мембран в хлоропласте коэффициент его гранальности (отношение длины мембран
тилакоидов в гранах к длине мембран стромальных тилакоидов). При этом в процессе низкотем-
пературного закаливания формировалась повышенная морозоустойчивость пшеницы, которую
анализировали по выживаемости проростков и выходу электролитов из тканей листа после тести-
рующего промораживания. Показана взаимосвязь обнаруженных структурных трансформаций в
клетках листьев пшеницы с функциональными и физиолого-биохимическими изменениями,
происходящими у холодостойких растений в процессе низкотемпературной адаптации. Предпола-
гается, что наблюдаемая ультраструктурная реорганизация клеток является одним из важных ком-
понентов в сложной программе адаптации, а также звеном, необходимым для формирования повы-
шенной устойчивости озимых злаков к низкой температуре.

Ключевые слова: Triticum aestivum, адаптация, вакуоль, мезофилл, митохондрии, низкая температу-
ра, пероксисомы, ультраструктура, устойчивость, хлоропласты, цитоплазма
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относится к территориям с неблагоприятными кли-
матическими условиями, в первую очередь темпе-
ратурными, что является причиной существенных
потерь урожая важных сельскохозяйственных куль-
тур. Климатическая нестабильность диктует необ-
ходимость изучения всех возможных механизмов и
стратегий адаптации растений к изменениям тем-
пературы. Особую актуальность имеют исследо-
вания процессов низкотемпературной адаптации

холодостойких растений, например озимых зла-
ков, поскольку такие исследования позволяют
анализировать адаптивный потенциал расти-
тельного организма в целях дальнейшей селек-
ции видов и сортов, наиболее устойчивых к
охлаждению и способных акклиматизироваться
в северных широтах.

Механизмы холодоустойчивости реализуются
на разных уровнях организации растительного
организма – от структурного до молекулярно-ге-
нетического. Под влиянием низких температур
метаболизм растений, устойчивых к холоду, пол-
ностью изменяется: “включаются” гены холодо-
вого ответа [1–3]; в клетках и тканях накаплива-

Сокращения: АОС – антиоксидантная система, ФСА – фо-
тосинтетический аппарат.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
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ются белки, углеводы и аминокислоты, выполня-
ющие функции осмолитиков и криопротекторов
[4–6]. Кроме того, изменяется биохимический
состав мембран, в которых увеличивается соотно-
шение липиды/белки и возрастает количество
ненасыщенных жирных кислот [1, 2, 4, 7, 8]. Важ-
ную роль в процессе низкотемпературной адапта-
ции растений играет антиоксидантная система
(АОС), представленная антиоксидантными фер-
ментами и низкомолекулярными соединениями
[5, 8, 9].

Определенное место в программе адаптации
растений к низкой температуре занимает и уль-
траструктурная реорганизация клеток, которая, в
зависимости от вида растения и степени охлажде-
ния, может в разной степени затрагивать основные
органеллы [4, 10–12]. Особый интерес представляет
изучение адаптивных структурных изменений кле-
ток листа, как основного фотосинтезирующего ор-
гана растений. Однако экспериментальные данные
по этому вопросу достаточно противоречивы, и
даже среди холодостойких растений разброс по
структурным реакциям на охлаждение может
быть достаточно большим [13]. Прежде всего, это
связано с тем обстоятельством, что характер лю-
бых изменений, происходящих в растительном
организме при длительных низкотемпературных
воздействиях, существенно зависит от диапазона
используемых температур. Согласно гипотезе о
зональном влиянии температуры на растения
[14], озимая пшеница относится к морозостой-
ким культурам, способным выдерживать без по-
вреждений даже действие температур близких к
0°С. Зона низких закаливающих температур, вы-
зывающих увеличение ее морозоустойчивости,
находится в диапазоне от 0 до 14°С. Температуры
ниже 0°С относятся к повреждающим, а темпера-
туры в диапазоне от 14 до 28°С – к “фоновым”, то
есть физиологически нормальным [14]. Как пока-
зали наши предыдущие исследования, существует
зависимость степени и характера проявления
адаптивных функциональных и физиолого-биохи-
мических изменений в клетках и тканях озимой
пшеницы от интенсивности закаливающей темпе-
ратуры: наиболее быстрые и заметные адаптивные
изменения происходили при температуре 4°С, вы-
зывающей наибольший прирост морозоустойчиво-
сти, который развивался к 6–7 сут закаливания [15].
С целью показать роль ультраструктурной реорга-
низации клеток в низкотемпературной адаптации
озимых злаков, мы изучили комплекс ультраструк-
турных изменений, происходящих в клетках мезо-
филла у проростков озимой пшеницы в процессе
низкотемпературного закаливания (4°С, 7 сут).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали

недельные проростки озимой пшеницы (Triticum

aestivum L.) морозостойкого сорта Московская 39,
выращенные в камере искусственного климата при
температуре воздуха 22°С, относительной влажно-
сти 60–70%, освещенности 100 мкмоль/(м2 с) и
16-часовом фотопериоде. Растения закаляли в
климатической камере KBW-240 (“Binder”, Гер-
мания) при 4°С в течение 7 сут, сохраняя прочие
условия неизменными. В качестве контроля ис-
пользовали 7-дневные проростки, выращенные
при 22°С.

Для электронно-микроскопического исследо-
вания высечки листа фиксировали по стандарт-
ной методике: 2% глутаральдегидом на 0.1 М фос-
фатном буфере (pH 7.4) при температуре 0–4°С с
постфиксацией в 2% растворе ОsО4 [16]. После
стандартной процедуры обезвоживания в серии
спиртов и ацетона материал заливали в смесь
эпоксидных смол. Срезы получали на ультрамик-
ротоме LKB-3 (“LKB”, Щвеция) и просматрива-
ли в электронном микроскопе JEM-1400 (“JEOL
Ltd.”, Япония). Морфометрический анализ уль-
траструктуры проводили с использованием ком-
пьютерных программ ITEM 5.0. и AxionVision 4.8.

Устойчивость пшеницы к низкой температуре
оценивали методом прямого промораживания
проростков (по выживаемости) и по выходу элек-
тролитов из тканей. В каждом варианте опыта
(контрольные и закаленные проростки) брали по
30 растений и промораживали их в бумажных
конвертах в климатической камере MIR-153 (“San-
yo”, Япония) с интервалом в 24 ч и шагом в 2°С.
Пробы отбирали при постепенном снижении
температуры: при –3, –5, –7 и –9°С. Затем расте-
ния 24 ч выдерживали при 4°С в темноте, после
чего переносили в обычные условия (22°С, днев-
ной свет) на 72 ч. О выживаемости судили по ко-
личеству неповрежденных проростков в процен-
тах от общего числа промороженных растений.
Выход электролитов из тканей листа оценивали
по стандартной процедуре [17] после их 24 ч про-
мораживания в климатической камере MIR-153
(“Sanyo”, Япония) при температурах –3, –5, –7 и
–9°С. Электропроводность водных экстрактов
определяли при помощи кондуктометра SG7-ELK
(“Mettler Toledo”, Швейцария). Выход электро-
литов из тканей листьев (V, в %) рассчитывали по
формуле:

где Lо – электропроводность исследуемого образ-
ца до или после холодовой экспозиции, Lk – элек-
тропроводность того же образца после кипячения.

Все измерения проводили на первом листе
проростков пшеницы. Ультраструктурные пока-
затели изучали на 50–100 снимках для каждого
варианта опыта. Повторность при оценке устой-
чивости была 3–6-кратная. В таблицах и на гра-
фиках приведены средние арифметические зна-

( )о k100 ,V L L=
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чения и их стандартные ошибки. Достоверности
отличий между средними значениями оценивали
по t-критерию Стьюдента при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование показало, что клетки мезофил-

ла незакаленных проростков пшеницы имели ти-
пичную структуру. В тонком пристенном слое
цитоплазмы располагались хлоропласты линзо-
видной формы, в которых хорошо видны крах-
мальные включения, а центральная часть клетки
занята прозрачной вакуолью (рис. 1а). После низ-
котемпературного закаливания в структуре кле-
ток пшеницы обнаружен ряд отличий. В частно-
сти, цитоплазма клеток несколько разрасталась, в
ней увеличивалось количество хлоропластов, ко-

торые по размерам были больше контрольных,
причем в них полностью исчезали крахмальные
включения (рис. 1б). Кроме того, визуально увели-
чивалась плотность цитоплазмы, в ней появлялись
скопления везикул (рис. 1б, г). Около хлоропластов
отмечено появление “цепочек” из митохондрий и
пероксисом (рис. 1г). Сами митохондрии нередко
меняли свою форму, становясь из округлых более
вытянутыми или гантелевидными (рис. 2а, б). За-
фиксировано также увеличение электронной
плотности стромы хлоропластов (рис. 1г) по срав-
нению с хлоропластами контрольных растений
(рис. 1в). Заметно, что хлоропласты закаленных
растений были более округлыми (рис. 1б, г), в них
обнаруживались выросты, так называемые –
стромулы. Нередко эти стромулы формировали
“карманоподобные” образования с пероксисомами

Рис. 1. Ультраструктура клеток мезофилла у контрольных (а, в) и закаленных (4ºС, 7 сут) (б, г) проростков пшеницы.
Вак – вакуоль, Хп – хлоропласт, Мх – митохондрия, Пс – пероксисома, Вез – везикулы, Кр – крахмальные включе-
ния, Гр – граны, СтрТил – тилакоиды стромы. Масштабная линейка 5 мкм (а, б) и 0.5 мкм (в, г).
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или митохондриями внутри (рис. 2в). Достаточно
часто в хлоропластах закаленных проростков на-
блюдали искривленные тилакоиды с расширенным
люменом (внутритилакоидным пространством)
(рис. 2г). Действие низких температур приводило
также к увеличению в хлоропластах размеров и
количества пластоглобул, которые иногда обра-
зовывали “гроздеподобные” кластеры, хорошо
заметные в центральной части пластид (рис. 2г).

Морфометрический анализ подтвердил, что в
процессе низкотемпературного закаливания в клет-
ках мезофилла пшеницы происходит ряд структур-
ных изменений. Так, под влиянием низкой тем-
пературы увеличивались площади срезов клетки

и цитоплазмы (рис. 3а). При этом, размеры ваку-
оли, наоборот, уменьшались, и в процентах по отно-
шению к площади клетки это снижение составило
30% (рис. 3б). Кроме того, в условиях низкотемпера-
турного закаливания увеличивалось число хлоро-
пластов, митохондрий и пероксисом на единицу
площади среза клетки (рис. 4), а также значитель-
но возрастали размеры хлоропластов, хотя пло-
щади срезов митохондрий и пероксисом не изме-
нялись (табл. 1). Так, площадь среза хлоропласта
увеличивалась в процессе закаливания более чем
в два раза, причем как длинная, так и короткая
оси хлоропластов были заметно больше, чем у
контрольных растений (табл. 1). Однако соотноше-

Рис. 2. Ультраструктура клеток мезофилла у закаленных (4°С, 7 сут) проростков пшеницы. Мх – митохондрия, Пг – пла-
стоглобулы, Пс – пероксисома. На рис. 2в стрелкой показана стромула. Масштабная линейка 0.5 мкм.
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ние длинной оси хлоропласта к короткой снижа-
лось (табл. 1), что говорит о потере хлоропластами
линзовидной формы и некотором их округлении
(рис. 1б, г). Увеличение количества и размеров
хлоропластов приводило к возрастанию их сум-
марной площади в клетке на 15% по сравнению с
контрольными значениями (табл. 2).

Существенные отличия были зафиксированы
и в ультраструктуре хлоропластов закаленных и
незакаленных растений. У контрольных пророст-
ков, выращенных при 22°С, хлоропласты облада-

ли типичной структурой: имели правильную лин-
зовидную форму, хорошо развитую тилакоидную
систему и мелкозернистую плотную строму, в ко-
торой располагались граны, тилакоиды стромы и
крахмальные включения (рис. 1в). При 4°С в хло-
ропластах листьев пшеницы происходил ряд
структурных изменений: существенно (на 25%)
снижалось число гран на единице площади хло-
ропласта, уменьшалось и среднее число тилакои-
дов в гране (табл. 2). О заметном уменьшении раз-
меров гран свидетельствует также снижение как

Рис. 3. Влияние низкой температуры (4°С, 7 сут) на размеры (а) цитоплазмы (1), вакуоли (2) и клетки (3) и соотноше-
ние (б) площадей цитоплазмы (1) и вакуоли (2) в % от площади клетки у проростков пшеницы. Звездочкой обозначе-
ны отличия закаленных растений от контрольных, статистически значимые при Р < 0.05.
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Таблица 1. Влияние низкой температуры (4°С, 7 сут) на размеры органелл в клетках мезофилла у проростков
пшеницы

Примечание. Звездочкой обозначены отличия закаленных растений от контрольных, статистически значимые при Р < 0.05.

Показатели 22°С 4°С

Площадь среза пероксисомы, мкм2 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1

Площадь среза митохондрии, мкм2 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1

Площадь среза хлоропласта, мкм2 7.9 ± 0.4 16.1 ± 0.6*
Длинная ось хлоропласта, мкм 4.6 ± 0.2 5.9 ± 0.2*
Короткая ось хлоропласта, мкм 1.9 ± 0.1 2.9 ± 0.1*
Длинная/короткая ось хлоропласта 2.5 ± 0.1 2.0 ± 0.1*
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средней, так и максимальной высоты граны и ее
площади (табл. 2). Достоверных изменений в вели-
чине люмена (расстояния между тилакоидами в гра-
не) не обнаружено (табл. 2). Снижение плотности
фотосинтетических мембран (то есть длины мем-
бран тилакоидов, рассчитанной на 10 мкм2 площади
среза хлоропласта) происходило, прежде всего, за
счет уменьшения длины гранальных мембран
(табл. 2). Вследствие этого у закаленных растений
коэффициент гранальности, представляющий
отношение длины мембран гранальных тилакои-
дов к длине стромальных мембран, был заметно
снижен по сравнению с контрольными значениями
(табл. 2). Этот факт свидетельствует о преоблада-
нии в хлоропластах закаленных растений мембран
стромальных тилакоидов над мембранами тила-
коидов в гранах.

В процессе низкотемпературного закаливания
пшеницы происходила не только структурная ре-
организация клеток мезофилла, но и формирова-
лась повышенная морозоустойчивость. В опытах
с прямым промораживанием растений показано,
что 90% незакаленных проростков полностью по-
гибали уже при –7°С, в то время как 40% закален-
ных растений выдерживали промораживание даже
при –9°С (табл. 3). Данные по определению выхо-
да электролитов из тканей после промораживания
также свидетельствуют об увеличении морозо-
устойчивости пшеницы в процессе закаливания
(табл. 3). Согласно этим данным, устойчивость
закаленных растений была приблизительно в три
раза выше, чем у контрольных проростков. Так,
выход электролитов из тканей контрольных про-
ростков, промороженных при –7°С, составил 70%,

что свидетельствует о гибели большинства расте-
ний. У закаленных проростков выход электроли-
тов после промораживания при этой же темпера-
туре был лишь 20%, а при снижении температуры
до –9°С составил 35% (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Холодостойкие растения в процессе эволюции
сформировали широкий спектр адаптивных
структурно-функциональных, физиолого-биохи-
мических и молекулярно-генетических изменений,
способствующих выживанию в условиях действия
пониженных температур. Эти изменения касаются,

Рис. 4. Влияние низкой температуры (4°С, 7 сут) на
количество органелл на 103 мкм2 площади среза клет-
ки у проростков пшеницы: 1 – 22°С, 2 – 4°С. Звездоч-
кой обозначены отличия закаленных растений от
контрольных, статистически значимые при Р < 0.05.
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Таблица 2. Влияние низкой температуры (4°С, 7 сут) на ультраструктуру хлоропластов в клетках мезофилла у
проростков пшеницы

Примечание. Звездочкой обозначены отличия закаленных растений от контрольных, статистически значимые при Р < 0.05;
а – ширину люмена (расстояние между тилакоидами в гране) рассчитывали как отношение высота граны/среднее число ти-
лакоидов в гране; б – плотность мембран рассчитывали как длину (протяженность) мембран на 10 мкм2 среза хлоропласта;
в – коэффициент гранальности рассчитывали как отношение длины гранальных мембран к длине мембран, контактирую-
щих со стромой.

Показатели 22°С 4°С

Суммарная площадь хлоропластов, % 21 ± 3 35 ± 3*

Число гран на 10 мкм2 среза хлоропласта, шт 37 ± 2 28 ± 3*

Среднее число тилакоидов в гране, шт 7 ± 0.2 6 ± 0.2*
Средняя высота граны, мкм 0.13 ± 0.01 0.10 ± 0.01*
Наибольшая высота граны, мкм 0.40 0.23

Ширина люмена, мкма 0.018 ± 0.001 0.021 ± 0.001

Площадь граны, мкм2 0.05 ± 0.003 0.03 ± 0.003*

Плотность гранальных мембран, мкмб 124.2 ± 19.8 70.0 ± 9.2*

Плотность стромальных мембран, мкм 92.8 ± 15.0 66.9 ± 10.2
Общая плотность фотосинтетических мембран, мкм 217.0 ± 23.6 136.9 ± 14.9*

Коэффициент гранальности хлоропластав 1.3 ± 0.1 1.0 ± 0.1*
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в том числе, и ультраструктуры клеток, которая в
процессе низкотемпературной адаптации претер-
певает значительную реорганизацию. В нашем
исследовании, проведенном на проростках ози-
мой пшеницы, установлено, что в процессе низ-
котемпературного закаливания (4°С, 7 сут) в
клетках мезофилла происходит целый комплекс
структурных изменений, касающихся практически
всех элементов клетки. В частности, значительно
увеличивались размеры самих клеток мезофилла, в
которых возрастали площадь и электронная плот-
ность цитоплазмы, в ней появлялись многочис-
ленные везикулы, увеличивались число хлоро-
пластов, митохондрий и пероксисом, а также раз-
меры хлоропластов (табл. 1, рис. 1–4). Скопления
митохондрий и пероксисом наблюдались около
хлоропластов, в самих хлоропластах отмечены
выросты – стромулы, в них увеличивались разме-
ры и количество пластоглобул, но практически
полностью исчезали крахмальные включения
(рис. 1, 2). Кроме того, в хлоропластах появлялись
признаки снижения гранальности – уменьшались
число и размеры гран, плотность фотосинтетиче-
ских мембран снижалась за счет уменьшения гра-
нального компонента, мембраны стромальных
тилакоидов преобладали над мембранами гран
(табл. 2). При этом, в процессе ультраструктур-
ной реорганизации клеток мезофилла под влия-
нием низкой температуры формировалась повы-
шенная морозоустойчивость пшеницы (табл. 3).

В предыдущем исследовании нами показано,
что при низкотемпературном закаливании озимой
пшеницы происходит “перепрограммирование”
метаболизма, включающее адаптивные изменения
роста, водного обмена, интенсивности окислитель-
ных процессов и работы фотосинтетического аппа-
рата (ФСА) [15]. Большой интерес представляют
исследования не только функциональных и физио-
лого-биохимических, но и структурных механиз-
мов адаптации растений к действию низких тем-
ператур, однако таких работ явно недостаточно
[13, 18, 19]. Прежде всего, это связано с тем обсто-
ятельством, что для структурных признаков чет-
кие критерии их адаптивности на сегодняшний
день не определены. На наш взгляд, оценить зна-

чимость того или иного структурного признака
для клетки вполне возможно, проведя анализ тех
функциональных и/или физиолого-биохимиче-
ских изменений, которые сопровождают струк-
турные перестройки. Добавим, что в таких иссле-
дованиях необходим и параллельный контроль
устойчивости, как интегрального показателя, ве-
личина которого обеспечена реализацией ком-
плекса адаптивных изменений. Вполне можно
предполагать, что изменения структуры, сопро-
вождающие рост холодоустойчивости, в боль-
шинстве своем, адаптивны. С целью подтвердить
адаптивное значение происходящих под влияни-
ем низкой температуры структурных перестроек,
мы систематизировали литературные данные, ка-
сающиеся наиболее часто регистрируемых фи-
зиолого-биохимических изменений в клетках и
тканях холодостойких растений, и сопоставили
их с теми структурными трансформациями, кото-
рые обнаружили в своем исследовании (табл. 4).

Прежде всего, растения в условиях охлажде-
ния подвергаются риску дегидратации из-за сни-
женного поглощения воды корнями и закрытия
устьиц. Поэтому в клетках холодоустойчивых
растений происходит перераспределение воды –
она транспортируется из вакуоли в цитоплазму и
межклеточное пространство [20]. Одновременно
в клетке активируется синтез белков, липидов,
моносахаров, низкомолекулярных антиоксидантов
и ферментов, которые локализуются в цитоплазме
[4]. Эти вещества, с одной стороны, увеличивают
осмотическое давление клеточного сока, предот-
вращая потери клетки от дегидратации, а с другой
стороны, защищают мембраны клетки от окисли-
тельного стресса и служат резервными веществами,
необходимыми для поддержания роста в условиях
охлаждения [20]. Визуальным отражением перечис-
ленных физиологических и биохимических про-
цессов являются увеличение объема цитоплазмы и
ее электронной плотности, образование в ней
многочисленных везикул. Везикуляция – образо-
вание мембранных пузырьков в цитоплазме, ча-
сто рядом с плазмалеммой, является структурным
отражением усиленного транспорта синтезиро-
ванных защитных веществ между органеллами

Таблица 3. Морозоустойчивость проростков пшеницы к низкой температуре до и после закаливания (4°С, 7 сут)

Примечание. Звездочкой обозначены отличия закаленных растений от контрольных, статистически значимые при Р < 0.05.

Температура 
промораживания

Выживаемость, % Выход электролитов, %

незакаленные 
проростки

закаленные 
проростки

незакаленные 
проростки

закаленные 
проростки

–3°С 35 ± 5 65 ± 5* 35.4 ± 5.0 11.0 ± 1.2*
–5°С 10 ± 4 55 ± 5* 57.7 ± 3.3 16.3 ± 0.3*
–7°С 0 50 ± 4* 70.3 ± 3.1 20.3 ± 1.2*
–9°С 0 40 ± 5* – 35.2 ± 1.2*
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клетки и между клетками. Есть мнение, что за
счет увеличения количества везикул в цитоплазме
клетка поддерживает тонус в условиях охлажде-
ния, накапливая мембранные липидосодержащие
структуры [21]. Поэтому перечисленные структур-
ные изменения (увеличение размеров цитоплазмы,
уменьшение объема вакуоли, везикуляция) – это
важный криозащитный механизм, реализующий-
ся на уровне ультраструктуры клетки (табл. 4).

Серьезные последствия низкотемпературного
воздействия на растения, как правило, связаны с
замедлением всех физиологических процессов –
фотосинтеза, дыхания, водного обмена и обмена
веществ [8, 22]. Однако у холодостойких растений
в условиях охлаждения срабатывает “количествен-
ная стратегия”, когда снижение интенсивности фи-
зиологического процесса поддерживается за счет
увеличения количества структур [23, 24]. Поэтому
количество хлоропластов, митохондрии и перок-
сисом в клетках холодостойких растений, как
правило, увеличивается в условиях охлаждения.
Попутно отметим, что увеличение размеров са-
мих клеток мезофилла под влиянием низкой тем-
пературы – это типичная структурная реакция,
связанная с перечисленными выше структурно-
функциональными изменениями [4, 10]. Как из-
вестно, пониженные температуры, ингибируя деле-
ние клеток, слабо влияют на их рост растяжением.
Вследствие этого под влиянием холода формируют-
ся крупные клетки мезофилла, богатые органелла-
ми, пролиферация которых усиливается, обеспечи-
вая тем самым возможность поддержания основных

физиологических процессов, прежде всего фото-
синтеза и дыхания [23].

Форма митохондрий считается высокодина-
мичным структурным показателем [24, 25]. У теп-
лолюбивых растений изменение формы митохон-
дрий сопровождается “высвечиванием” матрикса
и исчезновением крист, что рассматривается в
качестве симптома повреждения [13, 26]. У холо-
достойких растений, таких как Arabidopsis или
озимые злаки, изменение формы митохондрий на
вытянутую или гантелевидную носит обратимый
характер [27]. Предполагается, что такая форма
органелл способствует увеличению площади их
поверхности и облегчает обмен метаболитами с
цитоплазмой [24, 26, 27].

Учитывая, что охлаждение замедляет все фи-
зиологические процессы и реакции в клетках, с
большой вероятностью можно предполагать адап-
тивное значение еще одного структурного призна-
ка. Так, считается, что скопления митохондрий и
пероксисом около хлоропластов способствуют
установлению более тесных контактов между ор-
ганеллами [28]. Известно, что именно в перокси-
сомах в процессе фотодыхания происходит инак-
тивация АФК, поэтому близость пероксисом к
митохондриям и хлоропластам может быть струк-
турной визуализацией процесса усиленной защи-
ты их мембран от окислительного стресса [28].

Еще одно интересное явление, характерное
для хлоропластов холодостойких растений в усло-
виях действия низких температур – появление в
них стромул, то есть выростов, заполненных стро-

Таблица 4. Взаимосвязь физиолого-биохимических и структурных изменений в клетках холодостойких растений
под влиянием низких температур

Физиолого-биохимические изменения и их значение Структурные изменения

Снижение абсорбции воды корнями, закрытие устьиц, 
перераспределение воды в клетках, направленное
на предотвращение рисков дегидратации и образования 
внутриклеточного льда

Увеличение площади цитоплазмы, уменьшение 
размеров вакуоли

Синтез и аккумуляция в цитоплазме белков, липидов, 
углеводов, антиоксидантов и экзимов; усиление транс-
порта этих защитных веществ между органеллами клетки

Увеличение электронной плотности цитоплазмы, 
появление в ней многочисленных везикул

Снижение интенсивности фотосинтеза, дыхания, обмена 
веществ и всех основных физиологических процессов в 
растительных клетках и, как следствие, компенсаторное 
увеличение числа органелл, и контактов между ними

Увеличение числа органелл, полиморфизм мито-
хондрий, скопления митохондрий и пероксисом 
около хлоропластов, стромулы в хлоропластах

Усиление распада крахмала до моносахаров, синтез и 
аккумуляция в строме белков, энзимов и других веществ, 
обладающих осмо- и криопротекторными свойствами

Увеличение размеров хлоропластов, плотности 
стромы, исчезновение крахмальных включений

А) Снижение вязкости мембран, интенсивности фотосин-
теза, накопление АФК, и в итоге, ингибирование ФС II;
Б) образование большого количества продуктов распада 
мембран вследствие их быстрой перестройки

А) Формирование хлоропластов с мембранной 
системой “светового типа”;
Б) увеличение размеров и числа пластоглобул
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мой. Считается, что выросты увеличивают поверх-
ность хлоропластов, связывают их между собой,
способствуя более интенсивному транспорту ме-
таболитов и сигнальных молекул между пластида-
ми, цитоплазмой и другими органеллами клетки
[29, 30]. Одной из возможных причин выростов и
инвагинаций хлоропластов могут также являться
изменения актинового и тубулинового цитоскеле-
та, наблюдаемые при охлаждении [22]. Например,
Holzinger с соавт. [29] показали, что плотная сеть
микротрубочек в клетках мезофилла Arabidopsis
принимает участие в образовании и функциониро-
вании выростов в хлоропластах, которые необходи-
мы для адаптации ФСА к стрессам.

Наиболее интенсивные изменения под влияем
низкой температуры касались ультраструктуры
хлоропластов. Их “округление” и потеря линзовид-
ной формы, с одной стороны, связаны с поступле-
нием в строму воды из цитоплазмы, замедлением
оттока ассимилятов из хлоропласта и общим инги-
бированием флоэмного потока под влиянием
низких температур [13, 20]. С другой стороны, у
холодостойких растений этот признак также связы-
вают с накоплением в строме веществ с криопро-
текторными функциями [13]. Как правило, увели-
чение размеров хлоропластов у озимых злаков со-
провождается гидролизом крахмальных зерен до
моносахаров [4, 13] и синтезом de novo совместимых
осмолитов – моносахаров, аминокислот, белков и
др. [22]. Растворимые осмолиты, такие как глюкоза,
пролин, глицинбетаин, накапливаясь в строме, не
только снижают ее водный потенциал, предотвра-
щая дегидратацию тканей, но и выступают в каче-
стве “криопротекторов”, защищающих от инакти-
вации белки, а липиды мембран от пероксидации
[4].

Кроме того, снижение интенсивности фото-
синтеза и связанные с ним риски развития окис-
лительного стресса в условиях охлаждения при-
водят к необходимости структурной перестройки
тилакоидных мембран в хлоропластах. Структур-
ные изменения мембранной системы хлоропла-
стов холодостойких растений, возникающие под
влиянием низкой температуры, свидетельствуют
об интенсивных процессах направленных на защи-
ту компонентов ФС II, наиболее чувствительной к
фотоингибированию [31]. Как известно, ФС II в ос-
новном локализована в мембранах гран, в то вре-
мя как более устойчивая ФС I преобладает в мем-
бранах тилакоидов, граничащих со стромой [31,
32]. Под влиянием низких температур в листьях
холодостойких растений формируются хлоропла-
сты со сниженной гранальностью, то есть хлоро-
пласты “светового типа” [32, 33]. В них преобла-
дают мелкие граны, содержащие небольшое чис-
ло тилакоидов, причем мембраны тилакоидов
стромы в таких пластидах преобладают над мем-
бранами тилакоидов гран [34]. Подобного рода
перестройка, скорее всего, отражает перераспре-

деление фотосистем в мембранах тилакоидов, на-
правленное на дополнительную защиту ФС II от
фотоингибирования. Кроме того, изменение
биохимической композиции мембран, связанное
с увеличением соотношения липиды/белки, не-
насыщенные/насыщенные жирные кислоты, так-
же обеспечивает холодостойкость растений [35].
Отметим, что мембраны тилакоидов гран по своей
биохимической композиции менее приспособлены
к охлаждению, поскольку имеют большую плот-
ность упаковки липидов, а также содержат почти в
два раза больше белков по отношению к липидам,
чем мембраны тилакоидов стромы [36]. Таким
образом, мембраны гран имеют более жесткую
структуру, а мембраны стромы – более лабиль-
ную, и, следовательно, более приспособленную к
реакциям на действие холода. Перераспределение
мембран гранальных и стромальных тилакоидов в
хлоропласте под влиянием низких температур име-
ет решающее значение, и наравне с биохимической
их трансформацией, определяет устойчивость рас-
тений к холоду.

Еще один структурный признак холодоустой-
чивых растений в условиях охлаждения – расши-
рение межтилакоидного пространства (люмена),
является осмотической реакцией на усиление
трансмембранного градиента ионов и увеличение
концентрации ионов Ca2+ и Cl- в люмене [31], а
также связан с усилением транспорта органиче-
ских кислот и энзимов, важных для процесса фо-
тосинтеза, из люмена в строму и обратно [31, 37].
Известно, что при фотоингибировании, вызван-
ным генерацией АФК и последующим развитием
окислительного стресса, тормозится синтез de no-
vo белка D1 – ключевого элемента репарации ФС
II [9]. Поврежденные единицы протеина D1 ми-
грируют из мембран гран в мембраны тилакоидов
стромы, где происходит их деградация и замена
на новые копии [31]. Расширение люмена спо-
собствует диффузии люменальных протеаз к ме-
стам репарации протеина D1, и, по сути, является
структурной визуализацией основного молеку-
лярного механизма защиты ФС II от окислитель-
ного стресса.

Как правило, отмеченная выше перестройка
мембранной системы хлоропластов сопровождается
увеличением количества и размеров пластоглобул.
Вероятно, это связано с тем обстоятельством, что
освобождающиеся при перестройке системы тила-
коидных мембран белки и липиды накапливают-
ся именно в пластоглобулах, размер и количество
которых, соответственно, возрастают. По этой
причине увеличение пластоглобул считают не-
специфическим признаком, связанным с пере-
стройкой мембранной системы хлоропластов в
любых стрессовых условиях [13, 38].

Таким образом, ультраструктурная реоргани-
зация клеток мезофилла у озимых злаков является
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одним из важнейших звеньев, необходимых для ре-
ализации стратегии, позволяющей им существовать
в изменяющихся условиях среды. Основными зада-
чами такой адаптивной структурной реорганизации
клеток в условиях охлаждения являются поддержа-
ние интенсивности физиологических процессов,
ингибированных низкой температурой, а также
защита клеток и тканей от дегидратации и окис-
лительного стресса, являющихся основными
причинами гибели растений от холода. У холодо-
стойких растений, и в частности у озимых злаков,
под влиянием низких субповреждающих темпе-
ратур срабатывает единая адаптивная стратегия
структурной, метаболической и физиолого-биохи-
мической реорганизации клеток и тканей, которая
сводит к минимуму риски холодового стресса, поз-
воляя растениям длительно функционировать в
условиях охлаждения.
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Исследованы ионообменные свойства полимерного матрикса клеточных стенок, которые были вы-
делены из листьев 55-дневных растений Spinacia oleracea L. сорта Матадор, выращенных на пита-
тельном растворе в присутствии 0.5, 150 и 250 мМ NaCl и листьев растений Suaeda altissima (L.) Pall
того же возраста, которые росли в присутствии 0.5, 250 и 750 мМ NaCl. Ионообменная способность
клеточных стенок оценена при разных значениях рН и ионной силы раствора. Получены данные о
существовании в структуре клеточной стенки листьев трех типов катионообменных групп: двух
карбоксильных, первая из которых принадлежит остатку галактуроновой кислоты, и фенольных
ОН-групп. Определено количество групп каждого типа и константы их ионизации и показано, что
качественный состав ионообменных групп в клеточных стенках листьев этих растений одинаков и
не зависит от условий питания. Однако в зависимости от концентрации соли в среде выращивания
в клеточных стенках и гликофита, и галофита изменяется количество карбоксильных групп полига-
лактуроновой кислоты. Отмечено, что такое изменение в составе функциональных групп полиме-
ров клеточной стенки у галофита выражено более ярко и, вероятно, является одной из ответных ре-
акций этих растений на засоление. Показано, что резкое повышение концентрации NaCl в среде
приводит к снижению рН в экстраклеточном водном пространстве вследствие реакций обмена
между ионами натрия, поступающими из внешнего раствора, и протонами карбоксильных групп
клеточных стенок. Результаты проанализированы с точки зрения участия клеточных стенок листьев
в ответных реакциях на засоление.

Ключевые слова: Spinacia oleracea, Suaeda altissima, засоление, ионообменные свойства, клеточная
стенка, листья, сведа, шпинат
DOI: 10.31857/S0015330323600316, EDN: QXIQUP

ВВЕДЕНИЕ
Преодоление неблагоприятного воздействия

засоления почв на растения представляет серьез-
ную проблему, над решением которой работают
специалисты разного профиля. В настоящее вре-
мя известно, что одна из основных стратегий в
адаптации растений к высоким концентрациям
солей, проявляющаяся на клеточном уровне, со-
стоит в поддержании низких концентраций
ионов Na+ и Cl– в цитоплазме. Это достигается за
счет селективности (ионной избирательности)
транспортных систем плазмалеммы, через кото-
рые K+ и Na+ поступают в клетки, и экспорта на-
трия из цитоплазмы. Активность этих транспорт-
ных систем вносит существенный вклад в опреде-
ление цитоплазматического отношения K+/Na+,

являющегося одним из показателей солеустойчи-
вости растений [1, 2]. Кроме того, клетки поддер-
живают осмотический потенциал, обеспечиваю-
щий поглощение воды в условиях засоления за
счет синтеза осмолитов в цитоплазме и процессов
компартментации Na+, K+ и Cl– в вакуоли [3].

Солеустойчивость растений зависит от рас-
пределения ионов Na+ и Cl– по органам и тканям,
активности ион-транспортирующих систем в
разных тканях и, что особенно важно, от путей
передвижения ионов Na+ и Cl– в целом растении [4].
На уровне целого организма солеустойчивость
проявляется в поддержании градиента водного
потенциала в системе почва–корень–побег, а
также низких концентраций ионов натрия и хло-
рида в молодых, активно метаболизирующих ча-
стях растений, в первую очередь, в меристеме и
генеративных органах [5].

Сокращения: ГКК – гидроксикоричные кислоты, КС –
клеточная стенка, ПГК – полигалактуроновая кислота.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



660

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

МЕЙЧИК и др.

Высокая солеустойчивость двудольных гало-
фитов, например, из семейства Amaranthaceae-
Chenopodiaceae, основывается на поддержании
низких концентраций ионов натрия и хлорида в
цитозоле, компартментации этих ионов в вакуоли и
использовании Na+ для поддержания тургора. На-
копление ионов в вакуолях позволяет избежать
токсического действия больших концентраций
Na+ и Cl– и обеспечивает поддержание более низ-
кого водного потенциала в этом компартменте по
сравнению с почвенным раствором [6, 7]. В усло-
виях засоления у галофитов наблюдается усиле-
ние роста, вызванное стимулирующим влиянием
натрия на рост клеток растяжением и водный ба-
ланс растения. Однодольные галофиты поглоща-
ют меньше Na+ по сравнению с двудольными и
способны поддерживать высокую концентрацию
К+ в тканях надземных органов. В этом случае не-
обходимое осмотическое давление и тургор в
клетках в большей степени достигается за счет
синтеза органических кислот и сахаров, а также
накопления ионов калия [8].

У гликофитов большое значение в формирова-
нии солерезистентности имеет ограничение вхо-
дящих потоков натрия и хлорида в корни и их
транспорта к надземным органам [9]. На примере
большого числа сельскохозяйственных культур
было показано, что более устойчивые виды обла-
дают большей способностью исключать Na+ из
клеток тканей листьев и поддерживать высокий
уровень К+ в них [10]. При засолении скорость
роста листьев большинства злаковых культур бы-
ла обратно пропорциональна содержанию Na+ в
клетках листьев. Однако, в отличие от однодольных,
для двудольных видов не всегда была характерна по-
добная корреляция. Например, солеустойчивый ди-
кий вид томата Lycopersicon peruvianum накапливал
больше Na+ в тканях надземных органов по сравне-
нию с культурным видом L. esculentum [10].

Описанные выше стратегии выживания расте-
ний в условиях повышенной солености в той или
иной степени свойственны как галофитам, так и
гликофитам [4]. Существует мнение, что физио-
логические функции и биохимические процессы
у двух групп растений различаются скорее в коли-
чественном отношении, чем в качественном [11].
Вероятно, это отличие заключается в разной сте-
пени использования сходных клеточных меха-
низмов, которые у галофитов приводят к более
эффективной работе систем поддержания водно-
го и ионного гомеостаза по сравнению с глико-
фитами (синтеза осмолитов, ионного гомеоста-
тирования и детоксикации).

Исследованию особенностей функционирова-
ния клеточных стенок (КС) корней растений как
природных ионообменников в условиях засоления
посвящены немногочисленные публикации [12–
15]. Сравнительные исследования такого плана,

проведенные на листьях галофитов и гликофи-
тов, в литературе отсутствуют, хотя изучение осо-
бенностей КС этих органов крайне важно для вы-
явления механизмов солеустойчивости. В насто-
ящей работе определены ионообменные свойства
КС листьев галофита и гликофита, которые об-
суждаются в связи с возможным вкладом указан-
ных свойств в адаптацию растений к условиям со-
левого стресса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили 55-дневные

растения галофита Suaeda altissima (L.) Pall. (све-
да) и гликофита Spinacia oleracea L. сорта Матадор
(шпинат). Семена растений в течение двух недель
проращивали во влажном песке (сведа) или вер-
микулите (шпинат), а затем проростки пересажи-
вали на питательный раствор [16]. Растения росли
в оранжерее при дневной температуре воздуха
25°С и ночной 18°С, при естественном освещении с
подсветкой лампами ДРЛ-1000, при освещенности
25–30 кЛюкс. Четырехнедельные растения подвер-
гали засолению, внося в питательный раствор NaCl
каждые 2–3 дня таким образом, чтобы концен-
трация NaCl в сосуде увеличивалась не более чем
на 50 мM. Конечная концентрация хлористого
натрия в питательной среде для шпината состав-
ляла – 0.5, 150, 250 мM, для сведы – 0.5, 250, 750 мM
(по 5 растений в 10 повторностях на вариант). У
55-дневных растений отделяли листья, определя-
ли их сырую массу, фиксировали в течение 5 мин
при 105°С, а затем высушивали при 60°С до по-
стоянного веса и определяли сухую массу. Листья
у растений шпината разделяли на две части –
нижнюю (первые 4 листа) и верхнюю (остальные
листья).

Оводненность листьев растений ( ) рас-
считывали по формуле:

(1)

где mсыр и mсух – сырая и сухая масса листьев (г),
соответственно.

Выделение КС проводили из высушенных ли-
стьев по описанному ранее методу [17]. Навески
растительного материала (~1.5 г) помещали в кол-
бы и промывали последовательно 90% этанолом
(0.1 л на колбу, в течение 48 ч, при постоянном
перемешивании), 1% раствором NaОН (~0.6 л, в
течение 24 ч, при постоянном перемешивании),
H2O (~2 л), 1% раствором HCl (~0.6 л, в течение 24 ч,
при постоянном перемешивании) и дистиллиро-
ванной водой до исчезновения в промывных водах
хлорид-ионов. Затем определяли сырую и сухую
(после высушивания при 60°С) массу препарата
КС. Данный метод выделения позволяет полу-
чить препараты КС, в которых сохранена архи-
тектура тканей, но удалено внутриклеточное со-

2H OK

2H O сыр сух сух ,( )K m m m= −
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держимое, при этом все катионообменные группы
полимеров КС присутствуют в Н+-форме, анио-
нообменные (аминогруппы) – в форме свободно-
го амина [17]. Долю сухой массы КС (GКС) в сухой
массе листьев (%) определяли по формуле (2):

(2)

где mл и mкс – сухие массы листьев растений и вы-
деленных из них КС соответственно (г).

Набухание КС в воде и растворах (Kcw) опреде-
ляли, измеряя сырую и сухую массу препаратов, и
рассчитывали коэффициент набухания по фор-
муле:

(3)

где  и  – сырая и сухая масса препаратов
КС (г).

Определение качественного и количественно-
го состава ионообменных групп полимерного
матрикса КС проводили с использованием по-
тенциометрического титрования, которое осу-
ществляли методом отдельных навесок [18]. Су-
хие навески образцов КС (40 ± 0.1 мг) помещали
в шлифованные конические колбы (50 мл) с при-
тертой пробкой и заливали 12.5 мл раствора KOH
или HCl различной концентрации, но с постоян-
ной ионной силой, которую создавали соответ-
ствующими растворами NaCl. Диапазон измене-
ния концентраций кислоты и щелочи составлял
0–10 мМ. По истечении 24 ч КС отделяли от раство-
ра, в котором определяли рН (“Jenway” 3320 pH Me-
ter, Великобритания) и концентрацию оставшейся
кислоты или щелочи титрованием с индикатором
бромтимоловым синим. По изменению концен-
трации Н+ или ОН– рассчитывали сорбционную
способность КС при фиксированном значении
рНi по формуле:

(4)

где Si – сорбционная емкость КС по катионам
или анионам (мкмоль/г сухой массы) при соот-
ветствующем значении pHi; Cin и Ceq – исходная и
равновесная концентрации NaOH или HCl в рас-
творе (мМ); V – объем раствора (мл); g – навеска
образца (г).

Для КС листьев сведы потенциометрические
кривые получены при ионной силе раствора 10,
250 и 750 мМ, а для шпината – 10, 150 и 250 мМ.

Расчет кривых титрования проводили, как
описано ранее [17, 18]. Количество функциональ-
ных групп каждого типа, а также значения рН, отве-
чающие началу и концу их ионизации, определяли,
анализируя экспериментальные кривые зависимо-
сти сорбционной способности КС от рН как опи-
сано ранее.

КС кс л 0( 10 ,)G m m= ×

cw cw cw cw
F D D( ) ,K G G G= −

cw
FG cw

DG

= − ×in eq
i ,( )S C C V g

Для определения ионообменной способности
КС при разной концентрации хлористого натрия
в растворе сухие навески образцов КС (40 ± 0.1 мг)
помещали в шлифованные бюксы с притертой
пробкой и заливали 12.5 мл раствора NaCl различ-
ной концентрации. По истечении 48 ч образцы от-
деляли от раствора. В растворах определяли рН до и
после контакта с образцами. По изменению кон-
центрации Н+ в растворе рассчитывали сорбцион-
ную способность КС при рНi по формуле:

(5)

где S – сорбционная емкость образцов КС
(мкмоль/г сухой массы); pHf и pHin– исходная и
соответствующая равновесная концентрации
HCl в растворе (мМ); V – объем раствора (мл); g –
навеска образца (г).

Опыты проводили в 3 (потенциометрическое
титрование) – 10 (определение массы органов)
биологических повторностях для каждого вари-
анта выращивания. Обработка данных проводи-
лась с помощью программ Microsoft Excel и IBM
SPSS Statistics. Приведены средние значения и их
стандартные отклонения или ошибки. Достовер-
ность различий между изучаемыми показателями
определяли с помощью двухвыборочного t-кри-
терия Стьюдента. Различия считали достоверны-
ми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Кривые потенциометрического титрования

имели сложную полисигмоидную форму, что сви-
детельствует о наличии в структуре полимерного
матрикса КС исследуемых растений нескольких ти-
пов функциональных групп [17]. Разделение кри-
вых на моносигмоидные участки проводили соглас-
но дифференциальным кривым (dSi/dpHi) = f(pHi),
имеющим ряд минимумов, которые соответству-
ют началу (степень диссоциации (α) = 0) и концу
(α = 1) ионизации функциональной группы j-ти-
па [18]. В соответствии с дифференциальными
кривыми, полученными из экспериментальных
потенциометрических кривых, определили коли-
чество ионогенных групп каждого типа, содержа-
щихся в полимерном матриксе КС (табл. 1, 2, по-
дробно см. в [17, 18]).

Для расчета величин констант ионизации
ионогенных групп применено модифицированное
Грегором уравнение Хендерсона-Хассельбаха [19]:

(6)

где рКа – кажущаяся константа ионизации ионо-
генной группы полимера, α – степень диссоциа-
ции, n – константа, зависящая от строения поли-
мерной матрицы и природы противоиона.

f in( pH ) ( pH )[(10 10 ) 1000 ] ,S V g− −= − ×

( )a 10pH p log ,
1

K n α= +
− α
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Таблица 1. Влияние концентрации хлористого натрия в среде выращивания (CNaCl, мМ) на содержание карбок-
сильных групп полигалактуроновой кислоты (S1), карбоксильных групп гидроксикоричных кислот (S2) и фе-
нольных ОН-групп (S3) в полимерном матриксе клеточных стенок листьев растений сведы

Примечание:  – максимальная катионообменная способность полимерного матрикса клеточных стенок, равная (S1 + S2 + S3).
Все значения выражены в мкмоль/г сухой массы клеточных стенок. Приведены средние значения и их стандартные отклонения.

CNaCl S1 S2 S3  = S1 + S2 + S3

0.5 350 ± 30 650 ± 40 920 ± 11 1820 ± 100
250 720 ± 30 380 ± 15 880 ± 100 1980 ± 140
750 400 ± 13 600 ± 70 800 ± 90 1800 ± 150

cat
tS

cat
tS

Таблица 2. Влияние концентрации хлористого натрия в среде выращивания (CNaCl, мМ) на содержание карбок-
сильных групп полигалактуроновой кислоты (S1), карбоксильных групп гидроксикоричных кислот (S2) и фе-
нольных ОН-групп (S3) в полимерном матриксе клеточных стенок, изолированных из листьев шпината

Примечание:  – максимальная катионообменная способность полимерного матрикса клеточных стенок, равная (S1 + S2 + S3).
Все значения выражены в мкмоль/г сухой массы клеточных стенок. Приведены средние значения и их стандартные отклонения.

CNaCl S1 S2 S3  = S1 + S2 + S3

0.5 Нижние листья 395 ± 34 445 ± 10 630 ± 71 1470 ± 85
Верхние листья 352 ± 12 387 ± 11 630 ± 71 1369 ± 76

150 Нижние листья 465 ± 16 625 ± 23 465 ± 21 1555 ± 145
Верхние листья 355 ± 35 465 ± 49 640 ± 14 1460 ± 120

250 Нижние листья 805 ± 50 710 ± 65 390 ± 45 1905 ± 148
Верхние листья 560 ± 56 720 ± 40 510 ± 49 1790 ± 136

cat
tS

cat
tS

Анализ экспериментальных данных показал,
что во всех случаях между соответствующими ве-
личинами рНi и log10(αi/(1 − αi) существует стати-
стически значимая прямолинейная зависимость.
С помощью метода регрессионного анализа по
уравнению (6) рассчитаны значения  для каж-
дой ступени ионизации (табл. 3) ионогенных
групп КС, изолированных из листьев исследуе-
мых растений, выращенных при разных концен-
трациях NaCl в питательном растворе. Анализ
рассчитанных значений рКа показывает, что КС
листьев галофита и гликофита имеют одинако-
вый качественный состав ионообменных групп.

Адекватность примененного подхода к описа-
нию кислотно-основного равновесия оценивали
методом регрессионного анализа, определяя па-
раметры уравнения:

(7)

где Sэксп и Sрасч – экспериментально полученная и
рассчитанная ионообменная способность при со-
ответствующем значении pH (мкмоль/г сухой
массы КС); A и B – параметры регрессии.

Расчеты показали, что выбранная модель пол-
ностью соответствует полученным в настоящей
работе экспериментальным данным, о чем свиде-

ap jK

расч экспB A,S S= × +

тельствуют величины коэффициентов корреля-
ции (rcorr) зависимостей Sрасч = f(Sэксп), а также
значения коэффициентов A и B уравнения (7). Во
всех вариантах rcorr → 1, значение A не превышает
погрешности эксперимента, а B → 1 (данные не
показаны).

Содержание воды в тканях ( ) и КС (Kcw)
листьев сведы зависело от концентрации соли в
среде выращивания, причем оба эти показателя у
растений при 250 мМ NaCl в среде были выше,
чем у растений, выращенных при 0.5 и 750 мМ
NaCl (табл. 4). У шпината и , и Kcw мало зави-
сели от уровня засоления среды выращивания, но
для этого растения значения обоих показателей
выше у нижних листьев по сравнению с верхними
(табл. 5).

Доля КС (GКС) в сухой массе листьев сведы со-
ставляла ~38% в вариантах 0.5 и 250 мМ NaCl, но
при увеличении уровня засоления среды до 750 мМ
GКС снижалась в 2 раза (табл. 4). У шпината значе-
ние GКС слабо зависело от условий выращивания
и у верхних, и у нижних листьев (табл. 5) в интерва-
ле уровня засоления среды от 0.5 до 250 мМ NaCl. 

Важной характеристикой структуры полимер-
ного матрикса КС является коэффициент набуха-
ния КС в воде и растворах. Полученные в работе

2H OK

2H OK
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данные о набухании КС листьев сведы и шпината
показали, что во всех вариантах выращивания
степень набухания возрастает с увеличением сте-
пени диссоциации карбоксильных групп и
уменьшается с возрастанием ионной силы рас-
твора (рис. 1, 2).

Определена ионообменная способность КС (S)
при изменении концентрации NaCl в растворе и
установлено, что независимо от уровня засоления
среды выращивания значение этого показателя
увеличивалось с ростом концентрации NaCl в
среде инкубации КС как для листьев галофита,
так и гликофита (рис. 3, 4).

У шпината с увеличением уровня засоления
среды от 0.5 до 250 мМ значение S возрастало и в
варианте выращивания 250 мМ достигало 200

(верхние листья) и 250 (нижние листья) мкмоль/г
сухой массы КС при рNa = 0 в среде инкубации.
Следует отметить, что при любых условиях ионо-
обменная способность КС нижних листьев была
больше, чем аналогичный показатель верхних ли-
стьев (рис. 1). У сведы самым высоким значением
ионообменной способности, которое составляло
350 мкмоль/г сухой массы при pNa = 0, характе-
ризовались КС листьев растений 250 мМ вариан-
та выращивания (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В структуре полимерного матрикса КС ли-
стьев гликофита, как и галофита, присутствуют
ионогенные группы четырех типов, способные

Таблица 3. Средние значения  ионообменных групп клеточных стенок листьев сведы и шпината, рассчитан-
ные по данным потенциометрического титрования клеточных стенок растений, выращенных при разных кон-
центрациях NaCl в питательном растворе

Примечание: ПГК – карбоксильные группы полигалактуроновой кислоты; ГКК – карбоксильные группы гидроксикорич-
ных кислот; Фен-ОН – фенольные ОН-группы; I – ионная сила растворов при потенциометрическом титровании (мМ); н.л. –

нижние листья; в.л. – верхние листья. Приведены средние значения и их стандартные отклонения. Средние значения 
рассчитаны по данным потенциометрического титрования листьев сведы, выращенной при концентрации NaCl в питатель-
ном растворе 0.5, 250 и 750 мМ, и шпината, выращенного при концентрации NaCl в питательном растворе 0.5, 150 и 250 мМ.

Растение Тип группы

I

10 250 750

Шпинат н.л.
ПГК

4.38 ± 0.07 3.74 ± 0.10 –
Шпинат в.л. 4.49 ± 0.01 3.81 ± 0.24
Сведа 4.50 ± 0.13 3.73 ± 0.15 3.34 ± 0.02
Шпинат н.л.

ГКК
7.22 ± 0.11 6.78 ± 0.24 –

Шпинат в.л. 7.18 ± 0.25 6.89 ± 0.17
Сведа 7.01 ± 0.22 7.32 ± 0.10 7.12 ± 0.28
Шпинат н.л.

Фен-ОН
10.10 ± 0.14 10.17 ± 0.15

Шпинат в.л. 10.20 ± 0.28 9.70 ± 0.31
Сведа 10.2 ± 0.13 9.65 ± 0.12 9.60 ± 0.44

ap jK

ap jK

ap jK

Таблица 4. Оводненность листьев ( ), коэффициент набухания клеточных стенок листьев в воде (Kcw) и их до-
ля в сухой массе листьев (GКС, %) у растений сведы в зависимости от концентрации NaCl в среде выращивания
(CNaCl, мМ)

Примечание:  и Kcw выражены в г Н2О/г сухой массы листа или клеточных стенок соответственно. Приведены средние
значения и их стандартные ошибки.

CNaCl
Листья Клеточная стенка

Kcw GКС

0.5 5.6 ± 0.5 5.2 ± 0.2 39 ± 2
250 7.3 ± 0.4 7.0 ± 0.3 37 ± 2
750 6.6 ± 0.2 6.4 ± 0.4 19 ± 1

2H OK

2H OK

2H OK
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участвовать в обменных реакциях с ионами
внешней среды при соответствующих условиях:
три из них – катионообменные (табл. 1, 2), а чет-
вертая обменивает анионы. Во всех вариантах со-

держание анионообменных групп ( ) изменяет-
ся от 60 до 150 (данные не приведены), а общее

количество катионообменных ( ) – от 1200 до
1800 мкмоль/г сухой массы КС (табл. 1, 2). Эти
данные показывают, что КС листьев исследуемых
растений, как и стенки их корней [13], являются
природными катионообменниками, т.к. значения

 более чем в 10 раз превышают значения .

an
tS

cat
tS

cat
tS an

tS

На основании рассчитанных значений ,
данных по химическому составу КС [20] и резуль-
татов потенциометрического титрования КС
корней растений [17, 18] можно полагать, что
ионогенные группы с рKа 3–5 являются карбок-
сильными группами полигалактуроновой кислоты
(ПГК), группы с рKа ~7 – карбоксильными груп-
пами гидроксикоричных кислот (ГКК), а группы
с рKа ~9.6–10 – фенольными ОН-группами. Ана-
лиз рассчитанных значений рKа показывает, что
КС листьев галофита и гликофита имеют одина-
ковый качественный состав ионообменных групп
(табл. 3) независимо от уровня засоления среды.

У сведы и шпината с увеличением концентра-
ции соли (СNaCl) в среде изменяется количество
карбоксильных групп ПГК (SПГК), но у галофита
и гликофита эти изменения носят разный характер.

У галофита в интервале СNaCl в среде 0.5–750 мМ
зависимость SПГК = f(СNaCl) имеет экстремаль-
ный характер с максимумом в 250 мМ варианте
выращивания, при этом значение SПГК достигает
720 мкмоль/г сухой массы КС, тогда как при ми-
нимальном (0.5 мМ) и максимальном (750 мМ)
уровнях засоления этот показатель в 2 раза ниже
(табл. 1). Следует отметить, что аналогичный экс-
тремальный характер зависимостей был ранее об-
наружен при определении других показателей,
характеризующих состояние как листьев, так и
корней сведы: накопление и распределение
ионов Na+, Cl–, К+, и , ростовые параметры,
биохимические характеристики [21].

У шпината с увеличением СNaCl от 0.5 до 250 мМ
возрастает содержание карбоксильных групп

apK j

3NO−

Таблица 5. Оводненность листьев ( ), коэффици-
ент набухания клеточных стенок листьев в воде (Kcw) и
их доля в сухой массе листьев (GКС, %) у растений
шпината в зависимости от концентрации NaCl в среде
выращивания (CNaCl, мМ)

Примечание:  и Kcw выражены в г Н2О/г сухой массы
листьев или клеточных стенок соответственно. н.л. – ниж-
ние листья; в.л. – верхние листья. Приведены средние значе-
ния и их стандартные ошибки.

CNaCl
Листья Клеточная стенка

Kcw GКС

0.5 (в.л.) 10.7 ± 0.3 7.9 ± 0.3 38 ± 5
150 (в.л.) 10.6 ± 0.4 7.8 ± 0.5 32 ± 1
250 (в.л.) 9.4 ± 0.7 8.0 ± 0.4 34 ± 3

0.5 (н.л.) 14.7 ± 0.9 9.2 ± 0.6 36 ± 3
150 (н.л.) 12.6 ± 0.3 9.9 ± 0.7 31 ± 1
250 (н.л.) 11.6 ± 0.8 9.5 ± 0.7 31 ± 2

2H OK

2H OK

2H OK

Рис. 1. Влияние рН и ионной силы (I) на коэффици-
ент набухания клеточных стенок (Kcw), изолирован-
ных из листьев растений сведы, выращенных при
0.5 мМ NaCl в питательном растворе. 1 – I = 10 мМ,
2 – I = 750 мМ.

5

4

3

2

1

0
2 4 6 8 10

1

2

Kcw

pH

Рис. 2. Влияние рН и ионной силы (I) на коэффици-
ент набухания клеточных стенок (Kcw), изолирован-
ных из нижних листьев растений шпината, выращен-
ных при 0.5 мМ NaCl в питательном растворе. 1 – I =
= 10 мМ, 2 – I = 250 мМ.
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ПГК, как в верхних, так и в нижних листьях, но у
первых – в 1.4, а у вторых – в 2 раза (табл. 2) по
сравнению с КС листьев растений, выращенных
при 0.5 мМ NaCl. Следует отметить, что, в отли-
чие от сведы, в КС листьев обеих частей побега
шпината значительно увеличивается и содержа-
ние карбоксильных групп ГКК, которые также
могут принимать участие в ионообменных реак-
циях при соответствующих условиях (табл. 2).
При любых условиях общее содержание ионооб-
менных групп в КС нижних листьев больше, чем в
КС верхних. Эти результаты подтверждают пред-
положение о том, что КС зрелых листьев можно
рассматривать как запасной пул катионов. В усло-
виях засоления ограничение поступления ионов
натрия и хлорида в молодые листья за счет больше-
го накопления этих ионов в КС зрелых тканей яв-
ляется, вероятно, важным адаптивным свойством
растений шпината. Известно, что солеустойчи-
вость определяется способностью поддерживать
градиент ионов натрия и хлорида между старыми и
молодыми листьями, при этом общее содержание
солей в тканях не играет существенной роли [22].
В литературе отсутствуют данные о влиянии соле-
вого стресса на содержание ПГК и пектинов в КС
надземных частей растений, однако для корней
гликофита Arabidopsis thaliana были показаны ин-
дукция синтеза β-1,4-галактана [23] и активация
пектинметилэстераз [24] при засолении, что явля-
ется предпосылкой для увеличения содержания
свободных карбоксильных групп ПГК в КС.

Изменения в количестве групп ПГК при уве-
личении концентрации соли в среде, вероятно,
являются одной из ответных реакций исследо-
ванных растений на засоление, при этом следует

отметить, что у сведы такие изменения более ярко
выражены.

И у галофита, и у гликофита с увеличением со-
держания NaCl в питательном растворе уменьшает-
ся значение рKа карбоксильных групп ПГК (усили-
ваются их кислотные свойства), в то время как для
двух других типов катионообменных групп эти
значения варьируют незначительно (табл. 3).

В предыдущих исследованиях [25, 26] кон-
станту диссоциации карбоксильных групп ПГК
рассчитывали по уравнению Гельфериха [27]:

(8)

где pKa – константа ионизации ионогенной груп-
пы в слабокислотном ионообменнике (каковым и
является КС), величина которой приблизительно
равна константе диссоциации для аналогичной
группы в растворимой полимерной кислоте; pKa –
величина рН, при которой 50% ионогенных
групп диссоциировано (в нашем случае эта вели-
чина рН равна ; табл. 3);  – концентра-
ция натрия в растворе (М); X – концентрация ак-
тивных групп в ионообменнике (мкмоль/г сухой
массы КС).

Таким образом, график зависимости рН =
= f[log10( )] должен иметь вид прямой линии с
отрезком, отсекаемым на оси ординат, равным
рKа растворимой полимерной кислоты. Анализ
указанной зависимости показывает, что она дей-
ствительно является прямолинейной (  =
= ‒0.624log10  + 3.30,  = 0.992) с отрезком,

( )Na
a 10 10(p   pH log o 2 ,) l gK C X

+

−= +

ПГК
aрК NaC

+

NaC
+

ПГК
aрК

NaC
+ 2

corrr

Рис. 3. Влияние концентрации NaCl (pNa) на ионо-
обменную способность клеточных стенок (S), изоли-
рованных из листьев растений сведы, выращенных на
разных концентрациях NaCl в среде: 1 – 0.5 мМ; 2 –
250 мМ; 3 – 750 мМ.
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Рис. 4. Влияние концентрации NaCl (pNa) на ионо-
обменную способность клеточных стенок (S), изоли-
рованных из листьев растений шпината, выращенных
на разных концентрациях NaCl в среде: нижние листья
1 – 250 мМ; 3 – 0.5 мМ; верхние листья 2 – 250 мМ;
4 – 0.5 мМ.

400

300

200

100

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

1

2

3
4

pNa

S,
 м

км
ол

ь/
г 

су
хо

й 
м

ас
сы

кл
ет

оч
но

й 
ст

ен
ки



666

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

МЕЙЧИК и др.

отсекаемым на оси у, равным 3.30. Эта величина
приблизительно соответствует значениям, кото-
рые получали ранее другие исследователи [25, 26].
В соответствии с уравнением Гельфериха это
означает, что у исследуемых галофита и гликофита
группы с  действительно являются карбоксиль-
ными группами ПГК в трехмерной полимерной
структуре КС листьев, так как значение pKa рас-
творимой полигалактуроновой кислоты состав-
ляет 3.42 [28].

Поскольку с увеличением содержания NaCl в
питательном растворе уменьшается рKа карбок-
сильных групп ПГК, в этих условиях должно про-
исходить увеличение ионообменной способности
полимерного матрикса КС. Доказательством спра-
ведливости последнего утверждения могут служить
зависимости ионообменной способности КС ли-
стьев сведы и шпината от концентрации хлорида
натрия (СNaCl) во внешнем растворе (рис. 1, 2). Во
всех вариантах выращивания у галофита и глико-
фита с увеличением СNaCl резко возрастает ионо-
обменная способность КС. В зависимости от
условий выращивания в листьях сведы этот пока-
затель изменяется от 50 до 150–350, а в листьях
шпината – от 30 до 130–200 мкмоль/г сухой массы
КС в интервале изменения ионной силы от 5 до
1000 мМ (рис. 1, 2). При всех СNaCl способность к
ионному обмену КС сведы выше по сравнению со
шпинатом, что может свидетельствовать о более
эффективной компартментации ионов в тканях
галофита. Следует отметить, что выявленные зако-
номерности изменения ионообменной способно-
сти с увеличением СNaCl имеют аналогичный харак-
тер и для корней исследуемых растений [13, 14].

Растительная КС представляет собой природ-
ный слабосшитый ионообменник [13, 17]. Одним
из важных физико-химических показателей, ко-
торые количественно характеризуют свойства по-
лимера как ионообменника, является набухание.
Количественной характеристикой этого процесса
служит весовой коэффициент набухания. Причи-
ной набухания ионообменных материалов в водном
растворе является наличие гидрофильных групп,
причиной нерастворимости – существование по-
перечных связей. Основываясь на знаниях о фи-
зико-химических закономерностях набухания
синтетических ионообменных материалов [27],
можно полагать, что главный фактор, который
определяет способность к набуханию – это сте-
пень сшивки полимерных цепей, расположенных
в структуре КС. Прямых методов, позволяющих
определить этот параметр, не существует, но есть
возможность его оценки косвенным путем. Из-
вестно, что, чем выше степень сшивки полимер-
ных цепей, тем ниже коэффициент набухания по-
лимерного материала в воде [29, 30].

2
apK

Сравнительный анализ коэффициентов набу-
хания КС сведы (табл. 4) и шпината (табл. 5) в во-
де показывает, что сведа характеризуется более
высокой степенью сшивки полимеров в матриксе
КС листьев, так как для нее значения этого пока-
зателя ниже, чем у гликофита. На основании этих
результатов можно предположить, что в условиях
засоления КС галофита является более эффектив-
ным барьером для ионов натрия по сравнению с КС
гликофита. Вероятно, данный эффект играет важ-
ную роль в механизме солеустойчивости галофита,
особенно при резких колебаниях концентрации
соли в окружающей среде.

Таким образом, результаты исследования по-
казывают, что существуют отличия в строении
полимерного матрикса КС листьев сведы и шпи-
ната, которые обусловлены разной степенью
сшивки полимерных цепей. Более жесткая струк-
тура полимерного матрикса галофита обеспечи-
вает более высокую механическую и химическую
устойчивость КС в условиях засоления по сравне-
нию с гликофитом.

На основании результатов работы возможно
оценить концентрацию протонов в водном про-
странстве апопласта, образующихся в результате
реакций обмена между катионами внешней среды и
протонами ионизированных карбоксильных групп
КС при изменении уровня засоления внешней
среды. Иллюстрацией этого явления служит по-
лученная экспериментальная зависимость рН =
= f(–log10CNa) (рис. 5, 6). Расчеты показывают, что
увеличение концентрации NaCl во внешнем рас-
творе от 0.5 до 1000 мМ приведет к снижению pH
в водной фазе КС на 2–3 единицы, причем чем
больше количество групп ПГК в КС, тем большее
количество протонов выделяется из полимерного
матрикса КС в водное пространство апопласта.

Анализ данных литературы свидетельствует о
том, что снижение рН в апопласте за счет работы
Н+-АТФазы приводит к стимулированию различ-
ных транспортных процессов, в том числе выка-
чиванию натрия из цитоплазмы с помощью
Na+/H+-антипортера [31] и входу калия через К+-
селективные входные каналы (KIRCs) плазматиче-
ской мембраны [32]. С другой стороны, результаты
исследования ионообменных свойств КС пока-
зывают, что в условиях солевого стресса за счет
реакций обмена между катионами Na+ внешнего
раствора и протонами карбоксильных групп КС до-
стигается высокая концентрация протонов около
плазмалеммы, которая, вероятно, влияет на про-
цессы транспорта ионов. При исследовании адап-
тации корней кукурузы к низким значениям рН
питательного раствора в экспериментах in vivo
[33] установлено, что при рН 5.6 выделение про-
тонов корнями кукурузы, которая росла при рН
питательной смеси 3.4, было почти в 3 раза выше
по сравнению с контролем (выращивание при рН
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6.5). В опытах in vitro на выделенной из этих кор-
ней кукурузы фракции плазмалеммы показано
увеличение гидролитической активности АTФа-
зы, активности выкачивания протонов, протон-
ной проницаемости плазмалеммы и градиента pH
через мембраны везикул плазмалеммы. Авторы
заключили, что Н+-АТФаза плазмалеммы вносит
значительный вклад в адаптацию корней к низ-
ким значениям рН среды. Кроме того, сравни-
тельное исследование регуляции экспрессии гена
Н+-АТФазы плазмалеммы хлористым натрием у
галофита (Atriplex nummularia L.) и гликофита (Ni-
cotiana tabacum L.) показывает, что более высокая
способность галофитов индуцировать экспрес-
сию гена Н+-АТФазы Р-типа в ответ на воздей-
ствие NaCl может вносить вклад в их солеустой-
чивость [34]. Возрастание активности протонных
АТФаз плазмалеммы в ответ на засоление было
показано как для галофитов, так и гликофитов
[35]. На основании этих данных и результатов на-
стоящей работы (рис. 3) можно предположить,
что более высокая активность Н+-АТФазы у гало-
фитов по сравнению с гликофитами может быть
обусловлена адаптивными процессами, связан-
ными с возникновением высокой концентрации
протонов в экстраклеточном пространстве в
условиях солевого стресса, в том числе, за счет ре-
акций обмена между катионами внешней среды и
протонами карбоксильных групп КС.

Сравнительный анализ данных об ионообмен-
ных свойствах КС корней галофита и гликофита,
полученных ранее [13, 14], и КС листьев, установ-

ленных в настоящей работе, показывает, что КС и
листьев, и корней сведы и шпината одинаковым
образом реагируют на увеличение концентрации
NaCl в окружающей среде: происходит увеличе-
ние содержания карбоксильных групп ПГК в КС,
увеличение количества активных сайтов связыва-
ния ионов натрия за счет снижения значений рКа
карбоксильных групп ПГК и увеличение концен-
трации протонов вследствие ионообменных ре-
акций. Однако в листьях и гликофита, и галофита
указанные ответы на повышение концентрации
NaCl в окружающей среде выражены более ярко
по сравнению с корнями, т.к. первые имеют зна-
чительно более высокое содержание карбоксиль-
ных групп ПГК.

Таким образом, полученные в настоящей ра-
боте данные об ионообменных свойствах КС ли-
стьев галофита и гликофита подтверждают суще-
ствующее мнение о том, что физиологические
функции и биохимические процессы у этих двух
групп растений различаются скорее в количе-
ственном отношении, чем в качественном.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации на кафедре физио-
логии растений МГУ имени М.В. Ломоносова
(тема № 121032300068-8).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей в качестве
объектов исследований.

Рис. 5. Влияние концентрации NaCl (СNa, М) на рН
растворов после контакта с клеточными стенками,
выделенными из листьев растений сведы. рН исход-
ных растворов 6.3 ± 0.3. Растения были выращены
при разной концентрации NaCl в питательном рас-
творе: 1 – 0.5 мМ; 2 – 250 мМ; 3 – 750 мМ.
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Рис. 6. Влияние концентрации NaCl (СNa, М) на рН
растворов после контакта с клеточными стенками,
выделенными из нижних листьев шпината. рН исход-
ных растворов 6.3 ± 0.3. Растения были выращены
при разной концентрации NaCl в питательном рас-
творе: 1 – 0.5 мМ; 2 – 150 мМ.
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Оценено действие тяжелых металлов − кадмия, свинца и никеля на рост и физиологическое состо-
яние рафидофитовой водоросли Heterosigma akashiwo MBRU_HAK-SR11 (Y.Hada) Y.Hada ex Y.Hara,
M.Chihara в течение 7 суток опыта. Выявлено, что кадмий и никель в концентрациях 10 и 20 мкг/л
стимулировали рост H. akashiwo, а свинец при данных концентрациях − ингибировал. Содержание
хлорофилла а и каротиноидов при добавлении 10 мкг/л кадмия и 20 мкг/л никеля увеличивалось,
при добавлении 20 мкг/л кадмия содержание каротиноидов было выше такового в контроле. При
внесении свинца наблюдалось повышение уровня хлорофилла а и уменьшение содержания кароти-
ноидов. Содержание АФК увеличивалось при внесении кадмия и свинца, а при внесении никеля
снижалось. Кадмий оказал действие на продукцию нейтральных липидов: их содержание повышалось,
а к концу опыта снижалось. Никель стимулировал накопление нейтральных липидов H. akashiwo, а сви-
нец никак не влиял на их содержание. Наименьшее влияние металлы оказали на прямое и боковое
светорассеяние и флуоресценцию хлорофилла а. Отсутствие выраженных изменений прямого и бо-
кового светорассеяния косвенно свидетельствуют о том, что морфологически клетки водоросли не
изменялись при токсическом воздействии. Таким образом, кадмий, свинец и никель в концентра-
циях 10-20 мкг/л изменяли физиологические процессы у водоросли.

Ключевые слова: Heterosigma akashiwo, фотосинтетические пигменты, хлорофилл а, каротиноиды,
флуоресценция хлорофилла а, активные формы кислорода, нейтральные липиды, кадмий, свинец,
никель
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ВВЕДЕНИЕ
Загрязнение тяжелыми металлами постоянно

возрастает в связи c увеличением площадей сель-
скохозяйственных угодий и промышленного
производства. Также данные токсиканты присут-
ствуют в окружающей среде благодаря естествен-
ным процессам, например, вулканизму, выветри-
ванию и эрозии почв [1].

Большинство тяжелых металлов в определен-
ных количествах необходимы для нормальной
жизнедеятельности растений, например, никель
(Ni). Однако, такие как кадмий (Cd) и свинец
(Pb) являются неэссенциальными элементами,
вызывающими негативные изменения у расте-
ний, прежде всего за счет продуцирования актив-

ных форм кислорода (АФК) и отрицательного
влияния на активность ферментов [1, 2].

Никель играет важную роль в функционирова-
нии Ni-содержащего фермента уреазы и Ni-су-
пероксиддисмутазы. Большинство представите-
лей морского фитопланктона использует уреазу
для гидролиза мочевины до аммония и диоксида
углерода. По этой причине при недостатке нике-
ля рост микроводорослей ингибируется [3].

Одноклеточные водоросли, как основа трофи-
ческих цепей и основной источник кислорода в
водных экосистемах, вызывают закономерный
интерес в экотоксикологическом плане у иссле-
дователей [2–5]. Большинство работ по действию
тяжелых металлов в ионной форме на микроводо-
росли ограничивается представителями отдела
Chlorophyta [4, 6–9]. В тоже время представители
рафидофитовых водорослей остаются слабоизучен-

Сокращения: БС – боковое светорассеяние, НЛ – ней-
тральные липиды, ПС – прямое светорассеяние.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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ными [10, 11]. Одним из часто встречающихся
видов рафидофитовых является Heterosigma
akashiwo, вызывающий вредоносные “цветения”,
что приводит к массовой гибели рыб и беспозво-
ночных [12, 13].

Традиционно оценку действия токсических
веществ на микроводоросли проводят по измене-
нию численности клеток, их размера и формы,
так как это интегральные показатели, отражающие
происходящие в организмах водорослей процес-
сы [9, 14]. Пристальное внимание исследователей
к воздействию тяжелых металлов на фотосинте-
тический аппарат связано с тем, что хлоропласты
ответственны за многие процессы в растительной
клетке [15]. В качестве параметров оценки состо-
яния фотосинтетического аппарата используют
содержание пигментов (хлорофилла а и каротино-
идов) и флуоресценцию хлорофилла а [14, 16].
При неблагоприятных воздействиях на живой ор-
ганизм возрастает содержание АФК, в связи с чем
этот показатель часто контролируют в экотокси-
кологических исследованиях [17]. Также для
оценки стрессового воздействия при неблагопри-
ятных воздействиях на организм водорослей изу-
чают содержание в микроводорослях нейтраль-
ных липидов (НЛ) [18, 19].

Цель работы − оценка действия кадмия, свин-
ца и никеля на численность клеток, их размер и
внутреннюю структуру, фотосинтетический ап-
парат, содержание АФК и НЛ у микроводоросли
H. akashiwo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектом исследова-

ния служила культура одноклеточной водоросли
Heterosigma akashiwo MBRU_HAK-SR11 (Y.Hada)
Y. Hada ex Y. Hara, M. Chihara (Raphidophyceae),
предоставленная Центром коллективного поль-
зования “Морской биобанк” Национального на-
учного центра морской биологии им. А.В. Жир-
мунского Дальневосточного отделения Россий-
ской академии наук (http://marbank.dvo.ru).

Условия проведения экспериментов. Водоросли
выращивали на среде f [20], приготовленной на
основе фильтрованной и стерилизованной мор-
ской воды соленостью 32‰ в 250 мл колбах Эр-
ленмейера с объемом культуральной среды 100 мл,
при температуре 18°С, интенсивности освещения
70 мкмоль/(м2 с) в области видимого света и 14-ча-
совом световом дне. В качестве инокулята ис-
пользовали культуру на экспоненциальной ста-
дии роста. Продолжительность экспериментов
составляла 7 суток. Пробы для анализа показате-
лей отбирали на 3 и 7 сутки.

Кадмий добавляли в виде солей 3CdSO4 · 8H2O,
Ni – NiSO4 · 7H2O, Pb – PbCl2 с пересчетом на ио-
ны металла в день постановки эксперимента. Ис-

следуемые концентрации Cd, Ni и Pb составляли:
10 и 20 мкг/л. Выбор концентраций основан на
содержании данных металлах в прибрежных во-
дах России и их предельно допустимых концен-
трациях – изученные концентрации соответствуют
ПДК и 2ПДК.

Под термином рост в данной статье понимается
рост популяции: увеличение роста – стимуляция
численности клеток микроводоросли, угнетение
роста – уменьшение численности популяции.

Методы измерений. Измерения показателей
(численность клеток, прямое и боковое светорас-
сеяние) производили на проточном цитометре
CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для анализа в
течение каждого измерения записывали 10000 со-
бытий (регистрируемых в пробе частиц). Выбор
клеток водорослей из общего числа событий, за-
писываемых цитометром, проводили по флуорес-
ценции хлорофилла а [21]. Прямое светорассеяние
(ПС), косвенно характеризующее размер клеток
водоросли, регистрировали на канале FSC. Боко-
вое светорассеяние (БС), характеризующее внут-
реннюю структуру (гранулярность), регистрирова-
ли на канале SSC. Интенсивность флуоресценции
хлорофилла а регистрировали при длине волны
690 нм, длина волны возбуждения составляла
488 нм – канал PC 5.5 [21]. Продукцию АФК оце-
нивали с помощью флуоресцентного красителя
2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата, окра-
шивание проводили в течение 1 ч при комнатной
температуре в темноте. Показатель флуоресцен-
ции его окисленного и диацетилированного про-
дукта определяли на длине волны 525 нм, длина
волны возбуждения 488 нм – канал FITC [17]. Со-
держание НЛ определяли по флуоресценции
флуорохрома Nile Red в концентрации 1 мкг/мл,
окрашивание проводили в течение 15 мин при
комнатной температуре в темноте, длина волны
возбуждения 488 нм, испускания – 580 нм – ка-
нал PE [22].

Для анализа содержания фотосинтетических
пигментов (хлорофилла а и общего содержания
каротиноидов) суспензию водорослей собирали
на мембранных фильтрах МФАС-ОС-2. Пигмен-
ты экстрагировали 90% ацетоном, полученный
экстракт центрифугировали в течение 15 мин при
7000 об/мин на центрифуге Allegra X-22R (Beck-
man-Coulter, США). Супернатант отбирали и
определяли его оптическую плотность с помощью
спектрофотометра Shimagzu-UV 2550 (Shimagzu,
Япония) при следующих длинах волн: 480, 630,
647, 664 и 750 нм. Расчет концентраций пигмента
проводили по стандартным формулам [23].

Статистический анализ. Эксперименты прове-
дены в трех биологических повторностях. Стати-
стическую обработку выполняли с помощью про-
граммы Excel. Данные по численности клеток,
прямому и боковому светорассеянию, флуорес-
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ценции хлорофилла а, содержанию хлорофилла а,
каротиноидов, АФК и НЛ представлены в виде
процентов к контролю. На графиках даны сред-
ние значения девяти измерений. Бары на графи-
ках – стандартное отклонение измеряемых вели-
чин. Достоверность различий между выборками
оценивали по U-критерию Манна-Уитни при
уровне значимости Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Кадмий в среде при всех концентрациях сти-

мулировал рост популяции H. akashiwo на всем
протяжении опыта (рис. 1а). Показатель ПС до-
стоверно отличался от контрольного на седьмые
сутки опыта при 10 мкг/л Cd (рис. 1б). Показатель
БС увеличивался на третьи сутки и к завершению
эксперимента значительно снижался при обеих
концентрациях металла (рис. 1в). Флуоресценция
хлорофилла а снижалась к седьмым суткам во
всех экспериментальных вариантах (рис. 1г). Со-
держание хлорофилла а и каротиноидов было вы-
ше контрольного при внесении 10 мкг/л Cd на
всем протяжении опыта, а при 20 мкг/л содержа-
ние хлорофилла а не отличалось от контрольного,
при этом содержание каротиноидов возрастало
(рис. 1д, е). Также к седьмым суткам содержание
АФК было выше контрольного (рис. 1ж). Содер-
жание НЛ увеличивалось к третьим суткам опыта
и падало к седьмым (рис. 1е).

Свинец в обеих концентрациях вызывал не-
большую стимуляцию роста микроводоросли на
третьи сутки и слабое угнетение на седьмые (рис. 2а).
Показатели ПС и БС увеличивались при 10 мкг/л
металла на седьмые сутки (рис. 2б, 3в). Флуорес-
ценция хлорофилла а на седьмые сутки уменьша-
лась в присутствии 20 мкг/л токсиканта (рис. 2г).
Содержание хлорофилла а и каротиноидов увели-
чивалось на третьи сутки и существенно умень-
шалось на седьмые, особенно при 20 мкг/л свинца
(рис. 2д, е). Содержание АФК превышало кон-
трольное в 3.5 и 4.6 раза при концентрации свин-
ца в среде 10 и 20 мкг/л, соответственно, на третьи
сутки опыта и было выше контрольного на седь-
мые сутки (рис. 2ж). Содержание НЛ достоверно
находилось на уровне контроля в течение экспе-
римента за исключением превышения такового при
концентрации свинца в среде 10 мкг/л, на седьмые
сутки (рис. 2з).

Добавление никеля в концентрациях 10 и 20 мкг/л
приводило к увеличению численности клеток
H. akashiwo по сравнению с контрольной на тре-
тьи сутки (рис. 3а). Показатель ПС оставался на
уровне контроля во время всего эксперимента
(рис. 3б). Показатель БС возрастал по сравнению
с таковым в контроле к седьмым суткам (рис. 3в).
Флуоресценция хлорофилла а не отличалась от
контрольной во всех экспериментальных случаях
(рис. 3г). Содержание хлорофилла а превышало

контрольное только при концентрации никеля в
среде 20 мкг/л на седьмые сутки опыта (рис. 3д).
Содержание каротиноидов существенно увели-
чивалось на третьи сутки при концентрации ни-
келя 10 мкг/л и на седьмые при 20 мкг/л (рис. 3е).
Содержание АФК было выражено ниже, чем в
контроле на протяжении экспозиции (рис. 3ж).
Содержание НЛ, напротив, превышало кон-
трольное, особенно на седьмые сутки (рис. 3з).

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные эксперименты показали, что Cd,

Pb и Ni оказали негативное воздействие на фи-
зиологическое состояние H. akashiwo, даже при
одновременной стимуляции роста клеток.

Кадмий, по сравнению с другими изученными
металлами, вызывал особенно выраженный рост
популяции H. akashiwo. Ранее у Dunaliella salina
также отмечено увеличение численности клеток при
воздействии 100 мкг/л кадмия [24]. У H. akashiwo
значимо изменялся показатель БС на всем протя-
жении опыта. Такое же явление было показано на
Phaeocystis antarctica [25]. Флуоресценция хлоро-
филла а снижалась, а содержание фотосинтети-
ческих пигментов, напротив, увеличивалось, что
может свидетельствовать о снижении эффектив-
ности работы фотосинтетического аппарата. Из-
вестно, что Cd ингибирует ФС II в результате по-
вреждения тилакоидов и реакционных центров
[14, 15]. Однако есть сведения, что кадмий влияет
на обе фотосистемы [26]. Данный металл, поми-
мо индуцирования физиологических нарушений,
вызывает изменение структуры хлоропласта [5,
26, 27], нарушение транспорта и проницаемости
мембран, синтеза пластохинона и каротиноидов
и инактивирование ряда ферментов [27]. Зареги-
стрированное нами увеличение содержания кароти-
ноидов, вероятно, связано с тем, что они защищают
фотосинтетический аппарат от окислительного
стресса [24]. Каротиноиды гасят триплетные со-
стояния хлорофиллов, вызывающих формирова-
ние атомарного кислорода, помогают сбрасывать
энергию с поврежденных хлорофиллов [2]. Есть
сведения, что каротиноиды меньше подвергают-
ся действию кадмия, чем хлорофилл а [26]. Тяже-
лые металлы вызывают окислительный стресс в
результате увеличения количества свободных ради-
калов [1, 5, 8]. В нашем эксперименте содержание
АФК снижалось на третьи сутки и существенно уве-
личивалось на седьмые. Повышение уровня АФК
под действием тяжелых металлов приводит к сни-
жению фотосинтетической продуктивности в ре-
зультате повреждения биомолекул, нарушения
метаболизма митохондрий и обмена веществами
между цитозолем и хлоропластом [2]. Кадмий
приводит к повышению содержания липидов [7,
15]. У H. akashiwo происходило сначала увеличение,
а потом резкое падение содержания НЛ. Ней-
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тральные липиды играют защитную роль в адап-
тации к негативному влиянию среды [7], таким
образом, их снижение может сигнализировать об
угнетении клеток микроводоросли.

Свинец влияет на ферментную активность
растений, однако, основная причина ингибиро-
вания роста клеток растений – окисление ИУК,
активно участвующей в их ростовых процессах.

Рис. 1. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии кадмия: а – численность
клеток, % к контролю; б – прямое светорассеяние, % к контролю; в – боковое светорассеяние, % к контролю; г – флу-
оресценция хлорофилла а, % к контролю; д – содержание хлорофилла а, % к контролю; е – содержание каротиноидов,
% к контролю; ж – содержание активных форм кислорода, % к контролю; з – содержание нейтральных липидов, % к
контролю. 1 – содержание кадмия в среде 10 мкг/л, 2 – содержание кадмия в среде 20 мкг/л. * – различия с контролем
достоверны при P ≤ 0.05.
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Рис. 2. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии свинца: а – численность
клеток, % к контролю; б – прямое светорассеяние, % к контролю; в – боковое светорассеяние, % к контролю; г – флу-
оресценция хлорофилла а, % к контролю; д – содержание хлорофилла а, % к контролю; е – содержание каротиноидов,
% к контролю; ж – содержание активных форм кислорода, % к контролю; з – содержание нейтральных липидов, % к
контролю. 1 – содержание свинца в среде 10 мкг/л, 2 – содержание свинца в среде 20 мкг/л. * – различия с контролем
достоверны при P ≤ 0.05.
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Рис. 3. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии никеля: а – численность
клеток, % к контролю; б – прямое светорассеяние, % к контролю; в – боковое светорассеяние, % к контролю; г – флу-
оресценция хлорофилла а, % к контролю; д – содержание хлорофилла а, % к контролю; е – содержание каротиноидов,
% к контролю; ж – содержание активных форм кислорода, % к контролю; з – содержание нейтральных липидов, % к
контролю. 1 – содержание никеля в среде 10 мкг/л, 2 – содержание никеля в среде 20 мкг/л. * – различия с контролем
достоверны при P ≤ 0.05.
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Кроме того, металл вызывает нарушение прони-
цаемости мембран и изменяет процессы, задей-
ствованные в минеральном питании [1]. Нами от-
мечено ингибирование роста H. akashiwo к концу
опыта, после его стимуляции на третьи сутки.
У Isochrysis galbana увеличение скорости роста
происходило при 50-100 мкг/л, а уже при 5 мкг/л
повышалось содержание хлорофилла а [28]. В на-
шем эксперименте также возрастало содержание
хлорофилла а, однако впоследствии оно снижа-
лось. Свидетельством повреждения хлоропластов
и митохондрий у зеленых водорослей при внесе-
нии в среду данного металла, является увеличе-
ние отложений крахмала у пиреноида, для запа-
сания энергии, необходимой для восстановления
поврежденных органелл [29, 30]. Повреждение
хлоропластов отмечено, например, у D. salina [31].
Свинец приводит к снижению флуоресценции
хлоропласта [32, 33], что, в числе иных изменений,
отмечено и в нашем опыте только при 20 мкг/л че-
рез 7 сут инкубации. Свинец может заменять маг-
ний в молекуле хлорофилла, однако такие хлоро-
филлы не связаны прочно с лигандами пигмент-
белкового комплекса. Таким образом, водоросли
синтезируют больше молекул хлорофилла на реак-
ционный центр для компенсации нефункциональ-
ных хлорофиллов и поддержания производитель-
ности процесса фотосинтеза [16, 32]. Кроме того,
ингибирование биосинтеза хлорофилла а металла-
ми через влияние на продуцирование протохлоро-
филлида, и активирование ферментативной дегра-
дации хлорофиллов хлорофиллиазой играет кри-
тическую роль в потере фотосинтетического
пигмента [26]. Возможно, по этим причинам со-
держание хлорофилла а у H. akashiwo увеличива-
лось, а затем уменьшалось. Увеличение содержа-
ния каротиноидов защищает клетку от воздействия
АФК, что, например, показано на Nannochloropsis
oculata. При особо токсичных концентрациях ме-
таллов содержание каротиноидов, наоборот, сни-
жается, что свидетельствует о сильном стрессе для
водорослей [16]. Такое же явление происходило и в
нашем опыте. У Chlorella elipsoides при воздействии
свинца увеличивалось содержание МДА, снижа-
лось содержание супероксиддисмутазы и глутати-
онредуктазы [33]. Такие изменения говорят об уве-
личении содержания АФК у водоросли. В нашем
опыте отмечено резко выраженное увеличение со-
держания АФК при внесении токсиканта. Однако
содержание липидов не снижалось ниже уровня
контроля, что возможно, связано с адаптацией во-
доросли к неблагоприятным условиям.

Никель связывается с белками, и в меньшей
степени с липидами микроводорослей [34]. Дан-
ный металл вызывает повреждение мембраны и
нарушение минерального обмена, особенно ка-
лиевого, приводит к увеличению концентрации
МДА [1]. В нашем эксперименте рост H. akashiwo
при концентрациях никеля в среде 10–20 мкг/л

стимулировался, также увеличивалось содержа-
ние хлорофилла а и каротиноидов при концен-
трации 20 мкг/л на седьмые сутки опыта. Ранее
показано, что численность клеток зеленой мик-
роводоросли Ankistrodesmus falcatus понижалась
при концентрациях никеля 15-30 мкг/л, содержа-
ние хлорофилла а и каротиноидов уменьшалось
при 1 мкг/л никеля [9]. В тоже время скорость ро-
ста популяции Phaeocystis antarctica ингибирова-
лась на 10% при только при концентрации никеля
260 мкг/л [25]. Несмотря на то, что этот металл
инактивирует ФС II, что, в том числе, выражается
в снижении флуоресценции, в проведенном нами
опыте данный показатель не изменялся. Также
никель был единственным среди исследованных
металлов при внесении которого содержание
АФК у H. akashiwo не увеличивалось, а, напротив,
снижалось. Известно, что данный токсикант вли-
яет на гены, отвечающие за метаболизм азота,
жирных кислот и ДНК [35]. Возможно, с этим
связано увеличение НЛ, особенно к концу опыта,
при его воздействии на H. akashiwo.

Таким образом, наши исследования показали,
что при добавлении 10 и 20 мкг/л Cd в среду проис-
ходила стимуляция роста популяции H. akashiwo и
увеличение содержания фотосинтетических пиг-
ментов на всем протяжении опыта. При воздей-
ствии Pb отмечено ингибирование роста водорос-
ли и снижение содержания фотосинтетических
пигментов к концу опыта. В тоже время показате-
ли прямого и бокового светорассеяния, флуорес-
ценции хлорофилла а в большинстве эксперимен-
тальных случаев не отличались от контрольных.
Содержание АФК, в целом, увеличивалось при
воздействии тяжелых металлов. Резкое падение
содержания НЛ отмечено только при воздействии
кадмия, тогда как свинец приводил либо к неболь-
шому увеличению содержания НЛ, либо не оказы-
вал влияния на данный показатель.
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Изучено влияние обработки семян пшеницы суспензионной культурой клеток эндофитных бакте-
рий штамма Bacillus subtilis 26Д и линии B. subtilis 26Д+н, отселектированной по толерантности к
компонентам сырой нефти, на ростовые и биохимические характеристики растений пшеницы Trit-
icum aestivum L. в условиях нефтяного загрязнения почвы. Показано, что инокуляция семян линией
B. subtilis 26Д+н стимулировала у проростков рост и подавляла развитие окислительного стресса в
условиях воздействия на растения нефтяного загрязнения в сравнении с контролем и растениями,
инокулированными штаммом B. subtilis 26Д. Соответственно, бактерии B. subtilis 26Д+н способство-
вали более успешному росту растений пшеницы на загрязненных нефтью почвах, что может быть
использовано для стимуляции роста растений на таких участках, и для возврата ряда из них в хозяй-
ственный оборот.

Ключевые слова: пшеница, эндофитные бактерии B. subtilis 26Д, нефть, рост, пероксидаза, каталаза,
малоновый диальдегид, пролин, антистрессовый эффект
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ВВЕДЕНИЕ
В результате добычи, транспортировки и хра-

нения нефти и продуктов ее переработки окружа-
ющая среда часто подвергается загрязнению, что
является общей экологической проблемой [1–3].
Сырая нефть представляет собой сложную смесь
растворимых и нерастворимых в воде углеводоро-
дов (алканы, асфальтены, смолы, парафины, фе-
нолы и др.), тяжелых металлов и других токсиче-
ских соединений. Нефтяное загрязнение почвы
как антропогенный поллютант значительно замед-
ляет рост и развитие растений, а при длительном
воздействии приводит к их гибели. Ингибирова-
ние роста может быть результатом прямого токси-
ческого действия нефти на всхожесть семян вслед-
ствие проникновения нефти в семена и поврежде-
ния зародыша. Углеводородная составляющая
нефти, покрывая семена, препятствует поглоще-
нию ими воды и кислорода, необходимых для про-
растания. Кроме того, при нефтяном загрязнении
почвы происходит ингибирование бактериального
разложения органического вещества и связанной с
этим реминерализации питательных веществ ток-
сичными компонентами, что приводит к измене-
нию соотношения углерод/азот (C/N), дефициту

азота [1, 4] и, как следствие, к ингибированию ро-
ста растений, уменьшению их надземной биомас-
сы и многократному снижению продуктивности
[1–3].

Компоненты сырой нефти могут проникать в
живые растения через их корни и листья, откуда
могут транспортироваться в сосудистую систему
растений и межклеточные пространства, что при-
водит к повреждению клеток и тканей [4, 5]. При
нефтяном загрязнении происходит пожелтение и
отмирание листьев, снижается скорость фото-
синтеза и содержание хлорофилла в растениях.
Повреждение клеток, возникающее в результате
проникновения токсических компонентов нефти,
может быть основной причиной ингибирования
фотосинтеза, так как углеводороды имеют тенден-
цию накапливаться в хлоропластах, что объясняет
снижение фотосинтетической активности. Ско-
рость фотосинтеза и степень повреждения фото-
синтетической системы растений зависят от типа
и концентрации нефти [5]. К заметным симпто-
мам, наблюдаемым у растений, произрастающих
на загрязненной нефтью почве, относятся также
снижение активности ферментов, метаболизиру-
ющих крахмал, и снижение содержания общих
углеводов, белков и аминокислот [1–4].Сокращения: ПО – пероксидаза, КАТ – каталаза.
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КУРАМШИНА и др.

Наиболее опасным нарушением, возникаю-
щим в результате воздействия нефти на растения,
является окислительный стресс, приводящий к
образованию в клетках АФК с высокой окисли-
тельной способностью. С одной стороны, углево-
дороды в растениях уменьшают транспирацию
растений, а с другой – нарушают их дыхание, ко-
торое в зависимости от вида растения может либо
уменьшаться, либо усиливаться [1]. АФК, накап-
ливаясь в растительных тканях, разрушают кле-
точно-мембранные комплексы, нарушают транс-
портные процессы и внутриклеточные реакции, тем
самым ингибируя ростовую активность. Однако,
растения могут использовать АФК и в качестве
вторичного мессенджера во многих каскадах пе-
редачи сигналов. По этим причинам антиокси-
дантная система защиты растений играет решаю-
щую роль в контроле продолжительности жизни
сигналов АФК и предотвращении неконтролиру-
емого окисления [1].

Показано, что при загрязнении окружающей
среды нефтью у растений возникают те же эффек-
ты, что и при действии абиотических факторов, в
частности, при повышении температуры, засухе,
засолении и др. [1]. Как известно, негативные по-
следствия абиотических стрессов, в том числе и
нефтяного загрязнения, могут быть успешно пре-
одолены ростостимулирующими бактериями [6, 7].
Большинство таких бактерий обладают способ-
ностью улучшать рост и повышать продуктив-
ность культурных растений благодаря активации
синтеза в растительных клетках аминокислот и
фитогормонов, фиксации азота, а также увеличе-
нию доступного количества минеральных веществ
[7, 8]. При засухе или солевом стрессе эндофиты
растений могут регулировать накопление осмоли-
тов (совместимых растворенных веществ), таких
как пролин и сахара, и индуцировать экспрессию
связанных со стрессом генов и ферментов для того,
чтобы уменьшить окислительное повреждение и
позволить растениям противостоять абиотиче-
ским стрессам [7–11].

Важным фактором эффективности примене-
ния ростостимулирующих бактерий является их
способность повышать устойчивость растений к
токсиканту [2, 5–8]. В связи с этим целью работы
являлось изучение влияния эндофитных штаммов
бактерий B. subtilis 26Д (коллекция ВНИИСХМ,
Пушкин-8, г. Санкт-Петербург, №128) и бакте-
рий B. subtilis 26Д+н, обладающих толерантностью
к нефти, на устойчивость растений Triticum aes-
tivum L. к нефтяному загрязнению почвы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектами исследо-

вания служили растения пшеницы (Triticum aes-
tivum L., сорт Омская 35). Эксперименты прово-
дили в лабораторных условиях. Семена перед по-

севом промывали в мыльной воде, стерилизовали
96% этанолом в течение 1 мин, трижды ополаски-
вали в дистиллированной воде, подсушивали.

В экспериментах использовали бактерии B. sub-
tilis штамма 26Д (коллекция ВНИИСХМ, Пуш-
кин-8, г. Санкт-Петербург, №128) и полученные
путем селекции на высоких концентрациях неф-
ти линии B. subtilis 26Д+н. Для отбора толерантных
к нефтяному загрязнению линии бактерии B. sub-
tilis 26Д культивировали на чашках Петри на ми-
неральной среде М9, содержащий градиент кон-
центраций нефти (Царичанское месторождение,
г. Оренбург) в чашке Петри от 1 до 100 г/л. Хими-
ческий состав образца нефти из отмеченного ме-
сторождения описан в работе [12]. Для формиро-
вания градиента нефти предварительно готовили
питательные среды М9 с разной концентрацией
нефти (1, 10, 50, 100 г/л), которые после автокла-
вирования (при +120°С и 1.1 атм) разливали в
чашки Петри (диаметр 22 см). Затем, после засты-
вания агаризованной среды, в ламинарном боксе
ее разрезали на полоски и раскладывали на чашки
Петри таким образом, чтобы среды, содержащие
низкие концентрации нефти, были по краям
чашки, а среды с более высокими концентраци-
ями располагались внутри (1:10:50:100:50:10:1).
Бактерии высаживали первоначально на среду с
самой низкой концентрацией нефти (1 г/л). По
мере роста колоний наблюдали появление коло-
ний на среде с более высокими концентрациями
поллютанта [13]. Со среды, содержащей нефть из
расчета 100 мл/л, отбирали колонии бактерий,
названные B. subtilis 26Д+н.

Семена обрабатывали в ламинарном боксе 20-
часовой культурой бактерий, выращенной на ми-
неральной среде М9 при +37°С. Клетки бактерий
отмывали раствором 0.001М KCl. Суспензию клеток
доводили до необходимой концентрации (106 кл/мл)
по оптической плотности. Расход бактериальной
суспензии составлял 20 мкл на 1 г семян. Обрабо-
танные семена выдерживали в течение одного часа,
затем использовали в экспериментах. Контрольные
семена обрабатывали дистиллированной водой.
Инокулированные и неинокулированные бакте-
риями семена выращивали в вегетационных сосу-
дах (40 × 20 см) при температуре 18–20°С при искус-
ственной равномерной освещенности (среднесу-
точный световой интеграл 200–250 мкмоль/ (м2 с)) и
16-часовом фотопериоде на субстратах, загряз-
ненных разными концентрациями сырой нефти
из расчета 1, 10, 50 г в 1 кг почвы. В качестве суб-
страта для выращивания растений использовали
чернозем выщелоченный (верхний гумусовый
слой). Контрольные растения высаживали в поч-
ву без нефтяного загрязнения. После посева семян
пшеницы в почву поливали ее дистиллированной
водой. Через 25 сут измеряли ростовые характери-
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стики и отбирали надземную часть проростков для
биохимического анализа.

Получение экстрактов из растительных тканей.
Надземную часть растений промывали в дистил-
лированной воде, удаляли избыток воды филь-
тровальной бумагой, взвешивали. Растительный
материал гомогенизировали в 0.1 М К-фосфат-
ном буфере pH 6.0 (при определении пероксида-
зы) или в Трис-содержащем буфере pH 7.8 (при
определении каталазы и малонового альдегида) в
соотношении навеска (г): экстрагент (мл) – 1 : 10,
центрифугировали 10 мин при 3500 g (СМ-50,
“Elmi”, Латвия). Надосадочную жидкость цен-
трифугировали еще 10 мин при 8000 g и использо-
вали для определения активности ферментов и
уровня малонового диальдегида.

Определение активности ферментов и содержания
малонового диальдегида. Активность пероксидазы
(ПО) определяли микрометодом в 96-луночных
планшетах (“Nunc”, США) по окислению (о-)фе-
нилендиамина в присутствии Н2О2 [14]. Оптиче-
скую плотность измеряли при длине волны 490 нм
на спектрофотометре Benchmark Microplate Read-
er (“BioRad”, США). Активность ПО выражали в
оптических ед./(мг белка мин), что соответство-
вало количеству окисленного субстрата, вызыва-
ющего увеличение оптической плотности за 1 мин.
Активность каталазы (КАТ) определяли в 96-лу-
ночных планшетах по методу, основанному на
способности Н2О2 образовывать с солями молиб-
деновой кислоты стойкий окрашенный комплекс
[14]. Для этого в лунки планшета к 150 мкл 0.03%
раствора Н2О2 добавляли 20 мкл супернатанта.
Контрольная проба содержала 150 мкл воды. Ре-
акцию останавливали добавлением 75 мкл 4%
раствора молибдата аммония через 1 мин. Опти-
ческую плотность измеряли при длине волны 405 нм
на спектрофотометре Benchmark Microplate Read-
er (“BioRad”, США). Активность каталазы КАТ
рассчитывали с использованием калибровочной
кривой и выражали в мкмоль Н2О2/(мг сырой мас-
сы мин). Содержание белка определяли по методу
Бредфорд [15].

Содержание малонового диальдегида (МДА)
измеряли, используя метод Costa с соавт. [16], ос-
нованный на образовании окрашенного ком-
плекса между МДА и тиобарбитуровой кислотой
при нагревании. Измерение оптической плотно-
сти окрашенных растворов проводили на спек-
трофотометре Unico 2800 (“United products and
Instruments”, США) при длине волны 532 нм.

Определение содержания свободного пролина.
Экстракцию и определение свободного пролина
проводили по модифицированной методике
Г.Н. Шихалеевой с соавт. [17], используя кислый
нингидриновый реактив, приготовленный без
нагревания: 1.25 г нингидрина (“Acros organics”,
Бельгия) растворяли в 30 мл ледяной уксусной

кислоты и 20 мл 6 М раствора H3PO4. Навеску све-
жей листовой пластины (200 мг) заливали 20 мл ки-
пящей дистиллированной воды и выдерживали
10 мин на водяной бане при температуре 100°С.
Затем в пробирку добавляли 2 мл ледяной уксусной
кислоты, 2 мл нингидринового реактива и 2 мл при-
готовленного экстракта. Пробы инкубировали
20 мин на водяной бане при температуре 100°С,
после чего быстро охлаждали до комнатной тем-
пературы на льду. Измеряли оптическую плот-
ность продуктов реакции при длине волны 520 нм.
Содержание пролина рассчитывали с помощью
калибровочной кривой, используя в качестве
стандарта пролин компании “Sigma” (США) [17].

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов осуществляли с
помощью стандартных программ пакета Micro-
soft Office, данные представлены в виде среднего
значения ± стандартное отклонение. Все экспе-
рименты проводили в трех биологических по-
вторностях. Достоверность различий между сред-
ними определяли по критерию Стьюдента при
уровне значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние нефти на рост растений. Выявлено, что
нефтяное загрязнение почвы приводило к инги-
бированию роста проростков пшеницы, который
положительно зависел от концентрации нефти.
Чем выше была концентрация нефти в почве, тем
выше был токсический эффект. Так, у неиноку-
лированных бактериями растений пшеницы дли-
на надземной части при росте их в почве, загряз-
ненной нефтью 1, 10, 50 г/кг была меньше на 7.3,
10.4 и 18.7%, соответственно, по сравнению с рас-
тениями, выросшими без нефти (табл. 1).

При отсутствии стресс-фактора инокуляция
семян суспензией клеток штамма B. subtilis 26Д, а
также линии B. subtilis 26Д+н, толерантной к нефти,
способствовала усилению ростовых характеристик
проростков пшеницы на 10.0 и 14.9%, соответствен-
но, по сравнению с неинокулированными растени-
ями. Эти данные подтверждают ранее полученные
результаты, где была обнаружена стимулирующая
рост растений активность этого штамма бактерии
B. subtilis 26Д [18].

Интересные результаты получены при анализе
влияния бактерий на формирование стресс-толе-
рантности растений пшеницы в отношении неф-
тяного загрязнения почвы. В условиях имитации
нефтяного загрязнения у обработанных бактери-
ями B. subtilis 26Д и B. subtilis 26Д+н растений дли-
на надземной части была больше, чем у необрабо-
танных растений при концентрациях нефти 1, 10,
50 г/кг на 15.3, 12.4, 14.5% и на 18.7, 18.2, 26.4%,
соответственно.
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Загрязнение почвы нефтью в концентрации
1 г/кг стимулировало рост корней как инокули-
рованных, так и неинокулированных проростков
пшеницы на фоне ингибирования роста надземной
части. Высокий уровень нефтяного загрязнения (10
или 50 г нефти на кг почвы) приводил к ингиби-
рованию длины корней необработанных бакте-
риями растений на 19.7 и 46.9%, соответственно,
в сравнении с растениями, выросшими в почве
без нефти. Анализ длины корней, находящихся в
непосредственном контакте с загрязненной поч-
вой, показал, что инокуляция семян бактериями
снижала токсический эффект поллютанта.

При отсутствии нефти в почве у растений пше-
ницы, обработанных бактериями исходного штам-
ма B. subtilis 26Д, длина корней была больше, чем
у необработанных, на 7.5%, а при обработке се-
мян линией B. subtilis 26Д+н – на 15.1%. У расте-
ний, обработанных суспензией клеток штамма
B. subtilis 26Д и линией B. subtilis 26Д+н, длина кор-
ней проростков при концентрациях нефти 1, 10,
50 г/кг почвы была больше на 20.5, 13.2, 45.7% и
30.8, 56.6, 77.1%, соответственно, в сравнении с
необработанными растениями, выросшими при
тех же условиях.

Таким образом, отселектированная на толерант-
ность к нефти линия бактерий B. subtilis 26Д+н фор-
мировала у растений пшеницы более высокий уро-
вень устойчивости к загрязнению почвы нефтью в
сравнении с исходным штаммом B. subtilis 26Д.

Влияние нефтяного загрязнения почвы на актив-
ность про-/антиоксидантных ферментов и уровень
МДА в растениях пшеницы. При имитации нефтя-
ного загрязнения почвы активность КАТ в про-
ростках пшеницы, обработанных бактериями,
достоверно не отличалась от показателей неиноку-

лированных растений. В то же время, активность
ПО в тканях побегов растений, обработанных эндо-
фитом B. subtilis 26Д и растущих при отсутствии
стресс-фактора, была выше на 4%. Интересно,
что активность ПО в растениях, инокулированных
линией бактерий B. subtilis 26Д+н, достоверно не
отличалась от этого показателя у контрольных
растений (табл. 2).

У растений, неинокулированных бактериями,
при росте в почве с нефтью наблюдали повыше-
ние активности ПО. Так, при концентрациях
нефти 1, 10, 50 г/кг почвы активность ПО в над-
земной части растений была выше на 2.0, 9.5 и
11.5%, соответственно, по сравнению с растениями,
растущими без нефти, что предполагает стрессовое
воздействие поллютанта на растения. У растений,
обработанных B. subtilis 26Д и растущих в почве с
нефтью, активность пероксидазы была ниже или
не отличалась от неинокулированных растений,
растущих без токсиканта. У растений, обработан-
ных линией бактерий B. subtilis 26Д+н, активность
пероксидазы при низких концентрациях нефти
была выше, а при высоких – ниже, чем у неиноку-
лированных растений, растущих без нефти (табл. 2).

Накопление МДА в тканях растений является
одним из маркерных показателей развития стрес-
сового воздействия [18, 19]. Как и следовало ожи-
дать, при нефтяном загрязнении почвы в тканях
проростков пшеницы уровень МДА повышался
как в необработанных, так и в инокулированных
бактериями растениях по сравнению с такими
показателями в нормальных условиях. Вместе с тем,
содержание МДА в побегах растений при нефтя-
ном загрязнении (50 г/кг почвы), инокулированных
B. subtilis 26Д и линией бактерий B. subtilis 26Д+н, бы-
ло, соответственно, на 16.7 и 43.5% ниже, чем у

Таблица 1. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на морфометрические показатели растений
пшеницы сорта Омская 35 при разной концентрации нефти в почве

Примечание. * Различия между показателями инокулированных и неинокулированных бактериями растений достоверны
при Р ≤ 0.05.

Концентрация нефти, 
г/кг почвы

Вариант инокуляции

Без инокуляции B. subtilis 26Д B. subtilis 26Д+н

Длина надземной части, см
0 28.8 ± 2.0 31.7 ± 2.7 33.1 ± 1.5
1 26.7 ± 2.6 30.8 ± 1.4* 31.7 ± 1.9*

10 25.8 ± 1.7 29.0 ± 1.1* 30.5 ± 2.5*
50 23.4 ± 2.1 26.8 ± 2.0* 29.6 ± 2.0*

Длина корней, см
0 6.6 ± 0.4 7.1 ± 0.5* 7.6 ± 0.7*
1 6.8 ± 0.6 8.2 ± 0.1* 8.9 ± 0.1*

10 5.3 ± 0.4 6.0 ± 0.1* 8.3 ± 0.2*
50 3.5 ± 0.1 5.1 ± 0.1* 6.2 ± 0.1*



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

ПОВЫШЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ ПШЕНИЦЫ К НЕФТЯНОМУ ЗАГРЯЗНЕНИЮ 683

неинокулированных растений при той же кон-
центрации нефти. Пониженное содержание МДА
в тканях растений, инокулированных эндофитами,
по сравнению с неинокулированными эндофитом
опытными растениями предполагает снижение
стрессового воздействия на растения с участием
бактериальных клеток.

Влияние нефтяного загрязнения почвы на уро-
вень пролина в проростках. Известно, что пролин
является одной из важных аминокислот, накоп-
ление которой сопровождается процессом адап-
тации растений к стрессовому фактору [19, 20].
Соответственно, как видно из таблицы 3, содер-
жание пролина в проростках растений пшеницы,
инокулированных клетками B. subtilis штамма
26Д или линией бактерий B. subtilis 26Д+н, было
больше в сравнении с неинокулированными про-
ростками (табл. 3). В условиях нефтяного загряз-
нения содержание пролина в тканях растений
увеличивалось по мере возрастания концентра-
ции поллютанта в почве (табл. 3). У необработан-
ных бактериями растений при концентрации нефти
1, 10, 50 г/кг почвы содержание пролина повыша-
лось на 33.0, 53.7, 80.5%, соответственно, по сравне-
нию с растениями, растущими без нефти. У обрабо-
танных клетками B. subtilis 26Д растений уровень
пролина повышался так же, как и у неинокулиро-
ванных, однако показатели пролина при концен-
трации нефти 1, 10, 50 г/кг почвы были выше у

инокулированных растений на 46.8, 76.6, 63.0%,
соответственно, чем у неинокулированных при
тех же условиях. У растений, обработанных лини-
ей бактерий B. subtilis 26Д+н, уровень пролина по-
вышался, и при концентрациях нефти в почве 1,
10, 50 г/кг был выше на 40.7, 83.9, 87.0%, соответ-
ственно, в сравнении с неинокулированными
растениями при тех же условиях.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как известно, небольшие концентрации неф-
тепродуктов в почве не оказывают сильного нега-
тивного влияния на растения [1, 21–27]. Напри-
мер, при низкой концентрации сырой нефти в
почве (1 г/кг) наблюдали даже стимуляцию роста
корней как у растений, инокулированных бакте-
риями B. subtilis штамма 26Д, так и у растений,
инокулированных бактериями штамма B. subtilis
26Д+н. Предполагается, что такой стимулирую-
щий эффект на растения низких концентраций
нефтепродуктов, отмеченный нами в этой работе
и рядом исследователей [1, 21–27], может быть
связан с деградацией углеводородов бактериями
и высвобождением питательных веществ из нефти.

Содержание нефтепродуктов более 1 кг/м2 мо-
жет привести к гибели растений [21–27]. Полагают,
что такой эффект обусловлен анаэробными, гид-
рофобными условиями, создаваемыми загрязня-

Таблица 2. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на активность каталазы и пероксидазы, содер-
жание МДА в надземной части пшеницы в условиях нефтяного загрязнения почвы

Примечание. * Различия между показателями инокулированных и неинокулированных бактериями растений достоверны
при Р ≤ 0.05.

Вариант инокуляции
Активность каталазы, мкМ 

Н2О2/(мг сырой массы мин)
Активность пероксидазы, 

оптических ед./(мг белка мин)
Содержание МДА, 

мкмоль/г сырого веса

Без нефти (0 г/кг почвы)
Без инокуляции 350.0 ± 29.1 25.2 ± 0.8 17.4 ± 0.4
B. subtilis 26Д 335.3 ± 14.5* 26.2 ± 0.9 20.9 ± 0.5*

B. subtilis 26Д+н 335.3 ± 13.5* 25.2 ± 0.6 22.5 ± 0.6*
Нефть (1 г/кг почвы)

Без инокуляции 335.3 ± 11.2 27.2 ± 0.3 20.0 ± 0.6
B. subtilis 26Д 350.0 ± 28.0* 26.6 ± 0.6 25.8 ± 0.8*

B. subtilis 26Д+н 335.3 ± 10.6 26.8 ± 0.2 23.5 ± 0.7*
Нефть (10 г/кг почвы)

Контроль 335.3 ± 10.2 27.4 ± 0.3 29.0 ± 0.9
B. subtilis 26Д 350.0 ± 2 0.1* 25.7 ± 0.5* 36.4 ± 1.0*

B. subtilis 26Д+н 335.3 ± 10.4 25.3 ± 0.6* 25.4 ± 0.8*
Нефть (50 г/кг почвы)

Без инокуляции 350.0 ± 20.1 27.9 ± 1.1 51.9 ± 1.3
B. subtilis 26Д 320.7 ± 13.1* 25.5 ± 1.0* 43.2 ± 1.1*

B. subtilis 26Д+н 320.7 ± 12.2* 23.6 ± 0.8* 29.3 ± 0.7*



684

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

КУРАМШИНА и др.

ющими веществами. Сильное загрязнение почвы
нефтепродуктами может привести к обширной
деградации растительного покрова вплоть до его
полного исчезновения [21–29]. Поверхностное
загрязнение почвы не только ограничивает или
ухудшает условия роста растений, но и снижает
ценность, технологическую и пищевую пригод-
ность урожая растений [21–25]. Действительно, и
в нашей работе мы наблюдали подавление росто-
вых характеристик растений пшеницы на почвах,
загрязненных сырой нефтью.

В связи с формированием адаптивных свойств
растений к активно меняющимся условиям окружа-
ющей среды, в том числе и антропогенного характе-
ра, в последние десятилетия большое внимание
стали уделять роли микроорганизмов, формиру-
ющих с растениями симбиотические и эндофитные
взаимоотношения. Эти растительно-микробные
ассоциации благоприятны для обоих партнеров и
способствуют экологическому балансу между ни-
ми. Использование бактерий, способных стиму-
лировать рост растений и разлагать углеводороды
нефти, имеет важные преимущества для растений
в таких неблагоприятных условиях [24]. Эндофи-
ты, как известно, обитают в тканях растений без
какого-либо заметного вредного воздействия на
своего хозяина, и многочисленные исследования
доказывают их фитоадаптивный потенциал [18,
19, 24, 29]. Вследствие способности стимулиро-
вать ростовые показатели растений, они способ-
ствуют лучшей адаптации хозяина к стрессовым
факторам среды обитания; облегчают доступность
азота, фосфора и железа; вырабатывают фитогор-
моны и индуцируют защитный потенциал растений
[18, 19, 24, 27, 29]. Обнаружено, что эндофиты могут
непосредственно повышать толерантность расте-
ний к загрязняющим веществам, вырабатывая фер-
менты и биосурфактанты, а также другие метаболи-
ты, деградирующие и/или снижающие токсиче-
ский эффект поллютантов. Так, многие бактерии,
в том числе и эндофиты, способны разлагать ор-
ганические компоненты сырой нефти и нефте-
продуктов, например, дизельного топлива –

н-гексадекан, фенантрен, флуорен, нафталин,
тринитротолуол [3–7, 21–24, 30–33].

Наиболее важным механизмом стимулирова-
ния роста растений эндофитными бактериями, в
том числе и B. subtilis, является продукция ауксинов,
цитокининов [34], а также дезаминазы аминоцик-
лопропан-1-карбоновой кислоты (АСС-дезамина-
зы) [25–27]. Применение таких продуцирующих
биологически активные соединения штаммов
может способствовать улучшению пролиферации
и удлинению корней, что имеет решающее значе-
ние во время фиторемедиации, а также для роста
и развития важных с экономической точки зре-
ния сельскохозяйственных культур [2–4, 6, 7].

Следует отметить, что исходный штамм B. sub-
tilis 26Д и толерантная к сырой нефти линия бак-
терии B. subtilis 26Д+н проявляли антистрессовый
эффект на рост растений. При этом более высо-
кие показатели роста в условиях нефтяного за-
грязнения были у растений, инокулированных
бактериями B. subtilis 26Д+н, чем при инокуляции
исходным штаммом. Как отмечено выше, загряз-
нение почвы нефтепродуктами приводило к по-
давлению роста растений пшеницы. Вместе с тем,
бактерии способствовали лучшему состоянию
ростовых показателей инокулированных растений
в сравнении с неинокулированными. Вероятно,
приобретенная в результате роста бактерий на
среде с нефтепродуктами толерантность способ-
ствовала тому, что такая линия оказалась способ-
на лучше стимулировать определенные ростовые
характеристики растений в условиях нефтяного
загрязнения.

Известно, что стрессовые факторы приводят к
накоплению АФК, вызывающих окислительный
стресс, связанный с воздействием на молекуляр-
ные и клеточные структуры супероксид-анион
радикала, гидроксильного радикала, синглетного
кислорода, перекиси водорода и других соедине-
ний. Активация таких ферментов про-/антиокси-
дантной системы как пероксидаза и каталаза в
условиях развития стрессового фактора способ-
ствует уменьшению степени окислительного по-
вреждения [1, 3, 27, 29]. Вместе с тем, заметного

Таблица 3. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на содержание пролина (мкмоль/г сырой мас-
сы) в тканях надземной части растений пшеницы при разной концентрации нефти в почве

Примечание. * Различия между показателями инокулированных и неинокулированных бактериями растений достоверны
при Р ≤ 0.05.

Концентрация
нефти, г/кг почвы

Содержание пролина, мкмоль/г сырой массы

Без инокуляции B. subtilis 26Д B. subtilis 26Д+н

0 30.3 ± 2.3 51.2 ± 3.0* 53.0 ± 2.9*
1 40.3 ± 3.2 59.2 ± 2.7* 56.7 ± 2.6*

10 46.6 ± 2.4 82.3 ± 3.1* 85.7 ± 2.9*
50 54.7 ± 2.9 89.2 ± 2.9* 102.3 ± 3.2*
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изменения активности КАТ в условиях нефтяно-
го загрязнения не наблюдали в тканях растений
пшеницы, как неинокулированных бактериями,
так и инокулированных. В то же время, активность
ПО в растениях пшеницы, как было сказано вы-
ше, повышалась с ростом концентрации нефти
только у неинокулированных бактериями расте-
ний. У инокулированных бактериями штамма
B. subtilis 26Д растений этот показатель, так же
как и каталаза, практически не изменялся, за ис-
ключением растений, которые росли при низких
концентрациях нефти. Известно также, что при
действии слабой и средней степени абиотических
стрессов активность антиоксидантных систем
повышается, а при дальнейшем увеличении силы
стресса наблюдается уменьшение активности за-
щитных ферментов [19–21, 24].

Содержание МДА, являющегося конечным
продуктом перекисного окисления липидов кле-
точных мембран и одним из важных признаков их
повреждения при действии стресса, в отсутствие
инокуляции семян увеличивалось в тканях побе-
гов растений с повышением концентрации нефти
в почве. При этом инокуляция семян этих растений
клетками как бактерий B. subtilis, так устойчивыми к
нефти бактериями способствовала снижению уров-
ня МДА в сравнении с необработанными растени-
ями, подвергнутыми действию стресса. У расте-
ний, обработанных линией бактерий B. subtilis
26Д+н, уровень МДА был значительно ниже, чем у
растений, обработанных обычным штаммом.

Известно, что пролин участвует в стабилизации
белков, мембран и субклеточных структур при дей-
ствии стрессов и может служить фактором умень-
шения уровня АФК, что позволяет растениям
противостоять различным негативным факторам
[19, 20]. Наши исследования показали, что под
влиянием бактерий накопление пролина в ино-
кулированных растениях происходило больше,
чем у неинокулированных. Обработка семян рас-
тений линией бактерий B. subtilis 26Д+н увеличи-
вала уровень пролина в тканях побегов почти в
два раза в сравнении с вариантом инокуляции се-
мян обычным диким штаммом.

Ризосферные микроорганизмы, ассоцииро-
ванные с растениями и улучшающие их рост,
синтезируют ряд внеклеточных метаболитов, в
том числе биосурфактантов, представляющих со-
бой биоразлагаемые, нетоксичные и не накаплива-
ющиеся в окружающей среде поверхностно-актив-
ные соединения [30–34]. За счет выработки таких
соединений бактерии характеризуются способ-
ностью снижать токсичность почвы, удаляя (де-
градируя или сорбируя) загрязняющие вещества.
Биосурфактанты повышают биодоступность гид-
рофобных органических соединений, что делает
их хорошим средством для очистки окружающей
среды и восстановления ее экологической состав-

ляющей. Они могут эмульгировать жидкие загряз-
нители неводной фазы или повышать их раствори-
мость. Эти особенности способствуют выносу за-
грязняющих веществ из твердой фазы и позволяют
микроорганизмам, адсорбированным на почвен-
ных частицах, получить доступ к молекуле пол-
лютанта [30–34]. Бактерии штамма B. subtilis 26Д,
как известно [32], вырабатывают сурфактин, кото-
рый наиболее эффективно снижает поверхностное
натяжение жидкостей даже в неблагоприятных экс-
тремальных условиях [35]. Доказано, что B. subtilis
26Д является источником двух изоформ сурфак-
тина (с длинами жирнокислотных цепей C13 и
C15) [32], с чем, вероятно и была связана повы-
шенная толерантность растений, инокулирован-
ных этим штаммом, к произрастанию на почвах,
загрязненных сырой нефтью. Можно полагать,
что способность эндофитных штаммов бактерий
продуцировать биосурфактанты, повышающие
биодоступность гидрофобных компонентов в почве
и их дальнейшую биодеградацию [30–34], является
одним из важных факторов, позволяющих фор-
мировать толерантность растений к нефтяному
загрязнению почвы.

Следует также отметить, что сурфактин вос-
принимается растением как элиситор и стимули-
рует защитные механизмы растений, индуцируя
экспрессию различных генов, кодирующих проти-
вомикробные соединения, регуляторы окислитель-
ного стресса и ферменты, участвующие в передаче
защитных сигналов [33, 36, 37]. Сурфактин, проду-
цируемый эндофитными штаммами, вероятно,
способствует росту растений и косвенно стиму-
лирует иммунитет растений, повышая устойчи-
вость растений-хозяев к стрессовому фактору.

Загрязнение почв сырой нефтью, кроме негатив-
ного токсического воздействия на растения, вызы-
вает развитие различных абиотических стрессовых
факторов (осмотический, солевой, анаэробный,
окислительный и др.) [1]. Ранее было показано,
что эндофитные бактерии B. subtilis 26Д способны
оказывать протекторный эффект на растения при
различных видах таких стрессов [19, 20, 29]. Соот-
ветственно, повышение устойчивости растений к
нефтяному загрязнению почвы при помощи эн-
дофитного штамма B. subtilis 26Д и, в особенно-
сти, толерантной к нефти линии B. subtilis 26Д+н

может быть обусловлено их комплексной биоло-
гической активностью.

Таким образом, наши исследования показали,
что почва, загрязненная нефтепродуктами, фито-
токсична для растений пшеницы. Инокуляция
семян растений линией B. subtilis 26Д снижает
развитие окислительного стресса в условиях воз-
действия на растения нефтяного загрязнения и
способствует стимуляции роста растений. Про-
текторный эффект эндофитного штамма B. subtilis
26Д+н по отношению к растениям пшеницы при
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действии на них сырой нефти может быть повышен
путем проведения “ускоренной селекции бакте-
рий” на толерантность к поллютантам, поступаю-
щим при нефтяном загрязнении. Эти свойства
эндофитного штамма B. subtilis 26Д+н могут обес-
печить многообещающие перспективы для их
применения в качестве потенциальных агентов
для биоремедиации окружающей среды, загрязнен-
ной углеводородами. Кроме того, способность био-
сурфактанта стимулировать рост растений может
быть использована для стимуляции роста расте-
ний на участках, загрязненных углеводородами, и
для возврата ряда из них в хозяйственный оборот.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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Исследованы фотосинтетические характеристики листьев липы (Tilia cordata L.) и березы (Betula
verrukosa L.), растущих вблизи городских магистралей г. Москвы (МКАД, Московская кольцевая
автодорога) с помощью одновременной регистрации индукционных кривых флуоресценции хлоро-
филла и редокс-состояния пигмента ФС I – Р700. У деревьев близ магистралей выявлено ухудшение
электронного транспорта на уровне пластохинонов (δRo) и снижение скорости восстановления
Р700+, несмотря на достаточно высокие показатели фотосинтетической эффективности (FV/FM). У ли-
стьев березы, растущих вдоль МКАД, выявлено снижение оттока электронов от ФС I и уменьшение ин-
тенсивности замедленной флуоресценции при 30 мс и 1 с, связанной со снижением электрической и хи-
мической составляющих электрохимического градиента протонов на фотосинтетических мембранах.
У растений около автомобильных магистралей отмечено повышение степени фотоингибирования
и замедление реакций восстановления фотосинтетической активности в темноте после прекраще-
ния фотоокислительного стресса, что подтверждает вероятное влияние неблагоприятных город-
ских условий на биосинтез белков реакционных центров ФС II. В качестве индикаторов состояния
деревьев в городской среде предложены следующие параметры флуоресценции: общий индекс про-
изводительности (PItotal) и квантовый выход восстановления акцепторов электрона на акцепторной
стороне ФС I (ϕRo).

Ключевые слова: Betula verrukosa, Tilia cordata, антропогенная нагрузка, загрязнения, флуоресцен-
ция хлорофилла, фотосистемы I и II
DOI: 10.31857/S0015330323600171, EDN: AZOVSM

ВВЕДЕНИЕ
Возрастающая загруженность городских маги-

стралей автомобильным транспортом ухудшает
состояние городской растительности. Зеленые
насаждения играют важную роль в ландшафте со-
временного города – увлажняют и очищают воз-
дух фитонцидами. Загрязнение воздуха и почвы
воздействует на состояние растений, что приво-
дит к ухудшению их фотосинтетических характе-
ристик [1–5].

Фотосинтетический аппарат растений пред-
ставляет собой сложноорганизованную систему, в
которой функционируют различные пигмент-бел-
ковые комплексы, белковые комплексы, перенос-
чики электронов и протонов [6]. Поглощенная
энергия пигментами антенных комплексов фото-
систем II (ФС II) и I (ФС I) используется для пе-
реноса электронов по фотосинтетической ЭТЦ
для образования НАДФН и АТФ, которые в даль-
нейшем участвуют в темновых реакциях фото-
синтеза.

Известно, что фотосинтетический аппарат рас-
тений чрезвычайно чувствителен к воздействию
экологических факторов, в том числе и антропоген-
ных [7]. В связи с этим фотосинтетический аппарат
городских насаждений может выступать в качестве
индикатора состояния городской среды. Наруше-

Сокращения: ЗФ – замедленная флуоресценция, МКАД –
Московская кольцевая автодорога, ABS – поглощение (ab-
sorption), MR – модулированное отражение (modulated re-
flection), RC – реакционный центр (reaction center), RE –
восстановление конечных акцепторов в ФС I (reduction of
end acceptors in PS I), PI – индекс производительности (per-
formance index).

УДК 581.1:577.355

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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ния в функционировании фотосинтетического ап-
парата могут быть выявлены с помощью различных
методов регистрации флуоресценции хлорофил-
ла [8, 9].

В настоящее время флуоресценция хлорофилла
широко используется для оценки активности фо-
тосинтетического аппарата растений и водорос-
лей [10]. Данный метод обладает высокой чув-
ствительностью, производительностью, а также
доступностью портативных приборов, которые
могут быть использованы непосредственно в поле-
вых условиях in situ, что очень важно для решения
различных экологических задач [11–14]. Флуо-
ресценцию хлорофилла обычно индуцируют ак-
тиничным насыщающим светом и определяют
значения – F0 (начальная флуоресценция) и FM
(максимальная флуоресценция), из которых рас-
считывают часто используемый параметр FV/FM –
максимальный квантовый выход первичной фо-
тохимической реакции в ФС II [8]. Регистрируя
индукционные кривые флуоресценции хлоро-
филла, можно получить информацию не только о
событиях, протекающих в ФС II, но и в ее окру-
жении [9, 15, 16]. Индукционная кривая флуорес-
ценции хлорофилла или OJIP-кривая отражает
последовательный переход фотосинтетической
ЭТЦ из окисленного (О, F0) в полностью восстанов-
ленное состояние (P, FM) через основные промежу-
точные стадии J и I. Начальная фаза OJ соответ-
ствует значительному восстановлению акцептор-
ной стороны ФС II, в то время как последующая
фаза JIP отражает последовательное восстановле-
ние пула пластохинонов (PQ) и переносчиков
электронов за пределами пула PQ [16]. Функцио-
нальное состояние ФС I оценивается путем реги-
страции отражения при 820 нм, которое связано с
окислительно-восстановительными переходами
P700, димера реакционного центра ФС I, и пла-
стоцианина, вовлеченного в перенос электрона
от цитохромного b6 f комплекса к ФС I [17]. По за-
медленной флуоресценции оценивается энерги-
зация тилакоидных мембран, т.е. светоиндуциро-
ванное образование мембранного потенциала и
трансмембранного градиента протонов (ΔpH) на
тилакоидных мембранах [7, 17].

Ранее исследователями изучались изменения
фотосинтетических характеристик по флуоресцен-
ции хлорофилла у растений вблизи транспортных
магистралей [1, 2, 18]. Несмотря на имеющиеся дан-
ные, которые в основном сосредоточены на иссле-
довании активности ФС II, отсутствуют данные о
характеристике процессов, протекающих в ФС I
и между фотосистемами, а также об уровне энер-
гизации мембран у таких деревьев вблизи транс-
портных магистралей.

Одним из факторов, влияющих на состояние
городских насаждений вдоль транспортных маги-
стралей, является повышенное содержание тяже-

лых металлов от автомобильного транспорта. Из-
вестно, что соли тяжелых металлов могут суще-
ственно нарушать процесс фотосинтеза растений
[19, 20]. Ранее мы проводили детальные исследо-
вания воздействия ряда тяжелых металлов на фо-
тосинтетические характеристики листьев высших
растений с помощью многофункционального
анализатора растений M-PEA-2 [21, 22]. В насто-
ящей работе представляло интерес сравнить эти
данные с результатами влияния загрязнений на
городские растения при регистрации флуорес-
ценции хлорофилла а на том же приборе М-РЕА-2.

Целью данной работы явилось изучение со-
стояния ФС II и ФС I и электрон-транспортных
процессов между фотосистемами, а также уровня
энергизации тилакоидных мембран листьев дре-
весных растений, произрастающих рядом с Мос-
ковской кольцевой автодорогой (МКАД), с помо-
щью одновременной регистрации индукционных
кривых быстрой и замедленной флуоресценции,
и регистрации модулированного отражения при
820 нм. Полученные данные позволили опреде-
лить мишени преимущественного воздействия
городских условий на первичные фотохимиче-
ские реакции фотосинтеза и выявить наиболее
чувствительные параметры флуоресценции хло-
рофилла а для экспресс-мониторинга физиоло-
гического состояния деревьев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования были вы-

браны листья деревьев липы мелколистной (Tilia
cordata L.) и березы бородавчатой (Betula verruko-
sa L.), растущих вдоль МКАД (5 м от дороги).
Географические координаты (широта, долгота)
местопроизрастания исследуемых деревьев: ли-
па – (55.593747, 37.521393)–(55.594400, 37.518640);
береза – (55.593814, 37.518609)–(55.594303, 37.516385).
Контролем были выбраны деревья из Ясеневского
лесопарка: липовая аллея – (55.597832, 37.515994)–
(55.597276, 37.516877); березовая аллея – (55.597184,
37.516734)–(55.597748, 37.515822). Измерения
проводили на адаксиальной стороне листьев од-
нолетних побегов ветвей нижнего яруса с юго-во-
сточной части деревьев примерно одного возраста.
Листья без видимых пожелтений и повреждений
отбирались в ранние утренние часы. Исследовали
по 5 деревьев вдоль МКАД и из парка. Перед из-
мерениями листья адаптировали к темноте в те-
чение 30 мин. Все измерения проводили не менее
чем в пяти повторностях. На рисунках представ-
лены усредненные данные 10 образцов.

Флуоресценцию хлорофилла а и кинетику от-
ражения при 820 нм регистрировали с помощью
многофункционального анализатора растений
М-РЕА-2 (Hansatech Instruments Ltd., Велико-
британия) [17, 21–24]. Возбуждали флуоресцен-
цию красным актиничным светом (λ = 625 нм) с
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плотностью потока фотосинтетических фотонов
(PPFD) 3000 мкмоль фотонов/(м2 с) в течение 60 с.

Индукционные кривые быстрой флуоресцен-
ции (OJIP-кривые) анализировали с помощью
JIP-теста [23]. Данный тест описывает и обобщает
события, связанные с поглощением (ABS), захватом
энергии реакционным центром (TR), переносом
электронов от  к межсистемным электронным
акцепторам (ET), восстановлением конечных ак-
цепторов электронов в ФС I (RE) и диссипацией
энергии (Dl). Все эти события выражаются в виде
квантовых выходов (yields) и вероятностей (prob-

AQ−

abilities), специфических потоков энергии (на ре-
акционный центр, RC) и показателей производи-
тельности (PI). В JIP-тесте используются следую-
щие значения интенсивности флуоресценции:
при 20 мкс (F0), 2 мс (FJ), 30 мс (FI) а также FM
(максимальная интенсивность флуоресценции).
В таблице 1 приведен список используемых пара-
метров флуоресценции JIP-теста и краткие пояс-
нения.

Индукционные кривые замедленной флуорес-
ценции (ЗФ) регистрировали во время коротких
прерываний актиничного света [23]. В нашем ис-
следовании динамика ЗФ отражает изменения

Таблица 1. Описание и формулы параметров флуоресценции, полученных из OJIP-кривых с помощью JIP-теста [23]

Формулы параметров 
флуоресценции Описание параметров флуоресценции

F0 Минимальная интенсивность флуоресценции, когда все
реакционные центры ФС II открыты

FM = FP Максимальная (= максимально возможная) флуоресценция во время 
пика P, когда все реакционные центры ФС II закрыты

FV = FM – F0 Максимальная переменная флуоресценция
VJ = (FJ – F0)/FV Относительная переменная флуоресценция на J-этапе
VI = (FI – FJ)/FV Относительная переменная флуоресценция на I-этапе
M0 = 4(F270 μs – F20 μs)/FV Усредненная величина начального наклона (в мс–1) относительной 

переменной флуоресценции хлорофилла а, V = f(t)
ψEo = 1 − VJ Вероятность транспорта электронов за пределы  (при t = 0), то есть 

эффективность, с которой экситон, захваченный RC, движет электрон 

по цепочке после 
δRo = (1 – VI)(1 – VJ) Вероятность, с которой электрон от переносчиков между двумя фотоси-

стемами восстанавливает крайние акцепторы электрона на акцепторной 
стороне ФС I

ϕPo (= FV/FM) = (FM – F0)/FM Максимальный квантовый выход первичной фотохимической реакции 
(при t = 0), который указывает на вероятность захвата энергии поглощен-
ных фотонов RC ФС II.

ϕEo = ϕPoψEo Квантовый выход переноса электронов от 
ϕRo = (1 – ϕPo)(1 – VI) Квантовый выход восстановления крайних акцепторов электрона на 

акцепторной стороне ФС I
ABS/RC = M0(1/VJ)(1/ϕPo) Поток энергии, поглощаемой одним активным RC
TRo/RC = M0(1/VJ) Поток энергии возбуждения, улавливаемой одним активным RC

(приводящий к восстановлению QA)
ETo/RC = M0(1/VJ)ψEo Поток электронов, переносимых через один активный RC (далее )
REo/RC = M0(1/VJ)(1 – VI) Поток электронов, переносимых через один активный RC и восстанавли-

вающих крайние акцепторы на акцепторной стороне ФС I
DIо/RC = (ABS/RC) – (TRo/RC) Общее количество энергии, рассеиваемой одним RC
PIABS = (RC/ABS)(ϕPo/(1 – ϕPo) × 
(ψEo/(1 – ψEo)

Индекс производительности – показатель функциональной активности 
ФС II, отнесенный к поглощаемой энергии

PItotal = PIABS(δRo/(1 – δRo)) Общий индекс производительности – показатель функциональной 
активности ФС II, ФС I и цепи переноса электронов между ними

AQ−

AQ−

AQ−

AQ−
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интенсивности свечения в диапазоне 0.1–0.9 мс в
интервалах между импульсами актиничного све-
та. Кинетика ЗФ характеризуется быстрой фазой
с основным пиком I1, вторым пиком (“плечом”)
I2 и промежуточным перегибом D2 между ними, и
медленной фазой, включающей несколько мак-
симумов и минимумов [17].

Кинетика модулированного отражения (MR –
modulated reflection) при 820 нм (индукция MR)
отражает изменения окислительно-восстанови-
тельных состояний Р700 и пластоцианина, вклад
которых в сигнал составляет примерно 70 и 30%,
соответственно. В нашем исследовании, MR сиг-
нал нормировали на первое достоверное значе-
ние MR при 0.7 мс [23].

Для анализа и обработки полученных данных
использовали пакеты программ OriginPro 2018 и
Statistica 10. Средние значения и стандартные от-
клонения были рассчитаны для каждого показа-
теля.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлены индукционные кривые
быстрой флуоресценции (OJIP-кривые) листьев
березы и липы из парка (контроль) и растущих
вдоль МКАД.

Поскольку нас интересовали изменения на
определенных участках ЭТЦ, индукционные кри-
вые были нормированы на переменную флуорес-
ценцию FV и представлены в виде Vt = (Ft – F0)/FV,
что позволило оценить изменения в отдельных
фазах OJIP-кривых и соответственно выявить изме-
нения на конкретных участках ЭТЦ. У контрольных
деревьев, растущих в экологически благоприятных
условиях, наблюдали типичные OJIP-кривые, кото-
рые описаны в литературе [9]. Изменения во время
фазы O-J определяются светоиндуцированным
восстановлением QA. Начальный уровень О соот-
ветствует интенсивности флуоресценции хлоро-
филла (F0) при “открытых” RC ФС II, когда все
QA окислены. Дальнейшая фаза J-I-P отражает

последующее накопление восстановленного ,
обусловленное восстановлением QB и пула пла-
стохинонов [9, 15, 16]. У листьев деревьев, расту-
щих вдоль МКАД, форма индукционных кривых
несколько отличалась от контрольных деревьев,
главным образом, на уровнях J и I (рис. 1). У ли-
стьев деревьев вблизи магистралей наблюдали
рост амплитуд фаз O-J (VJ) и O-I (VI) по сравне-
нию с контрольными деревьями, обусловленный
накоплением QB-невосстанавливающих центров
в ФС II и снижением электронного транспорта на
уровне пластохинонов (рис. 2). При этом у березы
выявлен более выраженный рост VI по сравнению
с липой.

AQ−

Поскольку были выбраны деревья без види-
мых повреждений листьев, анализ индукционных
кривых с помощью JIP-теста показал, что макси-
мальный квантовый выход первичных фотохими-
ческих реакций FV/FM (=ϕPo) у листьев деревьев
вблизи МКАД находился на достаточно высоком
уровне 0.78–0.81 (рис. 2). Однако параметры, свя-
занные с электронным транспортом, у деревьев,
растущих вдоль МКАД, отличались от таковых у
контрольных деревьев. Так, значимые изменения

Рис. 1. Индукционные кривые быстрой флуоресцен-
ции (OJIP) листьев деревьев березы B. verrukosa (а) и
липы T. cordata (б) из парка (контроль ) и расту-
щих вдоль МКАД ( ). OJIP-кривые нормированы
на переменную флуоресценцию, Vt = (Ft – F0)/FV.
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были выявлены в снижении эффективности элек-
тронного транспорта между двумя фотосистемами
(δRo) у деревьев, произрастающих вблизи МКАД.
Кроме того, у них обнаружено существенное сни-
жение квантового выхода восстановления крайних
акцепторов на акцепторной стороне ФС I (ϕRo).
Тогда как скорость линейного электронного
транспорта на акцепторной стороне ФС II между
QA и QB практически не изменялась у деревьев
возле МКАД. Параметры, характеризующие ве-
роятность транспорта электронов за пределы 
(ψEo), и квантовый выход переноса электронов от

 (ϕEo) у листьев деревьев близ магистрали не
отличались от данных параметров контрольных
деревьев.

Поглощение потока энергии (ABS/RC) и по-
следующий захват энергии (TRo/RC) одним ак-
тивным RC в ФС II у деревьев березы и липы близ
МКАД и из экологически благоприятного района
были практически одинаковыми. Из этого следу-
ет, что загрязнения близ магистралей оказывают
малое воздействие на процессы поглощения и пе-
редачи энергии возбуждения со светособирающе-
го комплекса на RC. Наряду с отсутствием изме-
нений в параметрах ABS/RC и TRo/RC у данных
деревьев не выявлено изменений в отношении

AQ−

AQ−

параметра ETo/RC, характеризующего поток
электронов, переносимый через один активный RC
(далее ). Кроме того, у них не наблюдалось су-
щественного увеличения рассеивания энергии
(DIo/RC). Однако у берез, растущих вдоль МКАД,
обнаружено уменьшение потока электронов, вос-
станавливающих крайние акцепторы в ФС I
(REo/RC). У липы вблизи МКАД подобных изме-
нений не наблюдалось.

Индексы продуктивности работы фотосинте-
тического аппарата – PIABS и PItotal представляют
собой произведения частных потенциалов на по-
следовательных этапах преобразования энергии
[9]. Уменьшение PIABS обнаружено у листьев бе-
рез, растущих вдоль МКАД, по сравнению с кон-
трольными деревьями, что свидетельствует о сни-
жении функционального состояния ФС II при
воздействии загрязнений на дорожной магистрали.
Ранее было показано, что часто при неблагоприят-
ных воздействиях максимальный квантовый выход
фотохимии ФС II (FV/FM) не изменяется, в то время
как функциональная активность ФС II, выражен-
ная через PIABS, снижается [25]. В отличие от па-
раметра PIABS, который снижался только у березы,
растущей вдоль магистрали, изменения в параметре
PItotal выявлены как у листьев березы, так и у липы

AQ−

Рис. 2. Параметры JIP-теста, полученные из OJIP-кривых флуоресценции хлорофилла а листьев деревьев березы
B. verrukosa ( ) и липы T. cordata ( ), растущих вдоль МКАД. Данные представлены в процентах от контроля, где
100% – контроль (деревья из парка).

180

160

140

120

100

80

60

40

20

VJ

VI

�Eo

�Ro

�Po

�Eo

�Ro

ABS/RC
TRo/RC

ETo/RC

REo/RC

Dlo/RC

PIABS

PItotal

− −j − −s



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

ПАРАМЕТРЫ ИНДУКЦИОННЫХ КРИВЫХ БЫСТРОЙ И ЗАМЕДЛЕННОЙ... 693

вблизи МКАД. Параметр PItotal представляет собой
произведение двух параметров PIABS и δRo. Сни-
жение параметра PItotal листьев обусловлено на-
рушением потока электронов между фотосисте-
мами (δRo).

Регистрация кинетики модулированного отра-
жения при 820 нм (MR) позволяет следить за реак-
циями переносчиков пластоцианина и главным об-
разом Р700 (RC ФС I). На рис. 3 представлены ки-
нетики MR листьев березы (а) и липы (б) из парка
(контроль) и, растущих вдоль МКАД. Кинетика
MR характеризуется двумя фазами. Первая фаза
представляет собой начальное светоиндуцирован-
ное окисление Р700, которое сопровождается сни-
жением сигнала MR за счет оттока электронов от
ФС I. В момент времени t ≈ 20–30 мс в кинетике
MR достигается переходное устойчивое состоя-
ние, когда скорость окисления P700 равна скорости
восстановления P700+. Вторая фаза характеризует
последующее увеличение сигнала MR, которое
отражает восстановление P700+ за счет перехода
электронов от ФС II. Как видно из рисунка 3a, у
листьев березы, растущих вдоль МКАД, наблюда-
ли значительное уменьшение сигнала MR при 30 мс
по сравнению с деревьями из парка, обусловлен-
ное снижением оттока электронов от ФС I. Кро-
ме того, обнаружено небольшое уменьшение ско-
рости восстановления Р700+ у листьев березы. В
отличие от берез, растущих вдоль МКАД, у лип из
той же зоны выявлено, что P700 способен к про-
цессам окисления при включении света, однако,
у них наблюдается снижение скорости восстанов-
ления Р700+ вследствие нарушения электронного
транспорта от ФС II, что заметно по уменьшению
интенсивности сигнала MR при 200 мс (рис. 3б).
Полученные данные согласуются с данными анали-
за индукционных кривых быстрой флуоресценции.

Регистрация кинетики ЗФ является одним из
методов, который позволяет следить за энергиза-
цией тилакоидных мембран [7, 17, 23]. ЗФ тесно
связана с фотохимическими реакциями, протека-
ющими в RC ФС II. Во временном интервале от
нескольких микросекунд до миллисекунд кинетика
затухания ЗФ связана с процессами рекомбинации
зарядов между восстановленным первичным ак-
цептором  и окисленным первичным донором
Р680+ в ФС II. В типичной индукционной кривой
ЗФ зеленого листа при включении возбуждающе-
го света различают несколько фазовых переходов
[7]. Индукционную кривую ЗФ можно описать с
помощью пиков I1–I4. У деревьев, растущих в
парке, максимум I1 наблюдался через 10 мс и
“плечо” I2 примерно через 100 мс после начала
освещения. Появление данных пиков связано с
формированием мембранного (электрического)
потенциала на мембране за счет разделения заря-
дов и переноса электронов на акцепторной сто-

AQ− роне ФС II и за ее пределами [7]. Провал D2, раз-
деляющий быструю и медленную фазы, наблю-
дался примерно через 250 мс. В медленной фазе
обнаружен одиночный пик I4 примерно через 2 с,
связанный с формированием трансмембранного
градиента протонов (ΔpH) на мембране тилакои-
дов [7]. У деревьев липы, растущих вдоль МКАД,
обнаружены изменения в форме индукционных
кривых ЗФ (рис. 4). Так, наблюдали снижение
интенсивности и сдвиг пика I1 во времени у дере-
вьев близ МКАД по сравнению с деревьями, рас-
тущими в парке. Кроме того, у данных деревьев

Рис. 3. Кинетика модулированного отражения (MR)
при 820 нм листьев деревьев березы B. verrukosa (а) и
липы T. cordata (б) из парка (контроль ) и расту-
щих вдоль МКАД ( ). Значения MR нормированы
на 0.7 мс.
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отмечалось уменьшение интенсивности пика I4 и
небольшой сдвиг пика I2. Эти изменения в индук-
ционных кривых ЗФ были менее выражены у де-
ревьев липы, растущих вдоль МКАД, по сравне-
нию с березой.

Из литературных данных известно, что избы-
точное и продолжительное освещение приводит к
временному отключению работы фотосинтеза на
уровне ФС II, известное как фотоингибирование
[26]. Снижение фотосинтетической активности в
дневные часы зависит от интенсивности света и
изменения физиологического состояния растений.

Это связано с включением защитных процессов
диссипации избыточной световой энергии в теп-
ло и с распадом D1-белка ФС II [27, 28]. Концен-
трация активных центров ФС II в клетках зависит
от соотношения скоростей ее фотоокислитель-
ной деструкции и репарации, которые могут быть
определены по снижению величины параметра
FV/FM на интенсивном свету и его последующего
восстановления в темноте или на очень слабом
свету [28, 29]. На рис. 5 представлено изменение
параметра FV/FM листьев березы (а) и липы (б) из
парка (контроль) и, растущих вдоль МКАД, при
повышенной освещенности 2500 мкмоль фото-
нов/(м2 с) в течение 40 мин и последующей тем-
новой экспозиции. У деревьев свет высокой ин-
тенсивности приводил к уменьшению величины
FV/FM. При этом эффект фотоингибирования в
большей степени проявлялся у листьев липы, чем
у светолюбивой березы. Так, значения параметра
FV/FM у контрольной березы снижались на свету с
0.81 до 0.73, а у липы – с 0.78 до 0.68. Кроме того,
у листьев берез, растущих вдоль МКАД, FV/FM
снижался с 0.81 до 0.68, а у лип из той же зоны
FV/FM – с 0.78 до 0.59. После освещения листья
помещали в темноту и регистрировали восста-
новление FV/FM через 1, 2 и 4 ч. Как видно из ри-
сунка 5, восстановление FV/FM у листьев деревьев
из парка происходило быстрее, чем у деревьев
близ МКАД. Полное восстановление FV/FM у де-
ревьев произошло за 4 ч, тогда как деревья, расту-
щие вдоль МКАД, не полностью восстановили
свою фотосинтетическую активность листьев по-
сле фотоокислительного стресса.

ОБСУЖДЕНИЕ

Городские деревья играют важную роль в очи-
щении воздуха от загрязнений. В крупных городах
наблюдается повышенное загрязнение воздуха и
почв, а деревья, растущие на улицах, особенно под-
вержены загрязнению в результате движения транс-
портных средств. На автомобильных магистралях
одними из загрязнителей воздуха выступают тя-
желые металлы. Тяжелые металлы в растениях
вызывают накопление АФК, снижают антиокси-
дантную активность, индуцируют ПОЛ, ингиби-
руют биосинтез пигментов, фотосинтетический
транспорт электронов, активность цикла Кальви-
на-Бенсона, воздействуют на ультраструктуру
хлоропластов [19, 20].

В настоящее время достигнуты определенные
успехи в изучении воздействия тяжелых металлов на
фотосинтетические реакции растений с помощью
флуоресцентных методов [21, 22, 30, 31]. Получен-
ные данные в контролируемых условиях служат ос-
новой для интерпретации реакций растений на эти
загрязнения, наблюдаемых в окружающей среде.

Рис. 4. Кинетика светоиндуцированной замедленной
флуоресценции (ЗФ) хлорофилла а листьев деревьев
березы B. verrukosa (а) и липы T. cordata (б) из парка
(контроль ) и растущих вдоль МКАД ( ). I1, I2,
и I4 – экстремумы кинетики ЗФ; D1 и D2 – миниму-
мы кинетики ЗФ.
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Липы и березы являются одними из популяр-
ных деревьев, которые используют в городском
озеленении. Липа теневынослива, имеет ком-
пактную крону, нетребовательна к почвенным
условиям. Береза светолюбива, также нетребова-
тельна к почвам, обладает высокой фитонцидной
активностью, но в то же время негазоустойчива.

Ранее мы проводили исследования состояния
городских деревьев липы и березы в районе
Дмитровского шоссе г. Москвы с помощью реги-
страции индукционных кинетик флуоресценции
хлорофилла [32]. Было показано, что у деревьев
близ автомобильных магистралей наблюдалось
уменьшение скорости фотосинтетического элек-
тронного транспорта (ϕEo) и максимального кван-
тового выхода ФС II (FV/FM). Изменения в функ-
ционировании ФС II у городских деревьев отме-
чались и в других работах [18, 2].

В данной работе мы изучили состояние город-
ских деревьев березы и липы, растущих вдоль
МКАД и в 150 м от автодороги в Ясеневском лесо-
парке, с помощью многофункционального ана-
лизатора растений М-РЕА2, который позволяет
одновременно следить за электрон-транспортны-
ми процессами, протекающими в фотосистемах и
между ними. Применение данного подхода поз-
волило оценить изменения в отдельных реакциях
электронного транспорта у листьев деревьев, про-
израстающих в различных городских условиях. На-
ми были исследованы фотосинтетические реак-
ции листьев деревьев без видимых повреждения,
что проявлялось в отсутствии изменений в пара-
метре FV/FM (= ϕPo).

У деревьев березы и липы, растущих вдоль
МКАД, фотосинтетическая активность, опреде-
ленная по параметру FV/FM, находилась на доста-
точно высоком уровне. Значения параметра FV/FM
составляли 0.78–0.81. Высокие значения FV/FM
свидетельствуют о способности реакционных
центров ФС II к фотохимическому преобразова-
нию поглощенной энергии. Полученные данные
согласуются с данными по воздействию таких тя-
желых металлов как хром и кадмий, которые при
низких концентрациях и краткосрочном воздей-
ствии не оказывают влияния на первичные фото-
химические реакции в ФС II растений гороха [21,
22]. Электронный транспорт на акцепторной сто-
роне ФС II между QA и QB (ψEo и ϕEo) значимо не
изменялся у деревьев возле МКАД, что свиде-
тельствует об отсутствии изменений в ФС II у ли-
стьев деревьев вблизи этой транспортной маги-
страли.

Несмотря на отсутствие изменений в активно-
сти ФС II, перенос электронов из пула PQ на тер-
минальные акцепторы электронов ФС I (δRo и ϕRo)
был снижен у деревьев вблизи МКАД. Полученные
результаты свидетельствуют об ухудшении элек-
тронного транспорта за пределами PQ пула, пред-

положительно на уровне цитохромного b6 f ком-
плекса. По-видимому, данный участок ЭТЦ яв-
ляется наиболее чувствительным к внешним
воздействиям, что согласуется с нашими данны-
ми, полученными на листьях гороха при воздей-
ствии хрома и кадмия [21, 22]. Известно, что
окисление пластохинола цитохромным b6f ком-
плексом является основным звеном в цепи пере-
носа электронов в хлоропластах, которое опреде-
ляет скорость переноса электронов между ФС II и
ФС I. Основным процессом, определяющим ско-
рость окисления PQH2 цитохромным b6 f ком-
плексом, является “химическая” стадия реакции,
связанная с переносом электрона и протона от
PQH2 к соответствующим акцепторам [33]. Bus-
sotti с соавт. [34] предполагают, что в крупномас-

Рис. 5. Изменение параметра FV/FM листьев деревьев
березы B. verrukosa (а) и липы T. cordata (б) из парка
(контроль ) и растущих вдоль МКАД ( ), при
повышенной освещенности 2500 мкмоль фото-
нов/(м2 с) в течение 40 мин и последующей темновой
экспозиции. Стрелками вверх и вниз показаны мо-
менты включения (↑) и выключения (↓) света, соот-
ветственно.
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штабных исследованиях общая фотохимическая
эффективность может быть представлена двумя
независимыми параметрами, FV/FM и I-P фазой,
которые представляют эффективность ФС II и
ФС I, соответственно. Ранее было показано, что при
воздействии озона (O3) на характеристики флуорес-
ценции хлорофилла FV/FM совершенно нечувстви-
телен, по крайней мере, на первых фазах обработки
озоном, тогда как наиболее изменчивыми оказа-
лись амплитуда фазы I-P и параметр RC/CS0, ха-
рактеризующий количество реакционных цен-
тров [35]. В нашем исследовании нарушение
электронного транспорта между фотосистемами
приводило к снижению общей функциональной
активности (PItotal).

Измерение кинетической кривой MR при
820 нм и OJIP-кривых с помощью M-PEA-2 поз-
волило одновременно следить за реакциями, про-
текающими в фотосистемах. Начальное светоин-
дуцированное окисление Р700 сопровождалось
снижением сигнала MR за счет оттока электро-
нов от ФС I, в то время как в кинетике OJIP при-
ходило последовательное восстановление QA. При
этом увеличение сигнала MR и достижение мак-
симального уровня флуоресценции в OJIP проис-
ходило одновременно при 200–300 мс. Парал-
лельное накопление восстановленных форм P700
и QА отражает восстановление переносчиков на
всем участке ЭТЦ между фотосистемами в связи с
отсутствием оттока электронов из акцепторной
части ФС I в условиях, когда ферредоксин-
НАДФ-редуктаза инактивирована вследствие
темновой инкубации [23].

Снижение параметров δRo и ϕRo согласовалось
с уменьшением амплитуды MR, характеризую-
щей снижение скорости восстановления Р700+ у
деревьев, растущих вдоль МКАД. Полученные
данные свидетельствуют о снижении электрон-
ного транспорта от ФС II к ФС I. У берез близ
МКАД также было выявлено уменьшение скоро-
сти окисления Р700, тогда как у лип около МКАД
этот процесс был мало изменен, о чем свидетель-
ствует схожий характер амплитуд MR деревьев
лип из парка и вдоль магистралей. Данные по MR
на березах вдоль МКАД согласуются с данными,
полученными при воздействии кадмия на реак-
ции Р700 растений гороха, у которых выявлено,
что при долгосрочном воздействии металла элек-
тронный транспорт через ФС I нарушается [22].
Это также свидетельствует о большей чувстви-
тельности берез к загрязнениям.

У растений березы вблизи МКАД также отме-
чалось небольшое снижение интенсивности за-
медленной флуоресценции при 20–50 мс (I1) и 1 с
(I4), которые связаны с формированием электро-
химического градиента протонов на тилакоидной
мембране [7, 17, 23].

Известно, что изменение параметров флуорес-
ценции хлорофилла растений имеет типичный
суточный характер [36], при котором в утренние и
вечерние часы в период низкой солнечной актив-
ности наблюдаются высокие значения фотосин-
тетической активности (FV/FM). В полуденные ча-
сы высокая интенсивность солнечного излучения
приводит к фотоингибированию фотосинтетиче-
ского аппарата с депрессией FV/FM [37].

Ранее во многих работах отмечалось, что по-
вышенная освещенность значительно усиливает
неблагоприятное воздействие многих факторов, в
том числе и загрязнений [27, 38], которые связа-
ны с изменениями на уровне ФС II и снижением
FV/FM. В наших опытах по фотоингибированию
после выключения интенсивного освещения ли-
стья березы и липы из парка показывали обрати-
мое восстановление активности по FV/FM. В тоже
время у листьев деревьев вблизи МКАД наблюда-
лось неполное восстановление после освещения,
что свидетельствует о необратимых повреждениях
после фотостресса, вызванного светом высокой
интенсивности. Степень необратимости у листьев
березы была выше, чем у листьев липы. Очевидно,
неблагоприятные условия произрастания вблизи
МКАД оказывают негативное воздействие на бе-
лок-синтетические процессы в листе, что выяв-
ляется в появлении необратимых повреждений
при фотоокислительном стрессе.

Среди изученных деревьев береза оказалась в
большей степени подверженной воздействию за-
грязнителей на автомобильных магистралях по
сравнению с липой. Это проявилось в значитель-
ном снижении параметров флуоресценции, свя-
занных с ФС I и межсистемным электронным
транспортом.

Таким образом, применение одновременной
регистрации кинетик быстрой и замедленной
флуоресценции, и модулированного отражения
при 820 нм позволило изучить состояние первич-
ных фотохимических реакций фотосинтеза дере-
вьев в различных городских условиях. Использова-
ние параметров быстрой и замедленной флуорес-
ценции, в особенности при световом стрессе
может быть рекомендовано для оценки функцио-
нальной активности фотосинтетического аппарата
растений и раннего обнаружения изменений в
условиях антропогенной нагрузки, когда экологи-
ческая обстановка не является критической. Среди
параметров флуоресценции в качестве индикато-
ров состояния деревьев в городской среде предло-
жены общий индекс производительности (PItotal) и
квантовый выход восстановления акцепторов
электрона на акцепторной стороне ФС I (ϕRo).

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда № 22-11-00009.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 6  2023

ПАРАМЕТРЫ ИНДУКЦИОННЫХ КРИВЫХ БЫСТРОЙ И ЗАМЕДЛЕННОЙ... 697

либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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