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ПРЕДИСЛОВИЕ 

INTRODUCTION 

 

Международная научная конференция и школа молодых ученых «Физио-

логия растений – теоретическая основа инновационных агро - и фитобиотехно-

логий» организована в рамках Годичного собрания общества физиологов рас-

тений России. Ее организаторами выступили Калининградский государствен-

ный технический университет, ставший радушным хозяином конференции, Ин-

ститут физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, возглавляющий физио-

логию растений, координирующий и интегрирующий работу специалистов это-

го профиля в нашей стране, а также Общество физиологов растений России и 

его Калининградское отделение. В состав организационного и научного (про-

граммного) комитетов вошли ведущие ученые в области физиологии, биохи-

мии, биофизики, молекулярной биологии, биотехнологии растений. 

Конференция посвящена обсуждению фундаментальных проблем совре-

менной фитофизиологии и биотехнологии. Работа велась по трем секциям: сек-

ция 1 «Молекулярно-физиологические основы роста, развития и продуктивно-

сти растений», секция 2 «Экологическая физиология растений», секция 3 «Аг-

ро- и фитобиотехнологии». 

В ходе работы этих секций рассмотрены новые данные по молекулярно-

физиологическим основам роста, развития и продуктивности на разных уров-

нях организации растительного организма, экологической физиологии расте-

ний; важное место в научной программе отведено вопросам, связанным с раз-

витием агро- и фитобиотехнологий, научно-обоснованными подходами к по-

вышению количества и улучшению качества урожая, современными и техноло-

гиями переработки продукции растениеводства. 

Научная программа включает пленарные и устные доклады, стендовые 

сессии, круглый стол, посвященные актуальным проблемам науки и образова-

ния, а также лекции ведущих ученых и мастер-класс по интерактивным формам 

и методам представления результатов научной и инновационной деятельности, 

проводимые в рамках школы молодых ученых. Всего в программу конфеерн-

ции включено порядка 50 устных докладов и лекций ведущих ученых и моло-

дых специалистов, представляющих академические и университетские центры 

России, стран ближнего и дальнего зарубежья.  

В настоящем сборнике материалов отражены представленные наконфе-

ренции новые достижения в познании фундаментальных основ функциониро-

вания зеленого растения, инновационных фитобиотехнологий и использования 

этих знаний для решения глобальных проблем современности. 
 

 

Е.С. Роньжина, 

ответственный редактор, 

зам. председателя оргкомитета конференции 
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УДК 581.1 

АКТИВАЦИЯ КАЛЬМОДУЛИНОМ Са
2+

-ПРОНИЦАЕМОГО ИОННОГО КАНАЛА В 

СИМБИОСОМНОЙ МЕМБРАНЕ КОРНЕВЫХ КЛУБЕНЬКОВ БОБОВ 

Андреев И.М., Крылова В.В., Зартдинова Р.Ф., Измайлов С.Ф. 

 

ФГБУН Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, ул. Ботаническая 35, 

г. Москва, 127276, Россия, E-mail: krylovavv@list.ru 

 

Vicia faba , кальмодулин, Са
2+

-каналы, симбиосомная мембрана  

 

Введение 

Ионы Са
2+

 способны включаться в трансдукцию различных сигналов, запускаемых в 

клетках эукариот в ответ на действие тех или иных стимулов. В роли сенсора таких сигналов 

может выступать кальмодулин (СаM), Са
2+

-связывающий белок, присутствующий как в жи-

вотных, так и в растительных клетках [1, 2]. В растениях кальций участвует во многих фи-

зиологических процессах, в том числе симбиотической фиксации азота, протекающей в сим-

биосомах инфицированных клеток корневых клубеньков бобовых [3]. Согласно нашим ре-

зультатам симбиосомы ведут себя в таких клетках как Са
2+

-депо, а их симбиосомная мем-

брана (СМ) снабжена рядом ионных транспортеров, в том числе Са
2+

-транслоцирующей 

АТФазой и верапамил-чувствительным Са
2+

-каналом [3]. Инфицированные клетки корневых 

клубеньков содержат также СаМ и СаМ-подобные белки, которые могут участвовать в пере-

даче сигналов через СМ. В настоящее время, однако, функциональная роль таких белков во 

многом остается пока неясной. Как нами недавно обнаружено, СаМ способен стимулировать 

активность Са
2+

-транслоцирующей АТФазы, функционирующей на СМ [3]. В то же время 

вопрос о том, является ли этот фермент единственной мишенью действия СаМ в симбиосо-

мах, остается открытым. Целью настоящей работы являлось исследование влияния СаМ на 

активность пассивных ион-транспортирующих систем в рассматриваемой мембране симбио-

сом, выделенных их корневых клубеньков кормовых бобов. 

Материалы и методы 

Эксперименты проводили на препаратах симбиосом, выделенных из корневых клу-

беньков кормовых бобов (Vicia faba L., сорт Русские чёрные), выращенных после инокуля-

ции растений эффективным штаммом Rhizobium leguminosarum 501, любезно предоставлен-

ным доктором Классеном (Латвийский сельскохозяйственный университет, Елгава). Сим-

биосомы были выделены по методике, описанной нами ранее [3, 4]. За кинетикой кислотного 

сдвига рН внутри симбиосом следили по изменению дифференциальной абсорбции (∆А492-

540) проникающего через мембраны рН-индикатора акридинового оранжевого (АО) [5]. Из-

мерения проводили в 1-см стандартных кюветах без перемешивания в них образцов на спек-

трофотометре Hitachi 557 в двухволновом режиме работы прибора. За СаМ-индуцированным 

поглощением Са
2+

 симбисомами следили по изменению дифференциальной абсорбции 

(∆А650-700) арсеназо III, металохромного Са
2+

-индикатора [6], проводя измерения на том же 

приборе. Среда инкубации симбиосом содержала 0,4 М сорбит, 20 мМ HEPES/BTP (pH 7, 0), 

2 мМ MgSO4, примерно 100-200 мкг/мл общего симбиосомного белка, 12 мкМ АО или 22 

мкМ арсеназо III. Концентрацию белка определяли по методу Бредфорд [7]. 

Результаты и обсуждение 

Первым этапом работы было изучение чувствительности к СаМ пассивного кислотного 

сдвига рН внутри симбиосом, после помещения их в бескалиевую буферную среду. Сниже-

ние рН внутри симбиосом в данных условиях обусловлено электрогенным пассивным выхо-

дом из них ионов К
+
, приводящим к электрической поляризации СМ, то есть генерации на 

ней мембранного потенциала (минус внутри симбиосом), способного выступать в роли дви-

жущей силы, вызывающей движение ионов Н
+
 внутрь симбиосом [8]. Из данных рис. 1 вид-

но, что добавление СаМ к суспензии симбиосом в бескалиевой среде вызывает быструю 
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остановку процесса снижения в них рН, что предположительно свидетельствует о снятии 

СаМ протондвижущей силы на СМ или мембранного потенциала на мембране. Один из воз-

можных механизмов такого действия СаМ состоит в открывании в СМ ионного канала, про-

ницаемого для Са
2+

, и далее диссипации этим катионом электрической поляризации мембра-

ны в результате его поступления внутрь симбиосом. 

 

 
Справедливость этой гипотезы была проверена нами в другой серии экспериментов, 

проведенных с использованием металлохромного Са
2+

-индикатора арсеназо III, позволяюще-

го следить за изменением концентрации ионов Са
2+

 в среде суспендирования симбиосом. 

Данные, представленные на рис. 2(2), свидетельствуют, что добавление СаМ к суспензии 

симбиосом в бескалиевой среде инициирует заметное снижение дифференциальной абсорб-

ции арсеназо III, указывающее на СаМ-индуцированное поглощение Са
2+

 симбиосомами. На 

рис. 2(1) можно также видеть, что кинетика процесса существенно замедляется после добав-

ления к суспензии симбиосом ионов калия. Этот эффект может объясняться снижением 

трансмембранного градиента концентрации ионов К
+
 через СМ и тем самым электрической 

поляризации мембраны как, предположительно, движущей силы для СаМ-индуцированного 

транспорта ионов кальция внутрь симбиосом. 

 

 
 

  

симбиосомы

∆А492-540=0,005

кальмодулин

2 мин

симбиосомы

кальмодулин

1

2

∆А650-700=0,003

2 мин

        Рисунок 1 - Поглощение Са
2+

 

симбиосомами и блокирование 

его кальмодулином. Стрелками 

указано добавление 10 мкг/мл 

кальмодулина 

        Figure 1 - Ca
2+

 uptake by sym-

biosomes and blocking this process 

by CaM. Arrows indicate the addi-

tion of 10 μg/ml CaM 
 

 

 

        Рисунок 2 - Кинетика СаМ-

индуцированного поглощения 

Са
2+

 симбисомами в присутствии 

(1) и  в отсутствии (2) 20 мМ 

KNO3. Концентрация СаМ состав-

ляла 10 мкг/мл 

 

        Figure 2 - Kinetics of CaM-

induced uptake of Ca
2+

 by symbio-

somes in the presence (1) and in the 

absence of 20 mM KNO3 (2). Con-

centration of CaM was 10 µg/ ml 
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Заключение 

Полученные в работе результаты показывают, что СаМ способен включаться в модуляцию 

уровня Са
2+

 внутри симбиосом путем активации в СМ Са
2+

-проницаемых ионных каналов. Это от-

ражается в быстрой остановке СаМ пассивного закисления симбиосом в бескалиевой среде и замет-

ном поглощении ионов Са
2+

 симбиосомами, чувствительным к уровню ионов калия в среде их сус-

пендирования. Хотя функциональная роль такого действия СаМ остается неясной, можно предпо-

ложить, что, наряду с Са 
2+

-транслоцирующей АТФазой, активность ионных каналов в СМ также 

может регулироваться этим мультифункциональным трансдуктором или сенсором кальциевых сиг-

налов. Это предположение находится в соответствии с известной ролью СаМ в регуляции активно-

сти ионных каналов, функционирующих в клеточных мембранах в высших организмах [9]. 
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CALMODULIN-INDUCED ACTIVATION OF CA
2+

-PERMEABLE ION CHANNEL 

IN THE SYMBIOSOME MEMBRANE FROM BROAD BEAN ROOT NODULES 

Andreev I.M., Krylova V.V., Zartdinova R.F., Izmailov S.F. 

 

calmodulin - Са
2+

- channel - symbiosome membrane - Vicia faba 

 

It was found that the addition of calmodulin (CaM) from bovine brain to isolated symbio-

somes from broad bean root nodules undergoing passive acidification of their interior after placing 

them into the K
+
-free buffer medium containing ∆pH probe acridine orange resulted in fast stopping 

this process. This effect is suggested to be due to CaM-induced depolarization of the symbiosome 

membrane (SM) as a result of opening in it of Ca
2+

-permeable ion channel and calcium influx into 

symbiosomes. This suggestion was shown to be supported by both CaM-induced uptake of Ca
2+

 by 

to concentration of K
+
 in symbiosomes suspension. These findings provide evidence for an ability 

of CaM to be involved in the regulation of ion - channel activity in the SM.  
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Введение 

В связи с ухудшающейся экологической обстановкой и снижением эффективности 

применяемых химических средств защиты пшеницы от головневых заболеваний, большую 

значимость в последнее время приобретает поиск препаратов, индуцирующих естественные 

защитные механизмы растений. Индукция защитного ответа в растениях осуществляется с 

помощью различных сигнальных систем, запуск которых осуществляется сигнальными мо-

лекулами. Такую роль могут выполнять салициловая (СК) и жасмоновая (ЖК) кислоты, пе-

рекись водорода и ряд других молекул [1]. В связи с открытием сигнальной роли перекиси 

водорода возрос интерес к ферментам, регулирующим ее уровень при патогенезе, таким как 

пероксидаза (ПО) и оксалатоксидаза (ОхО). Способность патогена к внедрению и развитию в 

растительном организме в значительной мере зависит от активности его внеклеточных гид-

ролаз, в частности, протеиназ. В ответ на действие протеиназ в растении индуцируется син-

тез белковых ингибиторов, действие которых направлено на подавление активности этих 

ферментов [2]. Исследование воздействия СК и ЖК на формирование защитного ответа 

пшеницы с участием ингибиторов протеиназ (ИП) и ферментов про-/антиоксидантной си-

стемы (оксалатоксидазы, пероксидазы) при инфицировании Tilletia caries представляет науч-

ный и практический интерес. 

Материалы и методы 

В качестве объектов исследования были использованы проростки пшеницы Triticum. 

aestivum L. сорта Жница. Наклюнувшиеся семена опудривали сухими спорами патогена Til-

letia caries из расчета 1 г спор на 100 семян [3]. СК и ЖК в соответствующих концентрациях 

(0,05мМ и 10
-7

М) использовали для замачивания семян пшеницы. Через 7 сут. после иноку-

ляции оценивали уровень экспрессии генов ПО, ОхО, ИП и активность кодируемых ими 

ферментов в колеоптилях пшеницы. Активность пероксидазы и оксалатоксидазы определяли 

микрометодом по окислению её субстрата [1]. Активность протеиназ и их ингибиторов опре-

деляли  по методике Эрлангера и Гофмана-Вайсблая соответственно [3]. С помощью про-

граммы «Primer Select» (DNAStar) были подобраны высокоспецифичные праймеры к генам 

оксалатоксидазы (AJ556991.1), анионной пероксидазы (TC 151917) и ингибитора протеиназы 

(EU 293132.1), фланкирующие фрагмент ДНК размером 410, 157 и 106 п.н. соответственно. 

Количественные данные обрабатывали статистически, на рисунках приведены стандартные 

отклонения. 

Результаты и обсуждение 

Результаты исследований показали, что предобработка растений пшеницы СК и ЖК 

оказывает модулирующее действие на активность ферментов про-/антиоксидантной системы 

(рис. 1, 2, б) и усиливает экспрессию их генов (рис. 1, 2, а), что положительно коррелирует с 

формированием устойчивости к грибу. Причем, наибольшее возрастание уровня экспрессии 

генов оксидоредуктаз наблюдалось в инфицированных и предобработанных СК растениях по 

сравнению с остальными вариантами опыта. 

mailto:yarullina@bk.ru
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                                    (а)                                                                 (б) 

Рисунок 1 - Экспрессия гена оксалатоксидазы AJ556991.1 (а) и активность фермента (б) в ко-

леоптилях пшеницы при инфицировании T. caries и обработке сигнальными молекулами 

Figure 1 - Expression of the oxalate oxidase gene AJ556991.1 (a) and enzyme activity (b) in wheat 

coleoptiles infected with T. caries and treated by signaling molecules 

 

  
                                 (а)                                                                   (б) 

Рисунок 2 - Экспрессия гена пероксидазы TC 151917 (а) и активность фермента (б) в коле-

оптилях пшеницы при инфицировании T. caries и обработке сигнальными молекулами 

Figure 2 - Expression of peroxidase gene TC 151917 (a) and enzyme activity (b) in wheat coleoptiles 

infected with T. caries and treated by signaling molecules 

Основной функцией оксалатоксидазы является участие в деградации щавелевой кислоты, ко-

торая в патогенных системах работает в качестве эффективного фактора вирулентности. Активность 

фермента высока в молодых растениях, но, впоследствии, снижается и практически не обнаружива-

ется в старых органах [4]. Однако она может экспрессироваться под влиянием инфицирования. Это 

предполагает участие оксалатоксидазы в регуляции модификации клеточной стенки при прораста-

нии семян и защите в это время проростков от фитопатогенов.  

Пероксидаза является одним из ферментов «двойного назначения», вовлеченных как в систе-

му генерации, так и утилизации АФК. Основной функцией пероксидаз является защита раститель-

ного организма от вредного воздействия АФК и непосредственное участие в процессах дифферен-

циации тканей и органов высших наземных растений. Эти функции пероксидаз тесно связаны с ка-

тализом полимеризации фенольных мономеров в лигнин, суберин и кутин [5]. 

Основными механизмами патогенности микроорганизмов являются гидролазы, в частности 

протеиназы. Так, протеиназы грибов способны расщеплять антимикробные белки растений, а также 

играть активную роль в разрушении белков клеточной стенки [3]. Подавление активности гидролаз 

специфическими ингибиторами является одним из эффективных барьеров, стоящих на пути про-

никновения и распространения фитопатогенов в растениях [2]. Показано, что инфицирование Tilletia 

caries сопровождается повышением уровня активности протеиназ в растительных тканях. Можно 

предположить, что увеличение уровня гидролитических ферментов обусловлено интенсивным раз-

витием патогена в растительных тканях. Предобработка сигнальными молекулами при инфициро-

вании вызывает снижение активности гидролаз. Снижение протеолитической активности, вероятнее 

всего, связано с индуцирующим эффектом сигнальных молекул на экспрессию гена ингибитора 
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протеиназы. Причем, наибольшее усиление экспрессии гена наблюдается в варианте с предобработ-

кой ЖК (рис. 3, а).  

    
                                      (а)                                                             (б) 

Рисунок 3 - Экспрессия гена ингибитора протеиназы EU 293132.1 (а) и активность фермента 

(б) в колеоптилях пшеницы при заражении T. caries и обработке сигнальными молекулами 

Figure 3 - Expression of inhibitor of proteinases gene EU 293132.1 (a) and enzyme activity (b) in 

wheat coleoptiles infected with T. caries and treated by signaling molecules 

Заключение 

Таким образом, предобработка семян пшеницы сигнальными молекулами оказывает индуци-

рующий эффект на уровень экспрессии генов AJ556991, TC 151917, EU 293132.1 при инфицирова-

нии Tilletia caries. В активации оксидоредуктаз максимальную эффективность оказывала СК. В от-

ношении ингибиторов протеиназ, напротив, более значительным было влияние ЖК. Полученные 

данные свидетельствуют о различных путях индукции защитного ответа у пшеницы к T. caries под 

воздействием СК и ЖК. 
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GENE EXPRESSION OF PATHOGEN-RELEATED PROTEINS IN WHEAT PLANTS TREATED 

WITH RESISTANCE INDUCTORS AND INFECTED BY BUNT AGENT TILLETIA CARIES 

Akhatova A.R., Kasimova R.I., Yarullina L.G. 

 

Triticum aestivum, Tilletia caries, peroxidase, oxalate oxidase, proteinase inhibitors, resistance inductors 

 

The effect of salicylic (SA) and jasmonic (JA) acids on gene expression of oxalate oxidase AJ556991, 

anionic peroxidase TC 151917, proteinase inhibitor EU 293132.1 and activity of their encoded enzymes in 

coleoptiles of wheat (Triticum aestivum L., cultivar Zhnitsa) infected by Tilletia caries was studied. SA pro-

vided maximum efficiency in activating oxidoreductases and JA increased protease inhibitors.  
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ПРОЛИНОВЫЕ АМИНОПЕПТИДАЗЫ ВОВЛЕЧЕНЫ В БИОГЕНЕЗ БЕЛКОВ 

У ФОТОСИНТЕЗИРУЮЩИХ ОРГАНИЗМОВ 

Баик А.С., Синетова М.А., Миронов К.С., Пожидаева Е.С. 

 

ФГБУН Институт физиологии растений  им. К.А. Тимирязева  РАН, Ботаническая ул., 35, г. Москва, 

127276, Россия, alenapoj@hotmail.com 

 

Synechocystis, аминопептидаза, фикобилисомы  

 

Введение 

Протеазы играют ключевую роль в регуляции структурных и физиологических измене-

ний, которые обеспечивают быстрое и оптимальное приспособление клетки к различным 

стрессам [1]. Однако механизмы и биологическая роль протеаз у большинства фотосинтези-

рующих организмов остается до конца не изученной. В N-концевой протеолиз белков вовле-

чены пептидазы, различающиеся по своим функциональным свойствам, в том числе белки се-

мейства пролин-специфичных аминопептидаз [2]. Эта группа ферментов является важной со-

ставляющей избирательного протеолиза белков, поскольку гидролиз пептидной связи, образо-

ванной пролином, может осуществляться лишь небольшим числом ферментов. На сегодняш-

ний день эти белки хорошо охарактеризованы в клетках животных и бактерий [3]. Однако у 

растений аминопептидаза Р экспериментально идентифицирована только в томатах 

Lycopersicon esculentum [1].  

Вклад протеаз в молекулярные процессы можно оценить с использованием мутантных 

организмов с дефектными целевыми белками. Для изучения функции пролин-специфичных 

пептидаз в клетках цианобактерий нами был получен гомозиготный мутантный штамм ΔрерР 

Synechocystis sp. PCC6803 (штамм GT), у которого инактивирован ген sll0136, кодирующий 

аминопептидазу Р. Мутант склонен к агрегации клеток, что, вероятно, обуславливает его более 

медленный рост, по сравнению со штаммом дикого типа (ДТ). После оптимизации условий 

экстракции растворимых белков для последующего анализа методом изофокусирования на 

амфолитах (2D/IEF) в сочетании с MALD-Tof анализом у мутанта показано сниженное коли-

чество линкерного полипептида мол. м. 32 кД, обеспечивающего связывание белков фикоциа-

нина в лучах фикобилисом, а также фактора элонгации Tu, участвующего в синтезе белков.  

Материалы и методы 

Штаммы и условия культивирования. В работе использовали глюкозоустойчивый (GT) штамм 

дикого типа Synechocystis sp. PCC6803 из коллекции одноклеточных водорослей ИФР РАН. Инсерцион-

ный мутант ∆pepP был получен в данной работе путем трансформации клеток ДТ рекомбинантной 

плазмидой pAL-TA, несущей фрагмент гена sll0136 с встроенным в него геном устойчивости к канами-

цину. Штаммы выращивали в климатической камере фотоавтотрофно, как описано [4].  

Приготовление образца для 2D/IEF электрофореза. Выделение белков Synechocystis проводили с 

использованием пресса French [5]. Для идентификации белков MALDI-TOF MS растворимые белки 

фракционировали в первом направлении на IPG Strips (длина 11 см, диапазон рН 4-7, Bio-Rad) согласно 

инструкции производителя. Во втором направлении проводили электрофорез в денатурирующих усло-

виях в 12,5% ПААГ. Гели окрашивали Кумасси G-250 (Bio-Rad). Вырезанные из 2D/SDS-гелей поли-

пептиды идентифицировали методом MALDI-TOF в центре “Постгеномные и нанотехнологические 

инновации (ПИННИ)”, Москва, Россия. 

Электронная микроскопия.Приготовление образцов для электронной микроскопии проводили по 

известному методу [6]. Изображения получали на электронном микроскопе Libra 200 (Carl Zeiss, 

Germany). 

Результаты и обсуждение 

В процессе роста мутант ΔpepP характеризовался замедленным ростом и адсорбированием клеток 

на стенках барбатера. Анализируя препараты клеток мутанта ΔpepP с помощью электронной микроско-
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пии, мы наблюдали наличие скоплений клеточных агрегатов в сравнении с преобладанием одиночных 

клеток у образцов ДТ. Подобное поведение, вероятно, обусловлено нарушением у мутанта заключи-

тельного этапа образования клеточной стенки (рис. 1). Одним из предположений является то, что у му-

танта происходит отставание или дефект в созревании Z-кольца, которое стимулирует синтез пептидо-

гликана в центре клетки, необходимого для образования перетяжки и разделения двух новых клеток. 

Также мы наблюдали в препаратах мутанта деструктивное расположение тилакоидов, в то время как у 

ДТ мембраны тилакоидов имели нормальную, упорядоченную периферийную локализацию (рис. 1).  

После оптимизации и проведения 2D IEF электрофореза, где белки разделяются в зависимости от 

значения pI, были обнаружены различия в белковом профиле растворимой фракции мутанта от дикого 

типа (рис. 2). Белки, отсутствующие у рерР, были проанализированы в образцах дикого типа с помо-

щью Maldi-tof анализа. Это позволило выявить отсутствие у мутанта линкерного белка мол. м. 32 кД, 

ассоциированного с фикобилисомами. Полученные результаты позволяют заключить, что у мутанта 

нарушена сборка лучевой области фикобилисом из-за отсутствия линкера 32 кД, который обеспечивает 

связывание дистальных блоков фикоцианина. Это согласуется с нашими предыдущими результатами, 

демонстрирующими у мутанта нарушения в сборке фикобилин-содержащих комплексов. В дальнейшем 

необходимо провести более детальный анализ структуры фикобилисом в клетках мутанта.  

Также Maldi-tof анализ показал отсутствие у мутанта фактора элонгации Tu. Ранее, мы продемон-

стрировали, что в клетках, лишенных белка РерР, наблюдаются изменения в уровне трансляции белков 

основных фотосинтетических комплексов [5]. Вероятно, это связано с нарушениями в синтезе или ста-

бильности фактора элонгации Tu. Однако эти данные требуют дальнейшего анализа. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ №12-04-00049-а. 
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PROLIN-SPECIFIC AMINOPEPTIDASES INVOLVED IN BIOGENESIS 

OF PROTEINS IN PHOTOSYNTHESIZING ORGANISMS 

Baik A.S., Sinetova M.A., Mironov K.S., Pojidaeva E.S. 

 

Synechocystis, aminopeptidase, phycobilisome  

 

The N-terminal proteolysis of proteins involved peptidase differ in their functional properties, including the 

proline-specific aminopeptidases. Our results demonstrate an important role of the proline aminopeptidase PepP 

in the biogenesis of photosynthetic proteins in the unicellular cyanobacterium Synechocystis sp. PCC6803. We 

have shown that in the PepP-deficient cells dramatically reduced the amount of Tu elongation factor, involved in 

protein synthesis and 32 kDa phycocyanin associated linker protein of phycobolisome. 
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Рисунок 1 - Результаты электронной микроскопии клеток цианобактерий Synechocystis sp. PCC 

6803 к 5-м сут. инкубации при 32° С, 70 мкмоль фотон/(м
2
 с), 1.6 % CO2 в контроле: а – штамм РСС6803; 

б – штамм ΔpepP; А – зона нуклеоида; Б – тилакоиды; С – зона образования перетяжки (клеточной стен-

ки). Масштаб: а-б – 0,5 мкм 

Figure 1 - The electron micrographs of cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 after 5 days incuba-

tion at 32° С, 70 µmol photon/(m
2
 s), 1.6 % CO2 in control cells: a – the strain PCC6803; b - - mutant strain 

ΔpepP; A – nucleoid; B – thylakoids; C- zone of septa formation. Scale: a, b – 0,5 µm 

 

 
Рисунок 2 - Результаты двумерного (2D/IEF) электрофореза белков растворимой фракции, выде-

ленной из клеток ДТ (а) и ΔpepP (б) Synechocystis sp. PCC6803. Позиции белков, идентифицированных с 

помощью Maldi-tof анализа указаны (1) – линкерный белок мол. м. 32 кД, (2) – фактор элонгации Tu 

Figure 2 - The results of 2D/IEF gel electrophoresis of soluble proteins extracted from the wild-type strain 

(a) and ΔpepP (b) Synechocystis sp. PCC6803. The position of proteins identified using Maldi-tof analysis is indi-

cated as (1) – 32 kDa linker protein; (2) – Tu elongation factor 
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томаты, ячмень, цГМФ, устойчивость, абиотический и биотический стресс 

 

Введение 

Поиск способов снижения потерь урожая и повышения продуктивности растений в 

настоящее время является актуальной задачей для сельского хозяйства, в связи с чем возни-

кает необходимость в поиске маркеров устойчивости растений к действию абиотических и 

биотических факторов. 

Известно, что в клетках животных ключевую роль в регуляции метаболизма выполняет 

гуанилатциклазная система, основной сигнальной молекулой в которой является цикличе-

ский гуанозинмонофосфат (цГМФ). Установлено, что в растениях цГМФ участвует в регуля-

ции физиологических процессов [1] и стрессовых ответов. Ранее нами была выявлена медиа-

торная роль цГМФ в передаче световых и фитогормональных сигналов в проростках овса [2–

4]. Показано, что цГМФ играет ключевую сигнальную роль в реализации стрессовых воздей-

ствий в клетках растений: в трансдукции окислительного сигнала в клетках растений табака 

[5] и температурного [6, 7] – в проростках арабидопсиса. Кратковременное увеличение со-

держания цГМФ в проростках арабидопсиса наблюдалось и при АБК-индуцированных сиг-

нальных процессах, приводящих к быстрому закрыванию устьиц в замыкающих клетках [8]. 

В литературе имеются данные об участии цГМФ в реализации действия биотических стрес-

соров [9, 10]. Совокупность проведенных исследований позволяет предположить, что пара-

метры гуанилатциклазной системы могут выступать в качестве маркерного признака устой-

чивости к неблагоприятным факторам внешней среды. 

Поэтому целью данной работы было провести сравнительный анализ содержания 

цГМФ в контрастных по устойчивости к патогенам и абиотическим факторам сортах овощ-

ных (томаты) и зерновых (ячмень) культурных растений. 

Материалы и методы 

В работе использовали листья 45-дневных растений томата (Lycopersicum 

esculentum L.) двух сортов, контрастно различающихся по чувствительности к действию па-

тогена Phytophtora infestans, а также 7-дневные проростки ячменя (Hordeum vulgare L.), кон-

трастно различающихся по устойчивости к засухе и низким температурам. Измерение коли-

чества цГМФ проводили методом иммуноферментного анализа с помощью набора реактивов 

«cGMP Enzyme Immunoassay kit» (фирмы «Sigma», США). 

Результаты и обсуждение 

Устойчивый к патогену Phytophtora infestans сорт OttaWa 30 имеет балл поражаемости 

«1», а восприимчивый сорт Доходный – балл поражаемости «6». 

Обнаружено, что в клетках растений томата устойчивого сорта OttaWa 30 содержание 

цГМФ составило 1,08±0,03 пмоль/г ткани, в то время как клетках растений томата воспри-

имчивого сорта Доходный – 1,88±0,19 пмоль/г ткани (рис. 1). Таким образом, в растениях то-

мата устойчивого сорта концентрация цГМФ в 1,7 раза ниже по сравнению с растениями 

восприимчивого сорта.  
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Рисунок 1 - Содержание цГМФ в сортах растений томата, отличающихся по 

устойчивости к патогену Phytophtora infestans 

Figure 1 - Endogenous cGMP levels in tomato plants with contrast resistance to Phy-

tophtora infestans 

 

В другой серии экспериментов был проведен сравнительный анализ содержания цГМФ 

в проростках ячменя, контрастно отличающихся по устойчивости к засухе (Бровар и Якуб) и 

низким температурам (Вакула и Талер). Растения ячменя Бровар и Вакула относятся к засухо- 

и морозоустойчивым сортам, соответственно. Сорта Якуб и Талер обладают низкой устойчи-

востью к засухе и низким температурам, соответственно. 

Как видно из рис. 2, в ячмене сортов Бровар и Вакула концентрация цГМФ составила 

0,86±0,059 пмоль/г ткани и 1,01±0,11 пмоль/г ткани, соответственно. Тогда как в растениях 

сортов Якуб и Талер, восприимчивых к данным абиотическим факторам, содержание цГМФ 

было в 1,7 и 1,4 раза выше и составляло 1,53±0,16 пмоль/г ткани и 1,41±0,10 пмоль/г ткани, 

соответственно. Следовательно, полученные экспериментальные данные свидетельствуют о 

наличии обратной зависимости между устойчивостью к засухе и низким температурам и 

уровнем содержания цГМФ в растениях ячменя.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2 - Содержание цГМФ в сортах растений ячменя, контрастно отличающихся 

по устойчивости к засухе (А) и низким температурам (Б) 

Figure 2 - Endogenous cGMP levels in barley plants with contrast resistance to drought (А) 

and low temperatures (B) 
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Заключение 

Полученные результаты указывают на то, что в клетках растений овощных (томаты) и 

зерновых (ячмень) культур устойчивых сортов содержание цГМФ ниже, чем в клетках рас-

тений восприимчивых сортов. Таким образом, изменение уровня содержания цГМФ в клет-

ках может выступать дополнительным критерием при отборе растений, устойчивых к пато-

генам и абиотическим факторам. 
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ENDOGENOUS CONTENT OF CYCLIC GUANOSINE 3',5'-MONOPHOSPHATE IN 

LEAVES AS A MARKER OF PLANT RESISTANCE TO ABIOTIC AND BIOTIC 

STRESSES 

Bakakina Y.S., Kolesneva E.V., Sodel D.L., Dubovskaya L.V., Volotovski I.D. 

 

tomato, barley, cGMP, resistance, abiotic and biotic stress 

 

Cyclic guanosine 3',5'-monophosphate (cGMP) is a well-established intracellular molecule 

that takes part in diverse physiological processes, biotic and abiotic stress responses in higher 

plants. It was demonstrated that endogenous cGMP content in abiotic and biotic stress-tolerant 

crops were lower than in stress-sensitive ones. Thus, cGMP level could be an additional criterion 

for the selection of resistant to pathogens and abiotic stresses crop plants. 
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Pisum sativum, фасциация, побеговая апикальная меристема (ПАМ)  

 

Введение 

Фасциация – это явление, при котором меристема увеличивается в объеме (в некоторых 

случаях - в 1000 и более раз). Часто этот процесс происходит за счет увеличения пула мери-

стематических клеток в центральной зоне. Скорость деления клеток в центральной зоне за-

висит от потоков сигнальных веществ между rib-зоной и слоями туники. Подробный уль-

траструктурный анализ позволяет оценить состояние клеток в центральной и rib-зонах.  

В своей работе мы использовали две изогенные линии проростков гороха (Pisum sa-

tivum L.): фасциированный мутант "Штамбовый" и дикий тип "Немчиновский". Исследова-

ния проводились на ранних стадиях развития (4-й день прорастания). 

Материалы и методы 

Для изучения ультраструктуры материал фиксировали в 2,5% ГА в фосфатном буфере 

0,1M, при pH 7,2, постфиксация в 1% тетроксиде осмия (OsO4) и 2% уранилацетате (УА) в 

70% этаноле. Затем кусочки  были обезвожены в возрастающих концентрациях этанола и 

ацетона и залиты в эпоксидную смолу. Заключали в смесь эпонов следующего состава: 13 

частей Epon 812, 8 частей DDSA, 7 частей MNA и 1 часть катализатора, ускоряющего про-

цесс полимеризации [1].  

Изготовленные алмазным ножом на ультратоме LKB Ultratome V и смонтированные на 

медных сеточках ультратонкие срезы контрастировали цитратом свинца по Рейнолдсу [1]. 

Образцы исследовали с помощью электронного трансмиссионного микроскопа JEM – 100B 

(Jeol) в межкафедральной лаборатории электронной микроскопии биологического факульте-

та МГУ. 

Для сканирующей электронной микроскопии образцы фиксировали 70% этиловым 

спиртом, дегидратировали в смесях спиртов и ацетона возрастающей концентрации и высу-

шивали методом “критической точки». После этого проводили напыление металлами. Об-

разцы клеили на столики при помощи лака или двустороннего скотча. Столики с образцами 

напыляли сплавом платины и палладия в ионно-распылительной установке (Eiko IB-3 ION 

COATER). Напыленные образцы были изучены с помощью сканирующего электронного 

микроскопа (СЭМ) HITACHI S-405A и Stereoscan S-2 (Cambridge Instruments) в лаборатории 

электронной микроскопии биологического факультета МГУ. 

Результаты и обсуждение 

Ультраструктура клеток фасциированных мутантов демонстрирует отличия от расте-

ний дикого типа: в тунике наблюдается существенная вакуолизация, часто сопровождающа-

яся отхождением плазматической мембраны от клеточной стенки. В ряде случаев этому со-

путствовало утончение или разрыв клеточной стенки, а также объединение нескольких кле-

ток в единую полость. Внутри клеток также наблюдались признаки деградации. У растений 

сорта «Немчиновский» (дикий тип) также наблюдалась вакуолизация в риб-зоне (рис.4), что 

связано с формированием полости в центральном цилиндре и является характерным призна-

ком данного вида. Однако вакуолизации клеток туники замечено не было.   

Сканирующая электронная микроскопия подтверждает изменения формы апикальной 

меристемы побега фасциированного мутанта «Штамбового» в отличие от сорта «Немчинов-

ский» (дикого типа). Известно, что при фасциации объем меристемы увеличивается, мери-

mailto:katebykova.90@mail.ru
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стема может принимать различные формы, вплоть до кольцевой [2]. В случае нашего объекта 

меристема фасциирована вдоль определенной плоскости, имеет уплощенную форму (рис. 3).  

 

 
 

 

 

 

 

 
              

 

 

 

 

 

Заключение 

Из приведенных данных можно заключить, что мутации, дающие такое морфологиче-

ское изменение, как фасциация, влияют на ультраструктуру клеток апикальной меристемы 

побега. Интерпретация выявленных изменений может быть проведена с нескольких альтер-

нативных позиций. Во-первых, следует отметить изменения, затрагивающие клеточную 

стенку – изменения ее толщины, а также разрывы. Можно предположить, что это связано с 

деформациями клеточных стенок и возникающими дополнительными натяжениями в них. С 

другой стороны, фасциированный фенотип может возникать в силу разных причин. Так, из-

вестны мутанты main и mdo1 у Arabidopsis thaliana, у которых наблюдается деградация кле-

ток апикальной меристемы побега, повышенная чувствительность к агентам, повреждающим 

5 µm 

        Рисунок 1 - Центральная зона 

“Штамбового” 

        Figure 1 - Central zone of "Shtam-

bovyj"  

Рисунок 1. Туника “Немчиновского”. 

Tunica of "Shtambovyj" 

 

        Рисунок 3 - Форма меристемы у 

“Штамбового” 

        Figure 3 - The meristematic shape of 

"Shtambovyj" 

        Рисунок 4 - Rib-зона “Немчинов-

ского” 

        Figure 4 - Rib-zone of "Nemchi-

novskyj" 

       Рисунок 2 - Туника “Немчиновского” 

        Figure 2 -Tunica of "Shtambovyj" 
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ДНК, и – на фоне этого - фасциация побега [3,4]. Таким образом, дальнейшая работа может 

быть направлена в сторону изучения феномена фасциации и ультраструктуры клеток апи-

кальной меристемы побега на других мутантах, для которых точно известна функция повре-

жденного гена.  
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MORPHOLOGY AND ULTRASTUCTURE OF THE SHOOT APICAL MERISTEM 

FASCIATED PISUM SATIVUM L. MUTANTS 

Bykova Е.А., Labunskaya Е.А., Choob V.V. 

 

Pisum sativum, fasciation, shoot apical meristem (SAM) 

 

Fasciation is phenomenon in which the meristem increases in volume (in some cases - in 1000 

and more). Often this process occurs by increasing the pool of stem cells in central zone. The rate of 

cell division in central zone depends on cross-talking between the rib-zone and layers of tunica. The 

detailed ultrastractural analysis allows us to estimate the state of central and rib-zone cells. 

In our work we used two isogenic lines of pea seedlings (Pisum sativum L.): fasciated mutant 

"Shtambovyj" and wild type "Nemchinovskyj." Studies realized on early stages of development (1
st
, 

4
th

  and 9
th

 day of germination). 
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Введение 

В кончиках подавляющего большинства корней есть небольшая группа клеток, называемая 

покоящимся центром, которые при нормальных условиях делятся в 6 – 10 раз реже остальных кле-

ток меристемы [3]. Известно также, что они более устойчивы к облучению  или охлаждению. Функ-

циональное значение клеток покоящегося центра далеко не полностью изучено. Существуют два 

мнения: либо эти клетки являются стволовыми клетками корня, либо они, не являясь таковыми, ин-

гибируют переход к дифференцировке окружающих клеток, которые, в свою очередь и выполняют 

роль стволовых клеток [1, 4, 7, 8]. Для выяснения функциональной роли покоящегося центра пред-

ставляет интерес выявить, как меняется рост и деления клеток покоящегося центра при разных воз-

действиях. 

Работая в этом направлении, мы обнаружили интересное явление – активацию делений клеток 

покоящегося центра в отрезанных кончиках корней проростков кукурузы, выдерживаемых во влаж-

ной среде, хотя деление основной части клеток меристемы прекращалось. При этом структура мери-

стемы перестраивалась из закрытой в открытую. Такая активация делений наблюдалась у  пророст-

ков четырех сортов и не наблюдалась у проростков восьми сортов. Не была она обнаружена и у от-

резанных кончиков корней арабидопсиса [2]. До сих пор механизмы поддержания покоящегося со-

стояния клеток покоящегося центра корней и активации их делений при некоторых воздействиях 

остаются малопонятными.  

Orthega-Martinez et. al. [5] показали, что этилен может быть одним из регуляторов, вызываю-

щих переход клеток покоящегося центра к активным делениям в корнях арабидопсиса.   

В связи с этим представляло интерес проверить, какова роль этилена при активации делений 

клеток покоящегося центра в отрезанных корнях кукурузы. Известно, что отрезание является одним 

из факторов, который может стимулировать синтез этилена. 

С этой  целью было изучено действие ингибиторов синтеза и действия этилена на деление 

клеток покоящегося центра в отрезанных корнях кукурузы. 

Материалы и методы 

Опыты проводили с проростками кукурузы сорта Интеркрас-375. Сухие семена стерилизовали 

1% раствором формалина и проращивали на влажной фильтровальной бумаге в темноте при 27
0
 С. 

У 3-х суточных проростков отрезали кончики длиной 1см и помещали в чашки Петри на фильтро-

вальную бумагу, смоченную дистиллированной водой или растворами ингибиторов, и ставили в 

темный термостат при 27
0
 С на 24 ч.   

В опытах с циклопропеном вначале интактные проростки на 3-4 ч помещали в атмосферу сме-

си изомеров циклопропена, затем отрезали кончики корней, которые помещали в чашки Петри на 

влажную фильтровальную бумагу и ставили в термостат. В части опытов отрезанные кончики вы-

держивали 24 ч в среде с циклопропеном, помещая чашки в пятилитровые сосуды, в которые вво-

дился циклопропен (50 нл/л). Через 24 ч кончики корней фиксировали по Бродскому и заливали в 

парафин. Далее 10 мкм срезы окрашивали по ШИК-методу с последующей подкраской 0,15% рас-

твором проционового яркоголубого 4RS в 0,2% растворе Na2CO3 в течение 30 – 40 мин. при комнат-

ной температуре или по методу Фельгена с последующей подкраской 0,1% раствором алцианового 

синего 8GS в 3% уксусной кислоте в течение 30 мин. при комнатной температуре.  
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Результаты и обсуждение 

У контрольных проростков из 30 отрезанных корней в 21 наблюдалось четкое открывание ме-

ристемы. При этом в отдельных корнях картина распределения делений клеток покоящегося центра 

варьировала, что и наблюдалось нами ранее [2]. Все использованные ингибиторы предотвращали 

открывание меристемы в большинстве корней. При этом они ингибировали рост корней интактных 

проростков за 24 ч не более 40% (часто меньше). 

Таким образом, проведенные эксперименты показали, что ингибиторы синтеза (L-α-(2-амино-

этоксивинил)глицин-HCl (AVG), 10
-4
М) или действия этилена (AgNO3, 0,5×10

-5
М,  циклопропен, 

50нм/л) резко уменьшают активацию делений клеток покоящегося центра в отрезанных корнях [9]. 

Очень сходные картины открывания меристемы описаны в работе [6], в которой изучали из-

менения структуры меристемы при преодолении корнем механических препятствий (рост через 

тонкие трубочки с диаметром меньшем диаметра корня). Известно, что преодоление механических 

препятствий также может стимулировать синтез этилена. Поэтому вполне возможно, что и в этом 

случае открывание меристемы связано с действием этилена. Представляет большой интерес, как в 

этом случае действуют ингибиторы синтеза или действия этилена.   
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The aim of this work was to elucidate how root growth and cell divisions in quiescent center 

are changed under different exposures.  The effects of inhibitors of ethylene biosynthesis and eth-

ylene action on cell divisions in quiescent center were studied in excised maize roots. The experi-

ments showed that the ethylene biosynthesis inhibitor (L-α-(2-amino-ethoxyvinyl)glycine-HCl 

(AVG) and ethylene action inhibitors (AgNO3, cyclopropene)  reduce the activation of cell divi-

sions in quiescent center of excised roots.   
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Введение 

Хотя системы восприятия, передачи и реализации гормональных сигналов представляют со-

бой одну из наиболее активно изучаемых проблем науки о растениях, модель трансдукции сигнала 

АБК находится в стадии становления. Различными исследователями было идентифицировано более 

десяти АБК-связывающих белков, кандидатов в рецепторы этого фитогормона. Такое многообразие 

возможных рецепторных белков АБК позволяет предполагать существование в растительной клетке 

не одного линейного пути передачи сигнала этого гормона, а наличие целой регуляторной сети, ко-

торая способна формировать различные физиологические ответы. В связи с этим представляет ин-

терес поиск новых рецепторов АБК и АБК-регулируемых компонентов сигнальных сетей. Особое 

значение при этом имеют АБК-связывающие белки. Одним из них является семейство АБК–

активируемых белков, содержащих TolB-подобный бета-пропеллерный домен (построенный на базе 

PD40-повторов), и С-концевой домен, гомологичный дипептидилпептидазе IV типа (DPP IV). У A. 

thaliana белки этого семейства кодируются генами-гомологами, в промоторной области которых 

обнаружены регуляторные элементы, в том числе цис-элементы, с которыми могут связываться 

АБК-зависимые транс-факторы. Два гена-гомолога At1g21670 и At1g21680 экспрессируются пре-

имущественно в листьях, а третий At4g01870 – в корнях. При этом уровень транскриптов всех трех 

генов резко повышается в ходе прорастания семян. Физиологические эффекты, вызванные инакти-

вацией генов-гомологов, позволяют предполагать, что кодируемые ими белки могут функциониро-

вать по типу отрицательных регуляторов сигналинга АБК, однако конкретные молекулярные меха-

низмы их действия и место в сложных сетях формирования ответа на гормон не ясны. Возможно, 

что белки исследуемой группы, учитывая их АБК-связывающие свойства, способны к индукции 

гормон-зависимой сборки белковых комплексов, либо к участию в гормон-зависимой посттрансля-

ционной модификации белков, что приводит к выполнению определенной функции в цепи передачи 

гормонального сигнала. В данном исследовании изучали возможное влияние различных мутаций по 

генам синтеза или сигналинга АБК на регуляцию экспрессии генов-гомологов АА1 при обычных 

условиях произрастания и под воздействием АБК. 

Материалы и методы 

В работе использовали мутанты Arabidopsis, дефектные по генам синтеза (aba 2-1) или сигна-

линга AБК (abi-1-1, abi-5-1, gun 5-1 и gcr1) и исходные экотипы Col 0 и Ler 0. Соответствующие му-

тантные семена были получены из ABRC (биологический центр ресурсов Arabidopsis, университет 

Огайо, США). Проростки, выращенные на жидкой среде MS в климатической камере при темпера-

туре 23
o 
C, освещенности 100 μE m

-2
 s

-1 
и световом периоде 16ч/8ч , переносили в возрасте трех дней 

на среду MS с добавлением АБК в концентрации 5 х 10
-5 

М и экспонировали еще 24 часа. Изучение 

содержания транскриптов генов-гомологов AA1, а также гена первичного ответа на АБК RAB18 про-

водили методом ПЦР в реальном времени после обратной транскрипции (ПЦР-РВ). В качестве ре-

ференсного гена использовали ген UBQ10. 
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Результаты и обсуждение 

Эффект мутаций по генам синтеза или рецепции АБК на изменение чувствительности к эндо-

генному гормону оценивали по уровню накопления продуктов гена дегидрина RAB18, который од-

новременно используется в качестве маркера действия абсцизовой кислоты (рис. 1а). Наименьшая 

экспрессии этого гена наблюдалось у нечувствительного к действию гормона мутанта по гену abi1-

1, кодирующего серинтреониновую фосфатазу типа 2С, которая является одним из компонентов це-

пи сигналинга, инициируемого рецепторами АБК PYR/PYL/RCAR, а также у мутанта aba2-1 с по-

ниженным уровнем биосинтеза гормона. В ответ на обработку экзогенной АБК (5 х 10
-5 

М) уровень 

накопления мРНК гена RAB18 возрастал у всех иссле-

дованных генотипов, за исключением мутанта abi1-

1.Анализ накопления мРНК генов-гомологов AA1 

продемонстрировал разнонаправленное изменение их 

уровней под воздействием АБК. Через 24 ч экспони-

рования на среде MS c гормоном наблюдалось резкое 

увеличение содержания транскриптов гена At4g01870 

у всех генотипов, за исключением gun 5-1 и abi-5-1, 

где АБК-зависимая активация экспрессии At4g01870 

отсутствовала (рис. 1г). Экспрессия двух других генов 

гомологов - At1g21670 и At1g21680 подавлялась в 

присутствии АБК у всех изученных образцов кроме 

мутантов aba2-1, gun 5-1 и abi-5-1, где она или не из-

менялась, или умеренно активировалась (рис. 1б,в). 

Различия в профиле экспрессии трех генов-

гомологов под действием АБК позволяют предполо-

жить, что, несмотря на высокое сходство нуклеотид-

ных последовательностей ДНК, гены гомологи обла-

дают выраженной спецификой гормон-индуцируемой 

регуляции и, по-видимому, осуществляют различные 

функции в процессе прорастания семян. Активная 

пролиферативная деятельность в подземных органах, 

направленная на обеспечение выноса надземных ор-

ганов на поверхность и переход от скотоморфогенеза 

к фотоморфогенезу, сопряжена, в свою очередь, со 

сложными взаимодействиями различных фитогормо-

нов: АБК, этилена, гиббереллина, цитокинина и брас-

синостероидов, которые могут вызывать как положи-

тельную, так и отрицательную регуляцию трансдук-

ции гормональных сигналов. Заметим также, что на 

вегетативной стадии, согласно данным ДНК-чипов, 

для дуплицированных генов первой хромосомы 

At1g21670 и At1g21680 было характерно накопление 

матрицы в надземных органах, а для гена из четвертой 

хромосомы At4g01870 – в корнях, причем при перехо-

де к репродуктивной стадии в соцветиях активно экс-

прессировался и ген At4g01870. 

 

 

Сходная динамика ответа на экзогенную АБК у проростков дикого типа (Col 0 и Ler 0) и му-

тантов abi-1-1 и gcr1 (усиление экспрессии At4g01870 и ингибирование At1g21670 и At1g21680) поз-

воляет предполагать, что гены-гомологи AA1 непосредственно не связаны с путями трансдукции 

сигнала АБК, участниками которых являются ABI1 и GCR1. Вместе с тем отсутствие выраженной 

        Рисунок 1 – АБК-зависимая эксперссия 

генов: а. RAB18; б. At1g21670; в. At1g21680; 

г. At4g01870 

        Figure 1 – ABA-dependent regulation of 

gene expression:  а. RAB18; б. At1g21670; 

в.  At1g21680; г.  At4g01870 
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АБК-зависимой регуляции экспрессии генов AA1 у мутантов abi-5-1 и gun 5-1 указывает на возмож-

ное участие в контроле накопления матрицы этих генов рецептора CHLH/ABAR/GUN5. Известно, 

что ген Gun5 кодирует Н субъединицу гетеротримерного Mg- хелатазного комплекса из А. thaliana 

(ABAR/CHLH/GUN5) (Shang et al., 2010). В ответ на сигнал АБК GUN5 вызывает перемещение 

транскрипционного фактора WRKY40 из ядра в цитозоль, что приводит к разблокированию гена 

ответа на АБК транскрипционного фактора ABI5, экспрессию которого подавляет WRKY40. Таким 

образом, при передаче сигнала АБК Н субъединица Mg-хелатазы выступает в качестве антагониста 

транскрипционных репрессоров семейства WRKY и снимает ингибирование генов ответа на АБК. 

Предложенная модель, однако, не исключает вовлечение в данную систему трансдукции сигнала 

АБК дополнительных стадий, например, неизвестно, каким образом АБК обеспечивает перемеще-

ние WRKY из ядра в цитозоль или каким образом подавляется экспрессия WRKY. Исследуемые 

нами гены-гомологи могут представлять недостающие компоненты данной цепи передачи сигнала 

АБК или ориентированные на нее гены ответа на гормон. 

Заключение и выводы 

Различия в АБК-зависимой экспрессии генов гомологов AA1 у проростков A. thaliana свиде-

тельствуют в пользу выраженной специфичности восприятия ими гормонального сигнала, наряду с 

частичной генетической избыточностью дуплицированных генов первой хромосомы At1g21670 и 

At1g21680. Особенности регуляции экспрессии трех генов у мутантов abi-5-1 и gun 5-1, с инактиви-

рованными генами, компонентами цепи трансдукции сигнала АБК ABAR/CHLH/GUN5, позволяют 

предполагать вовлечение в эту систему белков АА1 в качестве участников сигнального пути или 

связанных с ним генов ответа. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ, грант №14-04-00818. 
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Different patterns of ABA-dependent regulation of the AA1 gene expression in A. thaliana 

seedlings confirm their specificity in perception of hormonal signal, along with partial genetic re-

dundancy of duplicated genes At1g21670 and At1g21680. Lack of the pronounced ABA-dependent 

regulation of expression of the three homologous AA1 genes in the abi-5-1 and gun 5-1 mutants, 

with inactivated genes, components of ABA signaling pathway ABAR/CHLH/GUN5 suggests that 

AA1 genes are either involved in ABAR/CHLH/GUN5 signal transduction chain or act as its down-

stream ABA-responsive genes. 
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Введение 

Изучение регуляторных систем, и в первую очередь гормональной, обеспечивающей 

рост, развитие и репродукцию растительных организмов является одной из важнейших про-

блем современной фитобиологии. Эти генетически запрограммированные процессы и их ре-

гуляция исследованы главным образом у представителей высших растений. Информация о 

роли фитогормонов в процессах роста и развития споровых растений немногочисленна и 

ограничена лишь данными об их идентификации или влиянии на развитие в культуре in vitro 

[Dathe W., Miersch O., Schmidt J., 1989; Johri M.M., 2008; Poli D.B, 2005; Stirk W.A., van 

Staden J., 2003]. Появляются публикации, в которых авторы обращают внимание на эволю-

ционные аспекты формирования и функционирования регуляторных систем у разных пред-

ставителей растительного мира – от простейших споровых и до низших и высших сосуди-

стых [Cooke T.J., Poli D.B., Cohen J.D., 2004; Ross, Reid, 2010; Sztein A.E., Cohen J.D., Cooke 

T.J, 2000; Hartung W, 2010]. Для понимания роли фитогормонов в регуляции различных мор-

фо-физиологических процессов у представителей низших сосудистых растений прежде всего 

необходимы исследования связанные с их локализацией, концентрацией и динамикой в ре-

продуктивных и вегетативных органах в течении жизненного цикла и на фоне различной ин-

тенсивности ростовых процессов [Davies, 2004; Веселов Д.С. и др., 2007].  

Целью работы было изучение закономерностей изменения содержания, соотношения и 

состава индолил-3-уксусной (ИУК) и абсцизовой (АБК) кислот в процессе развития репро-

дуктивной почки и побега хвоща полевого – Equisetum arvense L.  

Материалы и методы 

Объектом исследования были сформировавшиеся репродуктивные почки, которые пе-

решли в состояние покоя (осенне-зимний период) и находились на начальном этапе прорас-

тания (весний период), а также их органы (междоузлия, стробилы, корневища с клубенька-

ми).  

Экстракцию, очищение и элюирование ИУК и АБК проведено в соответствии с [Мето-

дические рекомендации, 1988]. Качественный и количественный анализ фитогормонов про-

водили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии на жидкостном хромато-

графе Agilent 1200 LC с диодно-матричным детектором G 1315 В (США), на колонке Eclipse 

XDB-C 18 с параметрами 4,6 х 150 мм, размер частичек – 5 мкм. ИУК элюировали в системе 

растворителей метанол: вода: уксусная кислота (59 :40 :1), АБК – хлороформ: этилацетат: 

ледяная уксусная кислота (70 :30 :5) в режиме online. Хроматограммы анализировали с по-

мощью программного обеспечения Chem Station (версия В.03.01) в режиме offline. Цифровой 

материал обрабатывали статистически при помощи программ MS Excel 2002 и Origin 6.0. 

Достоверность различия оценивали по критерию Стъюдента, используя 5% уровень значения 

(Р ≤ 0,05). 

Результаты и обсуждение 

Репродуктивные почки хвоща полевого состоят из последовательно чередующихся 6-7 

укороченных междоузлий, длина которых в ходе прорастания (весенний этап) изменялась от 

1–5 мм до 5–14 мм, и узлов, в которых развиваются сросшиеся у основания в трубчатое вла-

галище бурые листья. Их длина в апреле изменялась в процессе роста, развития и прораста-
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ния репродуктивного побега и составляла от 11–19 до 11–23 мм. В осенне-зимний период 

почки переходят в состояние покоя и, перезимовав, прорастают в безхлорофильные репро-

дуктивные весенние побеги розоватого цвета со стробилов на верхушке.  

Наши исследования показали, что формирование, развитие и начальный этап прораста-

ния зачаточной репродуктивной почки у хвоща полевого сопровождается качественными и 

количественными изменениями фитогормонов. Так, на протяжении всего периода исследо-

вания содержание ИУК (обеих форм) в корневищах постепенно уменьшалось и в период 

прорастания почки (апрель) достигало следовых количеств. Интенсивное прорастание 

надземных органов репродуктивной почки происходило на фоне высокого содержания ИУК, 

в основномых за счет её конъюгированной формы, и составляло 59,6 нг/г массы сырого ве-

щества. В дальнейшем наблюдалось уменьшение суммарного количества обеих форм ИУК в 

два раза. При этом ИУК в основном была сконцентрирована в междоузлиях, где количе-

ственно превалировала свободная форма гормона. В зачаточном стробиле на этом этапе раз-

вития происходило накопление связанной ИУК. Очевидно, ИУК, на начальных этапах про-

растания почки и развития репродуктивного побега хвоща, контролирует процессы деления 

и растяжения клеток междоузлий, которые начинают интенсивно вытягиваться, аналогично 

таким же процессам у высших растений [Del Pozo et al., 2005]. Содержание обеих форм АБК 

в репродуктивной почке и корневище было одинаково низким при переходе в состояние вы-

нужденого покоя (осенне-зимний период). Прорастание (начало апреля) было сопряжено с 

увеличением количества АБК как в корневище, так и в органах надземной части побега (в 2 

раза). При этом в корневище количественно преобладала свободная форма гормона, а в над-

земных органах – связанная. Следует отметить, что в начальный период интенсивного роста 

надземных органов (середина апреля), а именно – удлинение междоузлий, резко уменьши-

лось содержание АБК в корневище (до следовых количеств) и в междоузлиях, тогда как в 

стробиле происходило накопление свободной формы гормона. Возможно, высокое содержа-

ние связаной АБК в надземных органах хвоща при проростании является результатом её по-

вышенного синтеза в стробилах, а в ходе её деградации до свободных форм на более поздних 

этапах роста и развития репродуктивного побега будет выполнять роль стресс-гормона, ре-

гулируя работу устьичного аппарата. Таким образом, в период весенних колебаний темпера-

тур при нехватке влаги имено АБК регулирует процессы потери влаги клетками хвоща, ана-

логично таковым у высших растений [Веселов Д.С. и др., 2007; Agarwal P.K., Jha B., 2010].  

Заключение 

Нами впервые определены эндогенное содержание, локализация и динамика ИУК и 

АБК в надземных и подземных органах репродуктивной почки и побега хвоща полевого в 

осенне-зимний и весенний периоды. Выявлено прямую зависимость между интенсивностью 

роста и развития надземной (междоузлия с кольцами листьев, стробилы) и обратную – под-

земной (корневище) частей репродуктивной почки хвоща полевого в период покоя и её ин-

тенсивного прорастания с уровнем в них исследуемых фитогормонов. Следует отметить спе-

цифичность в содержании ИУК и АБК в надземных органах, особенно связанных форм, на 

раннем этапе прорастания реподуктивной почки хвоща. В целом же наши исследования под-

тверждают предположение о том, что фитогормоны у сосудистых споровых растений на 

ранних этапах их прорастания, роста и развития функционируют так же, как и у высших рас-

тений. 
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PHYTOHORMONE CONTROL THE GROWTH AND DEVELOPMENT 

IN THE REPRODUCTIVE BUD OF HORSETAIL 
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The content, ratio and composition of IAA and ABA in the reproductive bud of horsetail (Eq-

uisetum arvense L.) during its development and growth were studied. A direct dependence between 

the development and growth intensity of aboveground part bud and their phytohormone content was 

shown. The study results confirm the assumption that phytohormones in vascular spore plants like 

in higher plants are growth regulators.  
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Введение 

Эндофитные бактерии (ЭБ), формирующие тесный мутуалистический симбиоз с растением, в 

последнее время вызывают повышенный интерес. Это связано не только с открывающимися пер-

спективами их использования в практике растениеводства и фиторемедиации (Гарипова, 2012; 

2014), но и с решением фундаментальных вопросов функционирования растительно-микробных 

взаимоотношений (Zamioudis et al., 2013; Brader et al., 2014). Интригующим является поиск сигналь-

ных систем, посредством которых осуществляется диалог партнеров, приводящий к формированию 

и регуляции «дружественных» отношений симбионтов. Взаимодействие растения с ЭБ стало пред-

метом изучения сравнительно недавно. Известны работы по оценке салицилат-жасмонатной гормо-

нальной системы растения в ответ на внедрение ЭБ на картофеле (Максимов с соавт., 2014) и анали-

зу индолилуксусной кислоты (ИУК), абсцизовой кислоты (АБК), цитокининов (ЦК), гиббереллинов 

(ГК) на пшенице (Егоршина и др., 2012). В представляемой работе изучали реакции растений гороха 

при взаимодействии с эндофитными бациллами и ризобиями при автономной и комбинированной 

инокуляции семян. Были поставлены задачи определить: влияние численности микробных клеток в 

инокулюме на рост растений; способность ЭБ продуцировать фитогормоны; гормональный баланс в 

корнях растений гороха при инокуляции семян эндофитными бактериями.  

Материалы и методы 
Объектами исследования были растения Pisum sativum L. сорта Чишминский 95. Для иноку-

ляции семян использовали 10 штаммов Bacillus subtilis, выделенных из растений пшеницы в лабора-

тории биотехнологии Башкирского ГАУ; штамм B. subtilis 11В был предоставлен ООО НПП «Био-

форт»; Rhizobium leguminosarum bv. vicеae штамм 1078 получен из Всероссийской коллекции непа-

тогенных микроорганизмов сельскохозяйственного назначения ВНИИСХМ. Для инокуляции расте-

ний семена стерилизовали 9%-м гипохлоритом натрия, плотность бацилл и ризобий составила 10
5
 и 

10
7
 клеток/семя, в комбинированной обработке ризобии вносили в плотности 10

7
 клеток/семя. Се-

мена проращивали 5 сут. в темноте при 20°С. Продукцию бактериальных индолов измеряли при 

помощи реактива Сальковского. Продукцию ГК штаммами B. subtilis и Rh. leguminosarum 1078 оце-

нивали методом Роя и Смита по изменению активности амилазы инокулированных проростков 

пшеницы. Продукцию ЦК-подобных веществ бациллами и ризобиями определяли на отрезках ста-

реющих листьев ячменя. Содержание ИУК, АБК и ЦК в корнях гороха оценивали методом имму-

ноферментного анализа с использованием специфичных к ИУК, АБК и зеатинрибозиду кроличьих 

сывороток и антикроличьих антител, меченых пероксидазой (Shakirova et al., 2003). 

Результаты и обсуждение. 

Ростстимулирующие штаммы бацилл, выделенные из растений пшеницы, ускоряли рост кор-

ней трех- и пятисуточных растений гороха при обработке в дозе 10
5
 клеток/семя, но в дозе 10

7
 кле-

ток/семя большинство штаммов подавляло рост. Возникло предположение, что бактериальные 

штаммы продуцируют ИУК, которая оказывает дифференцированное доза-зависимое действие на 

однодольные и двудольные растения и в высокой концентрации тормозит рост корня последних. В 

модельном эксперименте по обработке семян гороха экзогенной ИУК были определены критиче-

ские концентрации ауксина: в количестве 10
-8
-10

-6
 моль/л ИУК способствовала увеличению длины 
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корней трехсуточных растений до 44% по отношению к контролю, в концентрациях 10
-5
-10

-4
 моль/л 

– ингибировала рост корней от 59% до 86% в сравнении с контрольными растениями, а в концен-

трации 10
-3
 моль/л полностью подавляла прорастания семян.  

Проверка способности бацилл к продукции фитогормон-подобных веществ показала, что 

штаммы бактерий синтезировали индолы в диапазоне 1.6-5.2 мкг/мл (10
-6
 – 5×10

-5
 моль/л), находя-

щемся на границе концентрации с эффектом «стимуляция – ингибирование роста». Следовательно, 

при повышении плотности клеток в инокулюме с 10
5
 до 10

7
 клеток/семя ингибирование роста про-

ростков гороха, вероятно, было вызвано увеличением концентрации индольных соединений. Для 

всех штаммов с помощью биотестов была выявлена продукция веществ с ЦК- и ГК-подобной ак-

тивностью. Для оценки вклада фитогормон-подобных веществ бактерий в механизмы рострегули-

рующей активности по отношению к растениям были выбраны три штамма 11ВМ, 161РН, 811РН, 

контрастные по продукции индолов и ЦК-подобных соединений и дифференцированно влияющие 

на рост корней в комбинации с Rh. leguminosarum 1078 по сравнению с автономной инокуляцией 

бациллами. Если принять продукцию фитогормон-подобных веществ ризобиями за единицу, то 

продукция in vitro ИУК : ГК : ЦК для штамма B. subtilis 11ВМ составила 4 : 1.4 : 4.5, для штамма 

161РН – 2 : 1.5 : 2.8, для штамма 811РН – 3: 1.5 : 2.  

При обработке семян клубеньковыми бактериями растение реагировало незначительным уве-

личением ИУК (115% к контролю) и существенным повышением содержания ЦК (160% к контро-

лю без инокуляции). По-видимому, активация синтеза ЦК в корнях была вызвана сигнальным фак-

тором ризобий, так как ЦК-подобная активность самих бактерий была невысока. Повышение плот-

ности бактерий в инокулюме до 10
7
 клеток/семя сопровождалось снижением содержания в растении 

ИУК и ЦК на 10% и АБК – на 20% относительно плотности 10
5
 клеток/семя. При этом отмечено 

торможение роста корня.  

Бациллы в отличие от ризобий обладали более высокой фитогормон-подобной активностью. 

Штамм 11ВМ характеризовался самой высокой продукцией индолов, четырехкратно превышающей 

уровень продукции их ризобиями. В ответ на обработку семян клетками этого штамма параллельно 

с повышением плотности клеток увеличивалось эндогенное содержание ИУК, АБК, незначительно 

(не выше контрольных значений) усиливался и рост корня. Добавление к бациллам ризобий вызвало 

увеличение уровня АБК (на 70% к контролю) в корнях проростков, что одновременно проявлялось 

ингибированием роста корня на 16%. Можно полагать, что продукция бактериями ИУК-подобных 

веществ находилась на таком уровне, при котором стимулирующий эффект сменялся ингибирова-

нием роста, а увеличение АБК в растениях выступило регулятором повышенного содержания ИУК.  

Другие штаммы B. subtilis 161РН и 811РН при автономной обработке семян в дозе 10
5
 кле-

ток/семя снижали содержание эндогенной ИУК в корнях на 20% от контроля. Длина корней при 

этом также была незначительно меньше контрольных проростков. С ростом концентрации клеток 

бацилл от 10
5
 до 10

7
 клеток/семя, содержание растительной ИУК увеличивалось до 50% относи-

тельно варианта с небольшой плотностью клеток в инокулюме. Это сопровождалось увеличением 

роста корней 5-суточных проростков гороха на 6-20%. Уровень эндогенной ИУК в данном случае 

(соответствовал молярной концентрации 10
-7
 моль/л) не превышал порогового значения, при кото-

ром стимулирующий эффект ауксинов меняется на ингибирующий. Комбинированная обработка 

семян бактериями B. subtilis как штаммом 161РН, так и 811РН с бактериями Rh. leguminosarum 1078 

приводила к увеличению концентрации ИУК в корнях на 30-50% к контролю и на 16-76% относи-

тельно автономной инокуляции семян бациллами. Уровень АБК был значительно ниже, чем в инги-

бирующем рост сочетании B. subtilis 11ВМ + Rh. leguminosarum 1078. Рост корней при этом также 

увеличивался на 20-25% относительно контроля.  

Увеличение содержания ЦК в корнях проростков гороха при инокуляции ризобиями вероятно, 

связано с органогенезом клубеньков. Обработки семян отдельно штаммом B. subtilis 811РН и в ком-

бинации с Rh. leguminosarum 1078 также способствовали повышению концентрации ЦК в корнях на 

43-53% к контролю. Клетки B. subtilis 811РН отличались наименьшей продукцией ЦК-подобных 

веществ, но в ответ на обработку семян этим штаммом в корнях содержание этого гормона повыша-

лось так же, как и при инокуляции ризобиями. Возможно, штамм 811РН обладал сигнальным фак-
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тором, аналогичным продуцируемому ризобиям. Напротив, штаммы B. subtilis 11ВМ и 161РН, про-

дуцирующие в 4.5 и в 3 раза больше ЦК-подобных веществ, по сравнению с Rh. leguminosarum 1078, 

не приводили к увеличению количества ЦК в корнях гороха в комбинированной обработке.  

Заключение 

При взаимодействии эндофитных бактерий с растениями гороха установлен доза-зависимый 

эффект влияния на рост, связанный с уровнем продукции бактериями веществ с ауксин-подобной 

активностью. Высокая индол-продуцирующая активность  бактерий, равно как и более высокая 

плотность бактериальных клеток в инокулюме, обусловили повышение уровня АБК в корнях, что в 

результате привело к торможению роста проростков гороха. Уровень ЦК-подобной активности бак-

терий не совпадал с характером изменения эндогенного количества цитокининов в корнях пророст-

ков при взаимодействии растений с эндофитами.  
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PHYTOHORMONAL RESPONSE OF PEA PLANTS TO INOCULATION 

BY ENDOPHYTIC BACILLUS AND RHIZOBIUM 

Garipova S.R., Valeyeva (Ivanchina) N.V., Sahabutdinova A.R.,  Khayrullin R.M. 

 

Rhizobium, Bacillus, pea, phytohormones, IAA, cytokinins, gibberellins, endophytes  

 

The dose-dependent effect of exogenious IAA on the growth of pea roots was determined. High aux-

ine-like bacterial activity, as well as higher density of such bacteria for pea seeds treatment induced the regu-

latory action of ABA leading to the growth roots inhibition. The bacterial production of cytokinins-like sub-

stances (CC) and the content of endogenous CC in the plant roots under the interaction with the «CC-

producing» and «not producing CC» strains did not coincide.  
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Triticum aestivum, лист, митохондрии, электрон-транспортная цепь, нефосфорилирующие 

пути, альтернативная оксидаза, деэтиоляция 

 

Наряду с фотопротекторной системой хлоропластов, в защите клетки от фотодеструк-

ции и создании оптимальных условий для протекания фотосинтеза может участвовать элек-

трон-транспортная цепь митохондрий (ЭТЦ). В растительных митохондриях помимо основ-

ного цитохромного пути, ЭТЦ содержит альтернативные нефосфорилирующие пути (НФП). 

Перенос электронов по НФП не связан с генерацией протонного градиента, необходимого 

для синтеза АТФ. Основными переносчиками электронов по НФП являются альтернативная 

оксидаза (АОХ), альтернативные внешняя и внутренняя НАДН-дегидрогеназы (НАДН-ДГ). 

К системам, рассеивающим протонный градиент, образуемый в ходе реакций ЭТЦ, относятся 

разобщающие белки (UCP). Благодаря активации НФП цепь способна диссипировать избы-

ток восстановителей, в том числе, экспортируемых из хлоропластов [1]. Вместе с тем, вопро-

сы прямых и опосредованных механизмов регуляции светом активности дыхательных ком-

понентов являются слабо изученными [2, 3].  

Целью работы было выявить закономерности вовлечения и функционирования НФП 

митохондрий (от экспрессии генов до проявления активностей) в процессе становления фо-

тосинтетической функции листа при деэтиоляции проростков яровой пшеницы (Triticum aes-

tivum L., с. Иргина) на непрерывном свету (190 мкмоль/м
2
 с) в течение 48 ч [4]. Деэтиоляция 

как светоиндуцируемый процесс биогенеза пластид и формирования тилакоидной системы  

хлоропластов, является удобной моделью для оценки роли дыхания в поддержании и опти-

мизации фотосинтетического процесса.  

В процессе зеленения листа пшеницы установлена связь дыхания со степенью развития 

фотосинтетического аппарата. Максимальная скорость дыхания, измеренная по скорости 

выделения СО2 и поглощения О2, обнаружена на более поздних этапах деэтиоляции (4-12 ч 

освещения), когда проламеллярные тела реорганизованы в тилакоиды, но фотосинтетиче-

ский аппарат полностью не развит [4]. Повышение скорости дыхания сопровождалось ин-

дукцией альтернативного пути (АП). Доля АП возрастала и достигала наибольшего значения 

(50% общего дыхания листа) в период от 4 до 6 ч зеленения. После 12 ч экспозиции пророст-

ков к свету скорость дыхания снижалась в 1.5 раза и поддерживалась на этом уровне до кон-

ца эксперимента. Положительная линейная связь между скоростью тепловыделения и аль-

тернативного дыхания свидетельствовала об участии АП в диссипации энергии. 

Митохондрии в первые 6 ч деэтиоляции характеризовались преимущественным окис-

лением малата перед сукцинатом и возрастанием вклада АП при использовании малата как 

дыхательного субстрата. Включение механизма увода менее активной малатдегидрогена-

зы (МДГ) от конкуренции с более активной сукцинатдегидрогеназой (СДГ) [5] было, по-

видимому, направлено на стимуляцию работы малатного челнока, обеспечивающего обмен 

НАДН между хлоропластами, цитозолем и митохондриями [6]. Этому также могло способ-

ствовать частичное ингибирование СДГ на свету [7].  
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После 6 ч деэтиоляции максимальные величины скорости дыхания митохондрий обна-

ружены в присутствии экзогенного НАДН, что свидетельствовало об активном функциони-

ровании внешней НАДН-ДГ в связи с усилением фотосинтетической активности. Скорость 

окисления глицина, отражающая активность внутренней НАДН-ДГ, и вовлечение АО в при-

сутствии данного субстрата усиливались после 24 ч зеленения. Это коррелировало с динами-

кой развития фотодыхательной активности. В этот период регистрировали наличие досто-

верного послесветового выброса СО2.  

Вовлечение АОХ, внешней и внутренней НАДН-ДГ достигалось за счет усиленной 

экспрессии генов. Экспрессия АОХ1а имела четкий светозависимый характер и совпадала с 

динамикой активности АП. Экспрессия второго идентифицированного в листе пшеницы ге-

на, кодирующего АОХ - AOX1с происходила комплементарно, т.е. в дополняющей к АОХ1а 

манере. Экспрессия генов, кодирующих белки внутренней и внешней НАДН-ДГ (NDA2 и 

NDB2 соответственно), усиливалась в процессе деэтиоляции и имела схожий, но несколько 

запаздывающий характер по сравнению с экспрессией АОХ1а. Изменение относительного 

количества транскриптов разобщающих белков (UCP1a, UCP1b) не имело в процессе де-

этиоляции определенной временной динамики.  

Обнаружено отсутствие явной корреляции между экспрессией АОХ1а и количеством 

АОХ. После 24 ч экспрессия АОХ1а и вклад АП в дыхание листа снижались, а количество 

АОХ возрастало. Это указывает на существование в клетке дополнительных механизмов ре-

гуляции активности фермента. Анализ субстратной регуляции вовлечения АОХ показал, что 

одной из основных причин снижения активности АП при увеличении количества белка АОХ 

в этот период было ограничение доступности субстрата (растворимых углеводов) [8]. Это 

могло отразиться на посттрансляционной модификации белка.  

Важной функцией АП дыхания является предотвращение перевосстановления ЭТЦ и 

избыточной генерации АФК [9]. Обнаружено, что количество супероксида мало изменялось 

в процессе деэтиоляции. Анализ изоформ СОД выявил усиление в первые 6 ч деэтиоляции 

количества и активности митохондриальной Mn-СОД, что коррелировало с уровнем вовле-

чения АОX. После 12 ч деэтиоляции повышенному образованию О2
-
 препятствовали Cu/Zn-

изоформы СОД, которые преимущественно локализованы в хлоропластах и цитозоле. Ста-

билизация структуры фотосинтетического аппарата, развитие в хлоропластах собственных 

систем диссипации световой энергии [4] и антиоксидантной защиты после 24 ч зеленения 

привело к снижению концентрации Н2О2 и уровня ПОЛ. Эти данные указывают на эффек-

тивность работы клеточных систем защиты от окислительного стресса, частью которых яв-

ляется AOX, в контроле уровня Н2О2 [10]. Возможно, уменьшение количества Н2О2 было 

причиной ослабления экспрессии AOX1a после 24 ч деэтиоляции.  

Таким образом, выявлен дифференциальный характер вовлечения НФП в процессе де-

этиоляции листа пшеницы. Свет напрямую индуцировал экспрессию АОХ1а, совпадающую с 

динамикой активности альтернативного дыхания. Вовлечение АОХ создавало дополнитель-

ную возможность неконкурентного функционирования МДГ, влияющей на работу малатного 

челнока для переноса восстановителей. Экспрессия генов внешних и внутренних НАДН-ДГ 

имела запаздывающий по сравнению с АОХ1а характер, что свидетельствует о роли АОХ в 

регуляции экспрессии генов других белков, участвующих в поддержании гомеостаза зеле-

неющей клетки. Активация альтернативных НАДН-ДГ на более позднем этапе деэтиоляции 

указывает на увеличение поставок в митохондриальную ЭТЦ восстановителей фотосинтети-

ческого и фотодыхательного происхождения. Полученные данные свидетельствуют об уча-

стии Н2О2  в контроле уровня экспрессии АОХ1а по принципу обратной связи. 

Работа поддержана грантом Уральского отделения РАН № 12-У-4-1008.  
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LIGHT REGULATION OF MITOCHONDRIAL NON-PHOSPHORYLATING 

PATHWAYS IN GREENING CELLS OF WHEAT LEAF 

Garmash E.V., Grabelnykh O.I., Velegzhaninov I.O., Borovik O.A., Kokovkina E.V., 

Dalke I.V., Voinikov V.K., Golovko T.K. 

 

Triticum aestivum, leaf, mitochondria, electron-transport chain, non-phosphorylating pathways, 

alternative oxidase, de-etiolation 
 

Engagement and functioning of the non-phosphorylating pathways (alternative oxidase, AOX, 

external and internal dehydrogenases, NDex and NDin, and uncoupling proteins) in mitochondria 

during de-etiolation of spring wheat (Triticum aestivum L., var. Irgina) seedlings was studied. Dif-

ferential character of genes encoding the enzymes was revealed. АОХ1а expression was up-

regulated by light and was likely responsible for induction of the other respiratory genes. Induction 

of the electron flow through the NDex and NDin at the later period of de-etiolation was rather con-

nected with oxidation of reductants generated during photosynthesis and photorespiration. The data 

obtained are according to the idea that the antioxidant systems involving AOX are very effective in 

controlling tissue H2O2. 
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зеленый свет, фитохромы, криптохромы, фототропины, Zeitlupe, гелиохром, родопсин, фи-

тогормоны, морфогенез, фотосинтез, цветение 

 

Зеленый свет (ЗС) наряду с другими участками видимой области электромагнитного излуче-

ния несет информацию об окружающей среде растений [1] и действует на все процессы их жизнеде-

ятельности. И если энергетическая роль ЗС в фотосинтезе наземных растений оспаривается, то для 

водорослей в водной среде на глубинах имеет она большое значение. Кроме этого установлена регу-

ляторная роль ЗС в жизнедеятельности растений и изучена по многим аспектам. Доля ЗС в световом 

потоке (изменение соотношения ведущих фотосинтетически активных диапазонов солнечной ради-

ации) свидетельствует об определенном времени суток, фильтрации солнечного излучения листвой 

или толщей воды («зеленая тень»). Выполняя регуляторную роль, ЗС изменяет функционирование 

систем эндогенной регуляции, включая сенсорные фоторецепторы, вторичные посредники, гормо-

нальный баланс, геном. Показано большое число рецепторов, которые могут быть активированы 

и/или инактивированы ЗС (криптохромы cry1–3, фототропины phot1–2, ZTL/FKF1/LKP2 и фито-

хромы phyA–E) [2–4]. В литературе обсуждаются рецепторы: гелиохром, родопсин и GCR1. Все 

многообразие рецепторов обеспечивает адекватную реакцию растений на условия освещения, реа-

лизуя соответствующие подпрограммы развития (деэтиоляцию, фотоморфогенез, фотопериодизм, 

фототропизм, избегание тени).  

ЗС регулирует уровень Са
2+

, содержание фитогормонов, активность хлоропластных генов [5–

7]. Изменяя процессы в растении, ЗС регулирует морфологию клеток, тканей и органов, контроли-

рует все этапы их развития [5, 8–10], регулирует движение устьиц [11]. 

На начальных этапах онтогенеза растений ЗС стимулирует процессы, сопровождающие де-

этиоляцию проростков растений. Он ускоряет формирование мембранной системы пластид до ла-

меллярного типа включительно, формирование крист митохондрий, индуцирует стимуляцию роста 

колеоптилей и синтеза пигментов фотосинтеза [7, 12, 13].  

При длительном культивировании растений ЗС оказывает неоднозначное действие на многие 

процессы. Специфичность действия ЗС определяется генотипом и продолжительностью онтогенеза 

растений. Медленно растущие виды формируют меньшую листовую поверхность на ЗС по сравне-

нию с белым, красным (КС) и синим (СС) светом, тогда как у более активно растущих видов по-

верхность листа сопоставима с таковой на КС [6, 8]. Возрастная специфика действия ЗС на гормо-

нальный статус листа в онтогенезе растений обусловлена замедлением синтеза, транспорта и/или 

разрушением фитогормонов [13]. Общая закономерность в регуляторном действии ЗС на морфоге-

нез растений связана с регуляцией роста клеток и их плотности упаковки в мезофилле, уменьшени-

ем общего числа хлоропластов в единице поверхности листа, определяющего низкую интенсив-

ность фотосинтеза [6, 8]. Спектр действия накопления пигментов (хлорофилла, антоцианов) в про-

ростках, рост и развитие проростков и растений меняется в зависимости от интенсивности ЗС. Дей-

ствие ЗС низкой интенсивности ингибирует удлинение генеративного побега, увеличивает продол-

жительность вегетативной стадии развития и замедляют переход растений к цветению по сравне-

нию с действием СС [13, 14].  

В заключение следует отметить, что одновременное поглощение ЗС несколькими регулятор-

ными и нерегуляторными фоторецепторами, неодинаково активированными светом и взаимодей-

ствующими между собой, определяет разное направление и уровень ответных реакций растений на 

действие ЗС. 
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GREEN LIGHT REGULATES LIFE OF PLANTS  
Golovatskaya I.F. 

 

green light, phytochromes, cryptochromes, phototropins, Zeitlupe, geliochrome, rodopsin, phytohormones, 

photomorphogenesis, photosynthesis, flowering 

 

Green light (GL) plays energy and regulatory role in life activity of plants. GL transforms functioning 

systems of an endogenic regulation, including sensory photoreceptors, secondary messengers, hormonal bal-

ance and genome. At the initial stages of an ontogenesis of plants GL stimulates the processes accompanying 

deetiolation of plants seedlings. The action GL is defined by a genotype and duration of an ontogenesis of 

plants, by intensity of light. General legitimacy in regulating action GL on a morphogenesis of plants is con-

nected with a regulation of cells growth. 

  



47 

 

УДК 581.14:581.1.03 

ЗАВИСИМОСТЬ МОРФОГЕНЕЗА ARABIDOPSIS THALIANA ОТ ДЛИНЫ ПЕРИОДА 

ДЕЙСТВИЯ СЕЛЕКТИВНОГО СВЕТА 

Головацкая И.Ф., Комарова У.А., Соловьева Е.В. 

 

ФГБОУ ВПО «Национальный исследовательский Томский государственный университет», 

пр. Ленина, 36, г. Томск, 634050, Россия, E-mail: golovatskaya.irina@mail.ru 

 

Arabidopsis thaliana, синий свет, зеленый свет, красный свет, фитохромы, криптохромы, 

фотоморфогенез, фотопериодизм 

 

Периодичность действия светового фактора на растение устанавливает периодичность про-

цессов его жизнедеятельности, в том числе цветение [1]. Переход к репродуктивной стадии опреде-

ляется интенсивностью ростовых процессов. В регуляции роста и развития растительного организма 

участвуют регуляторные фоторецепторы, которые обеспечивают его чувствительность к селектив-

ному свету разной интенсивности. Так фитохромы и криптохромы участвуют в регуляции процес-

сов жизнедеятельности соответственно на красном (КС) и синем (СС) свету. В настоящее время не-

достаточно данных о реакциях растений в ответ на действие разного по продолжительности фотопе-

риода селективного света, и прежде всего зеленого света (ЗС), что имеет существенное значение для 

регулирования искусственных фотосинтезирующих биосистем. В связи с этим целью исследований 

было изучение влияния разных фотопериодов СС, ЗС и КС в течение сут. на морфогенез проростков 

Arabidopsis thaliana L. (Heynh.).  

Объектом исследования служили 5-дневные проростки длиннодневного растения Arabidopsis 

thaliana (L.) Heynh. экотипа Landsberg erecta (Ler) и его мутантов hy4 и hy3, дефектных соответ-

ственно по фоторецептору СС/УФ-А cry1 и КС/дальнего красного света phyВ. Проростки культиви-

ровали в асептических условиях на СС, ЗС и КС (125 мкмоль фотонов/м
2
с), полученном от люми-

несцентных ламп фирмы «Philips» с 8-ми (короткий день – КД) и 16-ти (длинный день – ДД) часо-

вым фотопериодом. Культивирование осуществляли на 50%-ной агаризованной питательной среде 

MS с добавлением DMSO. Проростки были зафиксированы 50%-ным раствором этилового спирта, 

их ростовые параметры были измерены с привлечением программы Moticam 2300 (Испания) на фо-

тографиях. 

В ходе эксперимента установили, что размеры проростков арабидопсиса зависели от генотипа, 

качества света и продолжительности светового периода в течение суток. При культивировании про-

ростков мутантов на КД СС показаны отличия их ростовых реакций от таковых исходной линии. У 

hy4 отменялось ингибирующее действие СС на растяжение гипокотиля, который в этом случае 

удлинялся. Такое действие СС могло быть связано с отсутствием фоторецептора cry1 и/или функци-

онированием других поглощающих СС фоторецепторов фототропинов и ZTL/FKF1/LKP2, участ-

вующих в регулировании циркадных ритмов [2]. В то же время у hy3 в отсутствие phyВ отметили 

ингибирование роста гипокотиля на СС. С увеличением продолжительности световой экспозиции 

эффект СС увеличился, что, по-видимому, демонстрировало снятие антагонистического взаимодей-

ствия между cry1 и phyВ при трансдукции сигнала СС, наблюдаемого у дикого типа. 

Действие ДК ЗС и КС на проростки hy3 увеличило растяжение гипокотиля по сравнению с ис-

ходной линией, свидетельствуя о важной роли phyВ в регуляции фотоморфогенеза на этих участках 

ФАР. При этом на ДД эффект КС частично снимался, что было связано с включением в регуляцию 

роста другого рецептора КС phyА, контролирующего высокоэнергетические реакции. 

Сравнение эффектов селективного света в условиях КД на морфогенез показало увеличение 

продольного растяжения гипокотиля в ответ на действие ЗС и КС по сравнению с действием СС. 

Активность СС в торможении роста связывают с аддитивным действием фитохромов и криптохро-

мов, специализирующихся в реакциях на низкое и высокое излучение [3]. В условиях КД влияние 

ЗС и КС на растяжение осевого органа Ler и мутанта hy4 было одинаковым, тогда как в условиях 
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ДД эффективность в удлинении гипокотиля hy4 снижалась, что отражало роль cry1 в циркадных 

ритмах. 

На ДД ЗС и КС вклад cry1 в регуляцию морфогенеза гипокотиля был выше на 33 и 46%, чем 

на КД, поскольку этот фоторецептор регулировал высокоэнергетические реакции. Однако наиболь-

шее влияние оказал phyB, поскольку различия размеров гипокотиля hy3 и Ler на КД составили 50%, 

а на ДД – 85–100%.  

Основная функция зародышевого стебля проростков – гипокотиля – состоит в выносе семядо-

ли на свет, поэтому следует ожидать, что в процессе их фотоморфогенеза, чем больше света посту-

пает к проростку или чем дольше проросток находится на свету, тем короче гипокотиль. Увеличе-

ние продолжительности фотопериода селективного света с 8 до 16 ч в течение 24-часовых сут. при-

вело к уменьшению линейных размеров осевого органа A. thaliana. Экстраполирование полученных 

данных на процессы фотоморфогенеза показывает, что увеличением продолжительности светового 

потока в течение сут. можно усилить степень его проявления. Однако, при длительном культивиро-

вании растений на свету следует ожидать усиление энергетической роли света и соответственно 

этому усложнение взаимодействия фоторегуляторных и фотосинтетических процессов. 

Световая регуляция роста проростков, изменяя длину гипокотиля, приводила к соответству-

ющим фотоморфогенетическим изменениям площади семядолей: формирование длинных гипоко-

тилей сопровождалось формированием меньшей поверхности семядолей. 

Таким образом, полученные данные свидетельствовали о специфичности ростовых реакций 

проростков A. thaliana в ответ на действие селективного света короткого и длинного фотопериода, 

связанной с функционированием cry1 и phyB и их взаимодействием. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке Российского Фонда Фундаментальных 

Исследований (№ 11-04-98090-р_сибирь_а). 
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MORPHOGENESIS OF ARABIDOPSIS THALIANA DEPENDS ON PERIOD LENGTH 

OF SELECTIVE LIGHT ACTION 

Golovatskaya I.F., Komarova U.A., Solovyeva E.V. 

 

Arabidopsis thaliana, blue light, green light, red light, phytochromes, cryptochromes, photomorphogenesis, 

photoperiodism 

 

We investigated the growth of seedling of mutant of long-day plant Arabidopsis thaliana (L). Heynh. 

ecotype Landsberg erecta hy4 and hy3. We showed specific growth reactions of hypocotyls and cotyledons 

in reply to action of blue, green and red light in conditions of a short and long photoperiod which are con-

nected with functioning cry1 and phyB and their interaction. 
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Введение 

Участие продуктов генов CLAVATA в регуляции роста и развития растений общеиз-

вестно в связи с их неоспоримой ролью в поддержании апикальной меристемы побега, а 

также благодаря наличию большого числа гомологичных пептидов, обладающих физиологи-

ческой активностью [1,2]. Относительно недавно, было обнаружено важное значение пепти-

дов семейства CLE (CLAVATA/ESR – related) в регуляции роста и развития корня [3]. В по-

следнее десятилетие установлено, что некоторые продукты генов семейства CLE активно 

участвуют в росте первичного корня Arabidopsis. Белки CLV1 и CLV2, формируют рецеп-

торные комплексы не только для пептида, являющегося продуктом протеолиза белка, коди-

руемого геном CLV3, но и для других пептидов CLE семейства. Можно предположить. что 

эти рецепторы необходимы для осуществления эффективной координации ростовых процес-

сов как в апикальной меристеме побега, но и в корне. Было установлено изменение в росте 

корня Arabidopsis в растениях с нарушенной функцией вышеупомянутых генов на этапах 

развития корня более 14 дней [4]. Вместе с тем, участие генов СLV1, CLV2 и CLV3 в регуля-

ции роста первичного корня на ранних этапах роста Arabidopsis мало изучено. 

Материалы и методы 

Для проведения исследования использовали растения Arabidopsis thaliana (L.) Heynh 

экотипа Landsberg erecta (Ler) урожая 2012 года и растения мутантов по генам CLAVATA 

(clv1, clv2-2, clv3-2). Перед посадкой семена стерилизовали в 1 % растворе перекиси водоро-

да в 70 % этиловом спирте в течение 3 минут. Семена высаживали в стерильных условиях на 

поверхность твердой агаризованной среды (0,8 % агара) с половинным содержанием солей и 

сахарозы от разработанной Мурасиге и Скугом [5] без добавления витаминов, в чашки Пет-

ри. После посадки семена стратифицировали в течение 3 дней при температуре 2°С. Далее 

растения выращивали в вертикальной ориентации, в условиях 16-часового светового дня при 

температуре 25°С и освещенности 70 мкЕ/м-2с-1. Сравнение длин корней контрольных рас-

тений и мутантов по генам CLAVATA проводили на 4, 7 и 8 дни. В указанные выше дни была 

произведена фотосъемка проростков с разрешением 5 МП, 2592*1944 и полученные фото-

графии были обработаны в программе ImageJ 1.37v (“Wayne Rasband”, США). Анализирова-

ли, в среднем, по 40-60 растений. Статистическую обработку данных для определения зна-

чимости различий между средними значениями сравниваемых выборок проводили с учетом 

доверительного интервала в программе Microsoft® Office Excel® 2010, а также с помощью 

ANOVA теста.  

Результаты и обсуждние 

На рисунке 1 представлены значения длины корней всех опытных групп растений на 4, 

7 и 8 дни. Исходя из получнных результатов, можно утверждать, что средняя длина корней 

4х дневных проростков растений дикого типа достоверно больше, чем у всех мутантных рас-

тений по генам CLV. Вместе с тем, после 8 дней выращивания растения дикого типа начина-

ют существенно отставать от мутантов по генам CLAVATA по длине первичного корня. Это 

может свидетельствовать о том, что на ранних этапах формирования первичного корня про-

дукты генов clv1, clv2-2 и clv3-2 выполняют противоположные функции, чем на более позд-

них этапах. Еще одним объяснением может быть вовлечение дистанционого влияния апекса 
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побега, развитие кторого регулируется вышеупомянутой системой clv1-clv3, на рост первич-

ного корня. 

По данным Fiers с сотрудниками, трансмембранная лейцин-обогащенная киназа CLV2 

участвует в передаче сигнала от пептида CLE40, аналога пептида CLV3, что в свою очередь 

тормозит действие транскрипционного фактора WOX5 на инициали апикальной меристемы 

корня [4]. На 7 и 8 дни мы наблюдали достоверное отличие длин корней растений дикого ти-

па от мутантов clv2-2 и clv3-2, причем эти растения опережали дикий тип по длине корня. 

Вместе с тем, мы обнаружили существеное превышение длины корня мутантов clv1 по срав-

нению с диким типом (рис.1). Одним из возможных объяснений может быть тот факт, что 

пептид CLE40, гомолог пептида CLV3, может осуществлять свое действие на WOX5 также 

через гомо и гетеродимерные рецепторные комплексы, включающие в свой состав CLV1 [6], 

что тоже может приводить к замедлению роста первичного корня.  

При анализе динамики роста корня мутантов clv3-2 нам удалось обнаружить, что CLV3 

тоже задействован в процессе роста первичного корня Arabidopsis. Эти результаты интерес-

ны тем, что, согласно данным литературы, ген CLV3 не экспрессируется в корне. Можно 

предположить, что его влияние осуществляется дистанционно и, возможно, через рецептор 

CLV2, поскольку у растений мутантов по этим генам схожи длины корней.  

 

Рисунок 1 – динамика роста первичного корня мутантов по генам clavata b lbrjuj nbgf 

Arabidopsis (белый – wt, светло-серый - clv1, серый – clv2-2, темно-серый –  clv3-2) 

Figure 1 - Growth dynamics of the Arabidopsis primary root (white – wt, light grey- clv1, 

middle grey – clv2-2, dark grey–  clv3-2) 

 

Заключение 

В настоящее время, наиболее хорошо охарактеризованными и описанными в учебни-

ках, сигнальными и регуляторными молекулами в растениях являются фитогормоны, по-
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движные факторы транскрипции и некодируемые РНК [7]. Вместе с тем, за последние годы 

было открыто множество пептидов, выполняющих разнообразные функции и принимающие 

участие в координации процессов роста и развития растений Работы последних лет раскры-

вают функциональную роль коротких пептидов в таких процессах развития корня, как, 

например, поддержание меристемы, гравитропизм, развитие боковых корней, дифференци-

ровка протиксилемы [3]. Первичный корень Arabidopsis является удобным и общепринятым 

объектом для тестировния физиологической активности различных соединений. Мы обна-

ружили, что влияние продуктов генов CLAVATA на рост первичного корня Arabidopsis 

наблюдается уже на ранних этапах развития проростка. Дальнейшее исследование механиз-

мов рецепции и трансдукции пептидного сигналлинга представляется атуальной проблемой 

современной физиологии растений. 
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THE ROLE OF THE CLAVATA GENES IN ARABIDOPSIS PRIMARY ROOT GROWTH 

Grushevskaya M.S., Strizh I.G. 

 

Arabidopsis thaliana, primary root, CLAVATA  

 

Products of the CLAVATA genes are well known as the essential proteins in cell-to-cell com-

munication in plants. In spite of their importance in shoot apical meristem maintenance, the role in 

the root apical meristem is not so clear. We have analyzed the primary root growth of the clv1, clv 2 

and clv3 mutants on the early growth stage. 
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Введение 

Цитокинины (ЦК), растительные гормоны, контролирующие разнообразные процессы роста и 

развития растений. Эти фитогормоны регулируют экспрессию генов растений с участием двуком-

понентной системы трансдукции сигнала: связываясь с мембранными рецепторами, они запускают 

фосфатный каскад передачи сигнала, приводящий к изменению экспрессии специфических цитоки-

нин-чувствительных генов. В настоящее время у Arabidopsis thaliana известны три рецептора цито-

кинина - АНК2, АНК3 и АНК4, которые представляют собой мембранные сенсорные гистидинки-

назы. Согласно литературным данным ЦК оказывают многостороннее влияние на пластиды, акти-

вируя их структурную и биохимическую дифференцировку. Кроме того, ЦК активирует накопление 

транскриптов хлоропластных белков, кодируемых ядерным и хлоропластным геномами (Brenner et 

al., 2005), и индуцируют формирование хлоропластов в темноте (Chory et al., 1994). Показано также, 

что ЦК стимулируют транскрипцию ряда хлоропластных генов (Zubo et al., 2008). Несмотря на мно-

гочисленные данные, согласно которым цитокинины способны регулировать экспрессию генов пла-

стома, механизм передачи цитокининового сигнала в хлоропласты до сих пор остается не изучен-

ным. В связи с этим значительный интерес представляло выяснение функции каждого из рецепто-

ров в ЦК-зависимой регуляции экспрессии хлоропластных генов. Различная роль рецепторов ЦК в 

регуляции биогенеза хлоропластов представляется весьма вероятной, поскольку их функция в раз-

личных биологических процессах не идентична (Riefler et al., 2005). Следовательно, можно было 

ожидать, что рецепторы ЦК могут играть различную роль в цитокинин-зависимой регуляции экс-

прессии генов пластома. 

Материалы и методы 
Для выяснения роли рецепторов ЦК в регуляции экспрессии хлоропластных генов использо-

вали одинарные и двойные инсерционные мутанты Arabidopsis thaliana (L.) Heynh с инактивирован-

ными генами, кодирующими мембранные рецепторы ЦК. Семена любезно предоставлены профес-

сором С. Nishimura (университет Нагойи, Япония). Растения выращивали в климатической камере в 

почве при температуре 23
o
C и освещенности 100 μE m

-2
 s

-1
. Продолжительность светового периода 

составляла 16 ч. Исследование относительного уровня экспрессии гена первичного ответа на ЦК 

ARR5 и некоторых хлоропластных генов проводили на листьях трехнедельных растений методом 

ПЦР в реальном времени после обратной транскрипции (ПЦР РВ). Для анализа были выбраны гены 

пластома, кодирующие полипептиды, входящие в состав различных функциональных белковых 

комплексов тилакоидных мембран хлоропластов. В качестве референсного гена использовали ген 

UBQ10. Калибратором служил образец дикого типа. 

Результаты и обсуждение 

Для выяснения чувствительности мутантов по рецепторам цитокинина к эндогенным цитоки-

нинам исследовали экспрессию гена первичного ответа на цитокинин - ARR5, который принято счи-

тать маркером действия цитокинина. Анализ показал, что инактивация генов рецепторов ЦК приво-

дила к снижению экспрессии гена ARR5, что, по-видимому, отражает снижение чувствительности к 

эндогенным ЦК. Наибольшее ингибирующее действие на экспрессию этого гена оказывало отсут-

ствие в интактных растениях рецептора AHK3, который принято считать основным рецептором ЦК 

в листьях. 
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        Рисунок 1 - Экспрессия пластидных генов 

у растений дикого типа и одинарных ahk му-

тантов 

        Figure 1 - Plastid gene expression in single 

ahk mutants 

 

        Рисунок 2 - Экспрессия пластидных генов 

у растений дикого типа и двойных ahk мутан-

тов 

        Figure 2 - Plastid gene expression in double 

ahk mutants 

 

Относительный количественный анализ накопления транскриптов хлоропластных генов в ли-

стьях растений дикого типа и мутантов, содержащих зрелые активно функционирующие хлоропла-

сты, показал, что для большинства исследованных генов инактивация одного из трех рецепторов 

приводила к заметному снижению уровня транскриптов хлоропластных генов. Однако мутант ahk3 

характеризовался достоверно меньшим содержанием транскриптов всех исследованных генов, как 

по сравнению с диким типом, так и по сравнению с другими мутантами. Исключение составил ген 

psbA, кодирующий белок D1 ФСII. Следовательно, нормальный уровень транскриптов хлоропласт-

ных генов в клетке обеспечивает присутствие главным образом рецептора АНК3. Ранее в литерату-

ре было показано, что АНК3 рецептор специфично фосфорилирует определенный регулятор ответа 

на ЦК типа В – ARR2, что приводит к задержке распада хлорофилла у отделенных листьев в темно-

те и, как следствие, способствует долголетию листа (Kim et al., 2006). Нами же установлено, что 

AHK3 рецептору принадлежит главная роль и в ЦК-опосредованном механизме накопления тран-

скриптов хлоропластных генов. Анализ двойных мутантов выявил достоверное снижение по срав-

нению с диким типом накопления транскриптов практических всех исследованных хлоропластных 

генов у мутанта ahk2ahk3, включавшего активный рецептор АНК4. Двойной мутант ahk3ahk4, со-

державший единственно активный рецептор АНК2, также характеризовался снижением мРНК 

большинства хлоропластных генов. Исключение составили три гена – rpoB, кодирующий β субъ-

единицу РНК полимеразы бактериального типа, и гены ФСII - psbA и psbD, накопление транскрип-

тов которых рецептор АНК2 регулировал позитивно. Таким образом, полученные результаты дают 

основание предполагать, что AHK2, наряду с АНК3, играет важную роль в контроле поддержания 

уровня мРНК генов хлоропластного кодирования. Двойной мутант ahk2ahk4, включающий един-

ственный активный рецептор АНК3, характеризовался нормальным по сравнению с диким типом 

или заметно повышенным накоплением транскриптов генов rpoB, psbA, psbD и rbcL. Эти данные 

свидетельствуют о важном значении АНК3 в контроле уровня мРНК хлоропластных генов и допол-

няют существующие литературные данные о первостепенном значении этого рецептора для под-

держания листьев в активном функциональном состоянии. Таким образом, мутации по АНК3 кина-

зе в большей степени нарушают трансдукцию сигнала эндогенных ЦК в хлоропласты, что негативно 

сказывается на накоплении мРНК хлоропластных генов. По-видимому, АНК3 рецептор, специфич-

но взаимодействуя с генами ответа на гормон, расположенными ниже цепи трансдукции ЦК сигна-

ла, способен активировать экспрессию пула генов, позитивно контролирующих процесс транскрип-

ции и экспрессии пластидных генов. Можно предположить, что это могут быть гены, участвующие 

в процессе транскрипции пластома: гены транс-факторов (сигма-факторов), необходимые для 

функционирования РНК полимеразы собственного кодирования или гены РНК полимеразы фагово-

го типа ядерного кодирования. Важная роль АНК3 рецептора для нормального роста и развития рас-

тительного организма подтверждается литературными данными, согласно которым АНК3 отводит-
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ся главная роль в накоплении хлорофилла в интактных растениях, в ЦК-индуцированном развитии 

побегов в темноте и поддержании долголетия листа (Riefler et al., 2005; Kim et al., 2006). 

Заключение и выводы 

Полученные данные указывают на доминирующую роль рецептора АНК3 в контроле биоге-

неза хлоропластов, что выражалось в регуляции накопления мРНК хлоропластных генов, кодирую-

щих важнейшие полипептиды белковых комплексов хлоропластов. Наряду с АНК3 в регуляции 

экспрессии некоторых генов пластидного кодирования, вероятно, принимает участие АНК2. Наши 

результаты также дополняют существующие литературные данные о важном значении этого рецеп-

тора для поддержания листьев в активном функциональном состоянии. Таким образом, можно сде-

лать вывод, что рецептор АНК3 играет ведущую роль в передаче цитокининового сигнала в хлоро-

пласты, приводящего к активации транскрипции хлоропластных генов в листьях, несущих активно 

фотосинтезирующие хлоропласты. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ, грант 14-04-00818. 
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ARABIDOPSIS CYTOKININ RECEPTOR AHK3 REVEALS A LEADING ROLE 

IN THE CONTROL OF CHLOROPLAST GENE EXPRESSION 

Danilova M.N., Kudryakova N.V., Doroshenko A.S., Kusnetsov V.V., Kulaeva O.N. 

 

Arabidopsis thaliana, chloroplasts, cytokinins, histidine kinase receptors, two-component system, control of 

gene expression 

 

Though chloroplasts are among the targets of cytokinin (CK) action, up to now nothing is known 

about possible functions of CK receptors in regulation of expression of chloroplast genes. We observed dif-

ferential transcript levels of chloroplast genes depending on the lack of a particular receptor kinase. The re-

sults obtained suggest that, AHK3 plays a leading role in cytokinin signal transduction to chloroplast pro-

moting accumulation of transcripts of chloroplast genes. 
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Альтернативный сплайсинг – это процесс регуляции экспрессии генов, при котором 

кодирующие участки мРНК могут соединяться между собой различным образом, приводя, 

таким образом, к образованию нескольких мРНК транскриптов из одной молекулы мРНК-

предшественника. Недавние исследования показали, что альтернативный сплайсинг пре-

мРНК растений – это намного более распространенное и важное явление, чем считалось ра-

нее (Syed et al., 2012). Так, установлено, что ~42-61% интрон-содержащих генов арабидопси-

са подвергаются альтернативному сплайсингу, что во многих случаях вносит значительный 

вклад в способность растений своевременно отвечать на различные стрессовые условия или 

гормональные сигналы (Marquez et al., 2012). В настоящее время литературе не представлена 

информация о распространенности альтернативного сплайсинга для многих генов растений, 

а также том, как альтернативный сплайсинг регулирует активность и функции ферментов 

растений. Получение этой информации необходимо не только для более полного понимания 

процессов роста, развития и защитных реакций растений, но и для развития биотехнологии 

растений, в частности для разработки наиболее эффективных подходов к созданию транс-

генных растений. 

Кальций-зависимые протеинкиназы (CDPK) – это Ca
2+

-регулируемые серин/треонин-

специфичные протеинкиназы, которые представлены большим мультигенным семейством 

ферментов у растений. Известно, что CDPK выполняют важные функции в процессах роста и 

развития растений, участвуют в ответе растений на стрессовые условия окружающей среды, 

участвуют в регуляции вторичного метаболизма и в формировании клубеньков при взаимо-

действии растений и бактерий Rhizobiaceae, а также во многих других жизненноважных про-

цессах у растений (Медведев, 2005; Klimecka and Muszyńska, 2007). На сегодняшний день в 

литературе не представлена информация о распространенности альтернативного сплайсинга 

для генов протеинкиназ растений, в том числе и генов CDPK. 

Цель настоящей работы – определить, подвергаются ли гены CDPK винограда амурско-

го Vitis amurensis Rupr. альтернативному сплайсингу, а также изучить основные характерные 

черты и предполагаемые механизмы образования альтернативных транскриптов CDPK в 

случае их обнаружения. В качестве модельной системы для исследований использовались 

растения винограда амурского V. amurensis. Использование дикого винограда в качестве мо-

дельной системы для исследований особенно интересно, поскольку виноград амурский V. 

amurensis, произрастающий на Дальнем Востоке России, обладает высоким адаптивным по-

тенциалом и высоким уровнем устойчивости к неблагоприятным факторам среды. Данные 

литературы свидетельствуют о том, что CDPK выполняют важные функции в адаптации рас-

тений к неблагоприятным условиям окружающей среды. Важно отметить, что геном 

V. vinifera, близкого вида для V. amurensis, секвенирован, депонирован в ГенБанк и частично 

аннотирован, что вносит существенные методические возможности и делает виноград удоб-

ной модельной системой.  

mailto:dubrovina@biosoil.ru
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Тотальную РНК выделяли из различных органов и тканей лиан V. amurensis (листья, 

стебли, ягоды и черешки листьев), после чего получали кДНК с использованием обратной 

транскрипции. Для последующего клонирования и секвенирования транскриптов мРНК бы-

ли выбраны гены VaCDPK3a и VaCDPK9, экспрессия которых значительно активируется 

(VaCDPK9) или не отвечает (VaCDPK3a) на стрессовые условия окружающей среды по 

нашим данным (Dubrovina et al., 2013). Полноразмерные кодирующие последовательности 

мРНК транскриптов генов VaCDPK3a и VaCDPK9 были амплифицированы, клонированы и 

секвенированы. Помимо полноразмерных кДНК VaCDPK3a и VaCDPK9, нами были детек-

тированы многочисленные необычные укороченные последовательности мРНК генов 

VaCDPK3a и VaCDPK9. При клонировании и секвенировании полных последовательностей 

кДНК генов VaCDPK9 и VaCDPK3a обнаружены последовательности кДНК, где отсутство-

вали обширные участки, затрагивающие функционально важные области: обширные участки 

киназного, автоингибторного и/или Ca
2+

-связывающего доменов, вследствие чего во многих 

случаях изменялась рамка считывания, и появлялись преждевременные стоп-кодоны.  

Из литературы известно, что стандартными сайтами сплайсинга в большинстве случаев 

являются 5'GT донорный и 3'AG акцепторный динуклеотиды, которые находятся на грани-

цах участков, вырезаемой сплайсосомой (Reddy, 2007). Важно отметить, что на границах от-

сутствующих участков во всех детектированных транскриптах VaCDPK3а, а также среди 

прилегающих нуклеотидов, отсутствовали стандартные донорные и акцепторные сайты 

сплайсинга, а вместо этого присутствовали короткие прямые повторы длиной 6-8 нуклеоти-

дов. Для VaCDPK9 мы обнаружили как транскрипты с прямыми повторами, так и транскрип-

ты со стандартными сайтами сплайсинга. Мы предположили, что транскрипты VaCDPK9, 

которые могли быть образованы с использованием стандартных сайтов, являются результа-

том альтернативного сплайсинга или процесса сходного с альтернативным сплайсингом. Од-

нако происхождение транскриптов VaCDPK9 и VaCDPK3a, содержащих прямые повторы на 

границах вырезаемых участков, оставалось неясным. Анализ полученных данных и данных 

литературы показал необходимость проверки, действительно ли наблюдаемые короткие 

транскрипты CDPK образованы в результате альтернативного сплайсинга или же являются 

результатом работы используемой ревертазы, то есть, являются ли артефактом проведения 

обратной транскрипции. Для этого полученные данные были экспериментально проверены с 

помощью использования высокоточной термоустойчивой ревертазы. При проведении обрат-

ной транскрипции при высоких температурах (+65
o
C) оказалось, что содержание транскрип-

тов VaCDPK3a и VaCDPK9 с нестандартными сайтами сплайсинга резко снижается, в то 

время как относительное содержание транскриптов VaCDPK9, где присутствовали стандарт-

ные сайты сплайсинга на границах вырезаемых участков, остается неизменным. Содержание 

сплайсированных транскриптов VaCDPK9 в тканях V. amurensis составляло 5-6%.  

Нами установлено, что в результате образуются три вида альтернативных транскриптов 

VaCDPK9SF1, VaCDPK9SF2 и VaCDPK9SF3, в последовательности киназного домена кото-

рых отсутствуют участки длиной 349, 279 и 495 нуклеотидов, соответственно. В результате в 

последовательности VaCDPK9SF1 изменяется рамка считывания, и белок VaCDPK9SF1, в 

случае его синтеза, может содержать только N-терминальный домен. В последовательности 

VaCDPK9SF2 и VaCDPK9SF3 рамка считывания не нарушена. Выведенные аминокислотные 

последовательности VaCDPK9SF2 и VaCDPK9SF3 не содержат I-V и I-VII киназных субдо-

менов, соответственно. Мы предполагаем, что белки VaCDPK9SF1, VaCDPK9SF2 и 

VaCDPK9SF3, в случае из существования, не обладают киназной активностью, поскольку не 

содержат сайта связывания с АТФ, наличие которого является необходимым для фосфори-

лирования. 

Кроме того, с использованием метода агробактериальной трансформации, нами полу-

чены трансгенные клеточные культуры V. amurensis, сверхэкспрессирующие некоторые из 

необычных транскриптов генов VaCDPK3a или VaCDPK9 с отсутствующими участками в 

функционально важных областях. Исследование ростовых и морфологических характери-
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стик, а также устойчивости полученных трансгенных культур клеток к стрессовым условиям, 

находится на завершающем этапе. 

Таким образом, в настоящей работе установлено, что ген VaCDPK9 подвергается аль-

тернативному сплайсингу, опосредованному стандартными сайтами сплайсинга, в результате 

чего образуются три типа альтернативных транскриптов, в последовательностях которых от-

сутствуют важные каталитические субдомены киназного домена. В тоже время показано, что 

необычные кДНК транскриптов VaCDPK3a и VaCDPK9, содержащие короткие прямые по-

вторы на границах вырезаемых участков, являются ложными альтернативными транскрип-

тами образованными in vitro в результате артефактов обратной транскрипции. Полученные 

данные показывают, что использование нетермоустойчивых ревертаз для обратной тран-

скрипции является неприемлемым подходом для изучения альтернативного сплайсинга рас-

тений, в то время как использование термоустойчивых ревертаз для обратной транскрипции 

при высоких температурах может способствовать клонированию только истинных альтерна-

тивных транскриптов.  

Работа выполнена при поддержке Фонда Династия (№ДП-Б-09) и Российского фонда 

фундаментальных исследований (12-04-31110 мол_а). 

Литература 

1. Syed N.H., Kalyna M., Marquez Y., Barta A., Brown J.W. Alternative splicing in plants  - 

coming of age // Trends Plant Sci, 2012, 17:616-623  

2. Marquez Y., Brown J.W., Simpson C., Barta A., Kalyna M. Transcriptome survey reveals 

increased complexity of the alternative splicing landscape in Arabidopsis // Genome Res, 2012, 

22:1184-1195 

3. Медведев С.С. Кальциевая сигнальная система растений // Физиология растений, 

2005, 52: 1-24.  

4. Klimecka M., Muszyńska G. Structure and functions of plant calcium-dependent protein 

kinases // Acta Biochim Pol, 2007, 54:219-233 

5. Dubrovina A.S., Kiselev K.V., Khristenko V.S. Expression of calcium-dependent protein 

kinase (CDPK) genes under abiotic stress conditions in wild-growing grapevine Vitis amurensis // J 

Plant Physiol, 2013, 170:1491-1500 

6. Reddy A.S. Alternative splicing of pre-messenger RNAs in plants in the genomic Era // 

Ann Rev Plant Biol, 2013, 58:267-294 

 

EXPRESSION OF SPLICED mRNA VARIANTS OF VaCDPK3a AND VaCPK9 GENES 

IN WILD-GROWING VITIS AMURENSIS RUPR.: 

TRUE AND FALSE ALTERNATIVE SPLICING 

Dubrovina A.S., Kiselev K.V., Khristenko V.S., Aleynova О.А. 
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VaCPK9 gene undergoes unproductive alternative splicing mediated by canonical splice sites 

to generate three mRNA isoforms lacking important catalytic kinase subdomains. Numerous unusu-

al VaCPK3a and VaCPK9 transcripts with short direct repeats instead of canonical splice sites are 

likely to be false alternative transcripts generated by RT template switching in vitro. The data 

demonstrate that using non-thermostable RTs for studying alternative splicing is not appropriate. 
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Участие серин-треониновых протеинкиназ (СТПК) в регуляции различных процессов 

жизнедеятельности у разных микроорганизмов является признанным фактом. У одноклеточ-

ной цианобактерии Synechocystis ответ на стрессы осуществляется при помощи нескольких 

регуляторных механизмов, например, двухкомпонентных систем, а также посредством отри-

цательной сверхспирализации геномной ДНК. В геноме Synechocystis насчитывается 12 ге-

нов СТПК, причем к настоящему времени функционально охарактеризованы далеко не все. 

В настоящей работе мы изучали вовлеченность СТПК в передачу стрессовых сигналов об 

изменении температуры окружающей водной среды. 

Результаты биоинформатического анализа позволили нам определить, что 4 из 11 про-

теинкиназ (SpkC/D/F/L) могут участвовать в ответах клеток на данный стресс. Они имеют в 

своем составе трансмембранные домены, и поэтому могут «работать» около сайта воспри-

ятия холодового сигнала – сенсорной гистидинкиназы Hik33. Однако, исследование при по-

мощи нозерн-блот гибридизации экспрессии ряда стресс-индуцируемых генов (slr1291, 

slr1469, slr0083, hliB и hliC) не подтвердило наших первоначальных предположений. Анализ 

экспрессии холодоиндуцируемых генов продолжили на всей коллекции мутантов при по-

мощи метода ПЦР после обратной транскрипции. Мы обнаружили отличия в профилях экс-

прессии по сравнению с диким типом у 4 мутантных штаммов. Эти данные дали нам воз-

можность заключить, что протеинкиназы, кодируемые генами spkB, spkE, spkD и spkG, могут 

быть вовлечены в ответ цианобактерии на холодовой стресс. Мутанты по вышеперечислен-

ным генам были использованы для изучения возможных отличий на уровне протеома. Наи-

более интересным с точки зрения белкового профиля оказался мутант по протеинкиназе 

SpkE, набор белков которого значительно отличался от контрольного штамма даже в усло-

виях нормы – при 32°С. В профиле белков ΔSpkE отсутствовало несколько групп: (1) – белки 

с молекулярной массой 65–75 кДа и pI 5.0–5.1; (2) – белки с аналогичной молекулярной мас-

сой, но с более щелочным значением pI (около 5.3); (3) – белки с молекулярной массой 45–50 

кДа и pI 5.5. Анализ доступных литературных данных, позволяет утверждать, что белки 

групп (1) и (2) вероятно принадлежат к семейству шаперонов Hsp60. Достоверно предполо-

жить состав группы (3) пока не представляется возможным. Интересно, что стрессовое воз-

действие низких температур не оказывало значимого влияния на состав белков или их коли-

чество в исследуемых клетках. Также мы установили, что наличие гена протеинкиназы SpkE 

необходимо для фосфорилирования белков в высокомолекулярной области (50-75 кДа), при-

чем сигнал фосфорилирования не относится ни к одной из отсутствующих групп белков. 

Внутриклеточные субстраты протеинкиназы SpkE еще предстоит выявить. Тем не менее, во-

преки ранее высказывавшимся пред положениям о нефункциональности SpkE – этот фер-

мент представляет собой функционально активную протеинкиназу с явным предпочтением 

основных клеточных белков в качестве субстратов.  

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке Российского фонда фунда-

ментальных исследований (грант № 14_04_01446). 
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INVOLVEMENT OF SERINE/THREONINE PROTEIN KINASES IN COLD 

STRESS RESPONSE IN THE CYANOBACTERIUM SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803 

Zorina A.A., Bedbenov V.S., Novikova G.V., Panichkin V.B., Los D.A. 

 

Synechocystis, proteome, serine/threonine protein kinases, phosphorylation, cold stress 

 

Stress responses of the unicellular cyanobacterium Synechocystis are fulfilled via a number of 

regulatory systems. We have studied an involvement of serine/threonine protein kinases (STPK) in 

the cyanobacterium Synechocystis cold stress response. We determine four proteinkinases, SpkB, 

SpkD, SpkE and SpkG, which could regulate transcription under the low temperature. According to 

a proteome analysis, SpkE significantly affects the protein pattern in Synechocystis 
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виноград, семяпочка, околоплодник, опыление, оплодотворение, интенсивность роста, се-

менной индекс. 

 

Несмотря на общность процессов цветения бутонов, рост завязей после опыления и 

оплодотворения семенных сортов различных эколого - географических групп имеет свои 

особенности, которые определяют дальнейшее развитие ягод и семян и биологическую про-

дуктивность сортов. 

Нами была исследована динамика роста завязей (ягод) и семяпочек (семян) в период, 

непосредственно после опыления (в течение 10 дней) т.к., именно в этот период происходит 

оплодотворение семяпочек, и он является критическим в плане завязывания ягод для форми-

рования урожая текущего года. 

Результаты исследований показали (рис. 1), что у семенных сортов винограда, незави-

симо от их принадлежности к эколого - географической группе, интенсивный рост семяпочек 

начинается с третьего (Ркацители) - пятого (Агадаи, Каберне - Совиньон) дня после опыле-

ния, что следует, видимо, объяснять завершением процесса оплодотворения. 

 
Рисунок 1 - Динамика роста семяпочек семенных сортов винограда различных эколого-

географических групп 

Figure 1 - Growth dynamics ovules seed varieties of grapes of different ecologo-geographic 

groups  

 

На пятый день после опыления отмечается также и начало интенсивного роста около-

плодника (рис. 2). 
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Рисунок 2 - Динамика роста завязей семенных сортов винограда различных эколого-

географических групп  

Figure 2 - Dynamics of growth of the ovaries seed varieties of grapes of different ecologo-

geographic groups  

 

В то же время, обращают на себя внимание морфологические различия в росте и разви-

тии между завязями сортов различных эколого - географических групп. 

У семенного сорта Агадаи (conv. orientalis Negr.) отмечается более высокая абсолютная 

масса завязей, начиная с первого дня после опыления и за весь период наблюдения. Несколь-

ко меньше масса завязей у сорта Ркацители (conv. pontica Negr.) и она минимальна у сорта 

Каберне - Совиньон (conv. occidentalis Negr). Кроме того, нарастание объема (массы) около-

плодника в абсолютном значении происходит интенсивнее у сорта группы conv. orientalis 

Negr., чем у семенных сортов групп conv. pontica Negr. и conv. occidentalis Negr.. 

Однако величина семяпочек у сорта Агадаи уступает по величине семяпочкам сортов 

Ркацители и Каберне - Совиньон. 

На 10 день после опыления у сорта Агадаи (conv. orientalis Negr.) увеличение массы за-

вязей (околоплодника) происходит в большей степени (в 17,5 раз), чем у сортов Ркацители 

(conv. pontica Negr.) (в 13,6 раз) и Каберне - Совиньон (conv. occidentalis Negr.) (в 10,7 раз), но 

при этом изменение величины семяпочек имеет противоположную тенденцию. Это свиде-

тельствует о склонности сортов группы convar orientalis Negr. к опережающему и преимуще-

ственному росту околоплодника и противоположной тенденции у сортов conv. pontica Negr. и 

conv. occidentalis Negr.. 

Подтверждением этому является показатель семенного индекса сортов различных групп 

(табл. 1) к периоду физиологической зрелости.  

 

Таблица 1 - Семенной индекс различных сортов винограда  

Table 1 - Seed index different grape varieties  

 

Сорт  Масса ягоды, г  Масса семян в ягоде, мг Семенной индекс 

Агадаи  2,71  90,63 29,90 

Ркацители  1,03  70,0 14,71 

Каберне - Совиньон  0,93  99,45 9,35 

 

Семенной индекс (отношение массы ягоды к массе семян в ягоде) у семенного сорта 

Агадаи выше, чем у сортов Ркацители и Каберне-Совиньон, следовательно, доля семян в 
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структуре ягоды возрастает в ряду conv. orientalis Negr.  conv. pontica Negr.  conv. occiden-

talis Negr. 

Таким образом, опережающие развитие околоплодника (завязи) у сорта Агадаи (conv. 

orientalis Negr.) на ранних этапах эмбриогенеза, по сравнению с сортами Ркацители (conv. 

pontica Negr.) и Каберне - Совиньон (conv. occidentalis Negr.) приводит к увеличению доли 

околоплодника (мякоти) в структуре ягоды. У последних двух сортов отмечается обратная 

зависимость. Эти биологические особенности сортов определяют направление использова-

ния продукции – столовое или техническое, а также должны быть учтены при разработке 

сортовых технологий применения регуляторов роста растений.  

 

FEATURES OF GROWTH AND DEVELOPMENT OF BERRYES OF GRAPES 

AT EARLY STAGES OF AN EMBRYOGENESIS 

Kazakhmedov R.E. 

 

grapes, semyapochka, okoloplodnik, pollination, fertilisation, intensity, intensity of growth, seed 

index 

 

Various intensity of growth of elements ovary and ability to the autonomous growth of an 

okoloplodnik of grapes of different ekologo-geographical groups Vitis vinifera L. is shown, at polli-

nation and fertilization stages that defines their efficiency and the direction of use of production 
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арабидопсис, соматические мутации, точечные нуклеотидные замены, инсерции, делеции, 

старение растений  

 

Несмотря на то, что в литературе широко представлены данные о мутагенезе ДНК в 

клетках животных и человека, мутагенез ДНК в клетках растений малоизучен. Исследование 

разнообразия, скорости накопления и молекулярных механизмов возникновения мутаций в 

геноме растений представляет значительный интерес не только для понимания эволюцион-

ных процессов и процессов старения растений, но и для понимания фундаментальных меха-

низмов, контролирующих правильность воспроизведения генетической информации. Кроме 

того, знание закономерностей и механизмов мутагенеза ДНК необходимы для получения 

растений с заданными свойствами.  

Геномная нестабильность, включающая повреждения ДНК и накопление соматических 

мутаций, считается одним из основных стохастических механизмов старения, как у живот-

ных, так и у растений (Vijg, 2004; Thomas, 2002). Для животных теория соматических мута-

ций была поддержана экспериментальными доказательствами из различных источников, по-

казавшими, что уровень соматических мутаций в животном митохондриальном и ядерном 

геноме увеличивается с возрастом. Для растений, тем не менее, в настоящее время наблюда-

ется дефицит экспериментальных данных о частоте и спектре соматических мутаций, появ-

ляющихся в течение жизненного цикла растений (Brutovská et al., 2013). Например, до сих 

пор неясно, как соматический мутагенез может повлиять на деградацию растений со време-

нем и в конечном итоге способствовать гибели растений. В настоящее время хорошо извест-

но, что в культуре клеток и тканей растений in vitro возникают разнообразные мутации и 

хромосомные перестройки, которые принято назвать “сомаклональные вариации” (Bairu et 

al. 2011; Sato et al. 2011), которые могут накапливаться с течением времени (Kiselev et al. 

2013) Недавно было показано, что сомаклональные вариации возникают в процессе каллусо-

генеза, а не присутствуют изначально в экспланте растения, используемом для инициации 

каллуса (Sato et al. 2011). Предполагают, что точечные нуклеотидные замены вносят основ-

ной вклад и являются “движущей силой” сомаклональных вариаций (Jiang et al. 2011). Важно 

отметить, что в литературе отсутствуют данные о закономерностях и скорости накопления 

мутаций в ДНК интактных растений в зависимости от этапа вегетации и возраста растения. 

Цель настоящей работы – исследовать влияние возраста однолетнего растения 

Arabidopsis thaliana на частоту, скорость накопления и молекулярный спектр соматических 

мутаций. Мы исследовали уровень соматических мутаций в четырех случайно выбранных 

контрольных участках кодирующей и некодирующей ДНК, выделенной из 1-, 4-, 8-, и 12-

недельных растений A. thaliana. Растения (A. thaliana, экотип Columbia), высаживали в горш-

ки и культивировали в климатической камере, контролирующей условия произрастания рас-

тений (+22
o
C, фотопериод 16 ч день/8 ч ночь). Для сравнения частоты и типов соматических 

мутаций на разных стадиях жизненного цикла A. thaliana были отобраны по 2 растения A. 

thaliana после 1, 4, 8 и 12 недель культивирования. Выбранные участки ядерной ДНК вклю-

чали участок гена актина Actin2, кодирующий участок tRNAPro-tRNACys и межгенный спей-

сер ITS-5.8rRNA-ITS2; а хлоропластной ДНК – ген рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы 
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(rbcL). С помощью ПЦР выбранные участки ДНК A. thaliana были амплифицированы (под-

бор праймеров осуществляли на основе уже известных последовательностей, депонирован-

ных в GenBank). ПЦР-продукты были выделены из агарозного геля, затем клонированы и 

секвенированы. С помощью секвенирования проанализирована частота соматических мута-

ций (одиночные нуклеотидные замены, делеции, инсерции) на 1000 пар нуклеотидов в по-

следовательностях выбранных участков ДНК. Суммарный уровень небольших мутаций (то-

чечных нуклеотидных замен, инсерций, делеций) на 1000 нуклеотидов был подсчитан с по-

мощью специальных формул и статистически обработан.  

В анализируемых областях ДНК мы обнаружили точечные нуклеотидные замены, ин-

серции, делеции, которые не являются ошибками амплификации, так как в реакции ампли-

фикации была использована специальная смесь полимераз (Taq/Pfu), а частота возникнове-

ния мутаций была значительно выше, чем частота возникновения ошибок используемой сме-

си полимераз, которая составляет < 0,09 на 1000 нуклеотидов (Kiselev et al. 2009). Мы про-

анализировали частоту соматических мутаций в исследуемых участках ДНК. Скорость 

накопления мутаций в исследуемых участках ДНК значительно увеличивалась c возрастом 

A. thaliana (от 1,6 мутаций на 1000 нуклеотидов у однонедельного проростка до 2,7 мутаций 

на 1000 нуклеотидов у 12-недельного растения). Наибольшая частота соматических мутаций 

была детектирована для некодирующего межгенного участка ITS-5,8 rRNA-ITS2, в то время 

как наименьшая частота мутаций наблюдалась в последовательности хлоропластного гена 

rbcL. Частота мутаций генов rbcl и tRNAPro-rRNACys значительно не изменялась в течении 

трехмесячного жизненного цикла A. thaliana. Подавляющее большинство наблюдаемых нук-

леотидных замен представлено транзициями (около 73%). При этом транзиции A:T→G:C 

встречались наиболее часто. Также мы обнаружили небольшое количество трансверсий во 

всех исследуемых участках ДНК. Количество трансверсий было намного выше в некодиру-

ющем участке ITS-5,8 rRNA-ITS2 по сравнению с последовательностями участков Actin2, 

tRNAPro-tRNACys и rbcL. Трансверсии А→C были наиболее частым (около 30%) типом за-

мен в ITS-5,8 rRNA-ITS2. 

Таким образом, в настоящей работе установлено, что частота соматических мутаций 

значительно увеличивается при развитии и старении растений A. thaliana для четырех анали-

зируемых участков ДНК. Полученные данные свидетельствуют о том, что, по крайней мере, 

некоторые области ДНК растений могут аккумулировать соматические мутации при росте, 

развитии и старении однолетнего растения. Поскольку у растений отсутствует защита их за-

родышевых клеток и гамет, которые, как известно, формируются у растений на последних 

стадиях жизненного цикла путем дифференциации соматических меристематических клеток, 

соматические клетки могут накапливать мутации и передавать их в будущие поколения рас-

тений, что потенциально может влиять на экологическую и эволюционную приспособлен-

ность растений. 

Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований 

(13-04-01902) и Дальневосточного отделения Российской академии наук. 
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AGE-ASSOCIATED SOMATIC DNA MUTATION IN ARABIDOPSIS THALIANA 

Kiselev K.V., Dubrovina A.S., Tyunin A.P., Ogneva Z.V. 

 

Arabidopsis thaliana, somatic mutations, single nucleotide substitutions, insertions, deletions, plant 

ageing 

 

We studied the levels of somatic mutations in four randomly chosen A. thaliana DNA control 

regions (Actin2, tRNAPro-tRNACys, ITS1-5.8rRNA-ITS2 and rbcL). The mutation rate in the DNA 

regions considerably increased with A. thaliana age from 1.6 per 1,000 nt in 1-week-old A. thaliana 

seedlings to 2.7 per 1,000 nt in 12-week-old plants. The vast majority of nucleotide substitutions 

were transitions (~73%) with A:T→G:C transitions being the most frequent type of substitution.  
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Развитие эколого-адаптивного садоводства на юге России определило одно из приори-

тетных направлений в селекции яблони – создание сортов с высокой экологической пластич-

ностью, устойчивых к лимитирующим факторам среды, в частности к летней засухе [1,2]. 

Одним из направлений селекции, способствующих достижению этой цели, является полип-

лоидия. По мнению видных отечественных и зарубежных генетиков современности полип-

лоидия обеспечивает дополнительные возможности для адаптации и выживания раститель-

ного организма в экстремальных условиях среды [3].  

Цель настоящей работы – выявить физиолого-биохимические критерии адаптационной 

устойчивости к засухе сортов яблони различной плоидности в условиях юга России.  

Исследования проводили в 2011-2013 г.г. на базе ЗАО ОПХ «Центральное», ГНУ СКЗ-

НИИСиВ Россельхозакадемии, г. Краснодар. Объектами исследований служили растения яб-

лони диплоидных сортов Рассвет, Фортуна (селекции СКЗНИИСиВ), Эрли Мак, Дейтон 

(Америка) и триплоидных сортов Союз, Родничок (селекции СКЗНИИСиВ). Для оценки 

устойчивости растений яблони в условиях летнего периода в листьях определяли оводнен-

ность, содержание свободной и связанной воды, пролина, сахарозы, пигментов [4]. Анатомо-

морфологические исследования проводили с помощью микроскопа «Olympus» ВХ 41 со-

гласно методике [5]. 

Активность фотосинтетического аппарата яблони – один из параметров, наиболее чув-

ствительных к воздействию внешних факторов среды. В пигментном комплексе листового 

аппарата изучаемых сортов яблони существенные изменения претерпел хлорофилл. Содер-

жание суммы хлорофиллов а и в у диплоидов составляла 2,11-4,73 мг/г сухого вещества; у 

триплоидов 4,20-4,94 мг/г сухого вещества. Содержание каротина, выполняющего защитную 

функцию хлорофилла, у диплоидов составляла 1,04-2,08 мг/г сухого вещества; у триплоидов 

1,98-2,72 мг/г сухого вещества (табл. 1). 

Пролин обладает свойствами осмопротектора при адаптации. Способность накапливать 

пролин является генетически обусловленным признаком. Содержание пролина у диплоид-

ных сортов яблони составляло 8,4 - 98,3 мг/г сырого вещества, у триплоидных 82,2 -192,6 

мг/г сырого вещества. При воздействии стрессовых условий среды растения накапливают 

сахара. Повышенное содержание сахарозы, удерживающей воду в клетках, характеризует 

механизм проявления устойчивости растений яблони к засухе. Содержание сахарозы у ди-

плоидных сортов яблони составляло 2,29 - 6,43 мг/г сухого вещества, у триплоидных 4,39 - 

6,75 мг/г сухого вещества.  

Обобщая трехлетние данные, проведенные в контрастные по метеорологическим усло-

виям годы, у триплоидных сортов яблони Союз и Родничок в отличие от изучаемых дипло-

идных сортов выявлено повышенное содержание связанной формы воды, сахарозы, пролина, 

устойчивее пигментная система, что позволяет поддерживать достаточно высокий уровень 

физиологических процессов в летний период. 
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Таблица 1 - Сравнительная характеристика физиолого-биохимических  и анатомо-

морфологических показателей сортов яблони различной плоидности в летний вегетационный 

период 2011-2013 г.г. (средние значения)  

Table 1 - Comparative characteristic of the physiological biochemical and anatomo- morpho-

logical indices of the types of the apple tree of different ploidy in the summer vegetal period of 

2011-2013 g.g. (average values) 

Показатели Диплоиды Триплоиды 

Физиолого-биохимические 

Оводненность, % 49,27 - 71,87 55,1 - 68,55 

Содержание связанной воды, % 51,79 - 89,30 76,18 - 85,31 

Сумма хлорофиллов а+b, мг/г сухого вещества 2,11 - 4,73 4,20 - 4,94 

Cодержание каротина, мг/г сухого вещества 1,04 - 2,08 1,98 - 2,72 

Cодержание пролина, мг/г сырого вещества, 8,4 - 98,3 82,2 - 192,6 

Cодержание сахарозы, мг/г сухого вещества 2,29 – 6,43 4,39 – 6,75 

Анатомо-морфологические 

Общая толщина листовой пластинки, мк 154,6 - 184,4 217,6 - 217,0 

Кутикула и верхний эпидермис, мк 10,2 - 11,7 11,1 - 11,9 

Индекс палисадности 1,01 - 1,27 1,39 - 1,51 

Количество устьиц, шт. на 1 мм
2
 листовой поверхности 200 - 288 281 - 321 

Длина устьиц, мк 55 - 56 51 - 52 

Ширина устьиц, мк 31 - 34 28 - 32 

 

У триплоидных сортов яблони Союз и Родничок в отличие от изучаемых диплоидных 

сортов выявлены ксероморфные признаки листовой пластинки, связанные с засухоустойчи-

востью: увеличение толщины листовой пластинки, утолщение кутикулы и верхнего эпидер-

миса, увеличение толщины слоя клеток палисадной паренхимы, индекса палисадности, ко-

личества устьиц на единицу листовой поверхности, уменьшение линейных размеров устьиц. 

Ксероморфные признаки листовой пластинки, повышенное содержание связанной 

форм воды, сахарозы, пролина могут служить научно-обоснованными критериями их засу-

хоустойчивости. Полученные результаты убеждают, что увеличение плоидности растений, 

создание триплоидных сортов могут привести к получению растений, более устойчивых к 

действию экстремальных условий среды. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ р_юг_а № 13-04-96581. 
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PHYSIOLOGO- BIOCHEMICAL CRITERIA OF ADAPTIVE STABILITY 

TO THE DROUGHT VARIETIES OF THE APPLE TREE DIFFERENT PLOIDY 

Kiseleva G.K., Nenko N.I., Ulyanovskaya E.V., Karavaeva A.V. 

 

apple tree, ploidy, water content, proline, leave blade 

 

The physiologo-biochemical special features variaties of the apple tree of different ploidy in 

connection with the adaptation to the drought are studied. The scientifically substantiated criteria of 

the drought resistance are revealed: the increased content of that connected of the forms of water, 

saccharose, proline, xeromorphic signs of leave plate. Raising the level of ploidy favorably affects 

the drought resistance of apple tree, increasing its ecological plasticity. 
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Введение 

Традиционно считается, что нитрит не участвует в метаболизме растительной клетки, 

поскольку не накапливается в тканях, так как быстро восстанавливается до аммония фермен-

том НиР [1]. Известно также, что высокие концентрации нитрита для растений токсичны [2]. 

Сравнительно недавно методами молекулярной биологии было показано наличие генов в 

корнях Arabidopsis thaliana, экспрессия которых регулируется нитритом в нано- и микромо-

лярной концентрации [3].Наша работа посвящена исследованию регуляторного действия 

NO2
-
 на уровне целого растения, а именно, как NO2

- 
влияет на рост боковых корней (БК) ку-

курузы (Zea mays L.) в зависимости от концентрации и времени воздействия. 

Материалы и методы 

Объектами исследования являлись растения кукурузы (Zea mays L.) с. «Катарина», ко-

торые выращивали в водной культуре на питательных растворах модифицированной смеси 

Прянишникова 0.5 нормы, с 0.75 мМ (NH4)2SO4 в качестве источника N (контроль), рН=6.0. 

В опыте растения экспонировали  4, 24 и 48 ч на питательном растворе с добавлением  0.01, 

0.1 или 1.5 KNO2. Перед экспонированием маркировали участок главного корня (ГК) длиной 

2.5 см, считая от самого апикального бугорка в базальном направлении. Контрольные расте-

ния маркировали аналогично.  После 4 ч экспозиции корни промывали и проростки перено-

сили на исходную среду; спустя 24 и 48 ч после воздействия определяли длину БК. При дли-

тельном экспонировании первый раз длину корней определяли через 24 ч, затем через 48 ч 

после воздействия нитрита. Параллельно проводили измерения БК для контрольных расте-

ний.  Все измерения были сделаны в маркированных зонах. За счет этого достигалось нор-

мирование измеряемых БК по стадии развития. Длину БК измеряли после фотографирования 

с последующей обработкой изображения в программе «AxioVision 4.7». Эндогенное содер-

жание нитрита в тканях корня определяли колориметрически с реактивом Грисса [4]. Навес-

ку сырого растительного материала 70 мг замораживали и хранили при -20 °С в течение су-

ток. Нитрит из замороженного материала экстрагировали дистиллированной водой (1.5 мл на 

70 мг) в течение 1 ч при 95°С. С аликвотами полученного экстракта проводили реакцию с 

реактивом Грисса, после чего измеряли оптическую плотность растворов при 540 нм на пла-

шечном спектрофотометре “Униплан” фирмы “Пикон”.  

Результаты и обсуждение 

О действии  малых, нетоксичных доз NO2
- 
на корни растений судили по изменению 

длины БК. 

При длительном экспонировании кукурузы на среды с нитритом через 24 ч после 

добавления 0.01, 0.1 мМ NO2
-
длина интенсивно растущих БК в маркированной апикальной 

зоне ГК была одинаковой и достоверно не отличалась от контроля. При 1.5 мМ NO2
- 
в среде 

длина БК была меньше. Через 48 ч воздействия стал заметным стимулирующий эффект 0.01 

мМ на рост БК, а длина БК растений других вариантов не отличалась от контроля (рис.1а). 

В опытах с 4 ч экспозицией спустя 1 сут. после воздействия 0.01 мМ NO2
- 
длина БК 

увеличивалась, а обработка 0.1 и 1.5 мМ KNO2 не влияла на длину БК кукурузы по 

сравнению с контролем (рис.1б). Через 48 ч после экспонирования эта тенденция 

сохранялась (рис.1б). 
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а)       б) 

Рисунок 1 - Влияние KNO2 на длину БК кукурузы при экспозиции а) длительной; б) 

кратковременной 

Figure 1 - The effect of KNO2 on LR length of maize seedlings after exposure a) prolonged; 

b) short-time 

 

При доступности в среде нитрит накапливается в тканях корня (табл. 1). При 4 ч 

экспозиции растений на нитрит самая малая концентрация 0.01 мМ не приводит к 

изменению [NO2
-
]in в тканях ГК, при 0.1 мМ [NO2

-
]in возрастает примерно в 4 раза и при 1.5 

мМ – на порядок. В БК изменение [NO2
-
]in наблюдали лишь при самой большой 

концентрации KNO2 в среде. Мы полагаем, что ускорение роста БК зависит от изменения 

уровня эндогенного нитрита в тканях корня. 

 

Таблица 1 - Эндогенное содержание NO2
-
 в тканях ГК и БК 9-дн. проростков кукурузы 

после 4 ч экспонирования в зависимости от концентрации нитрита в среде 

Table 1 - Nitrite accumulation in primary and lateral roots of 9 d old maize seedlings (4 h 

exposure, different KNO2 concentration) 

Вариант 

Эндогенное содержание [NO2-], мкмоль/г F.W. 

главный корень боковой корень 

Контроль 0,05±0,001 0,07±0,008 

0.01 мМ KNO2 0,06±0,002 0,07±0,005 

0.1 мМ KNO2 0,29±0,001 0,06±0,002 

1.5 мМ KNO2 0,94±0,0025 0,14±0,005 

 

Самое большое ускорение роста мы наблюдали при 4 ч экспозиции на 0.01 мМ нитрита, 

когда с помощью реактива Грисса не удается зарегистрировать изменение [NO2
-
]in. 

Возможно, для проявления стимулирующего действия NO2
-
 на рост БК достаточно 

небольшого повышения эндогенной концентрации, что объясняет стимулирование 0.01 мМ 

при экспонировании. Если же [NO2
-
]out  высока (1.5 мМ) или нитрит длительно присутствует 

в растворе (рис 1а), происходит значительный сдвиг эндогенного содержания, что тормозит 

рост БК. В случае невысоких концентраций за счет активации и/или синтеза ферментов, 

утилизирующих NO2
-
, гомеостаз восстанавливается, начинает проявляться стимулирующее 

действие. Если концентрация во внешней среде слишком высока, ферментные системы не 

справляются, и рост корней угнетается (токсическое действие).   

Заключение 

Результаты нашего исследования показали, что NO2
-
 в малой концентрации 

стимулировал рост БК. Наблюдаемая взаимосвязь между концентрацией в среде и ответной 
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Время экспонирования    Время после 4 ч экспонирования  

0.01 мМ 

0.1 мМ 

1.5 мМ 
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ростовой реакцией БК может быть связана с изменением эндогенного уровня NO2
-
 в тканях 

корня. 
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NITRITE REGULATES GROWTH OF LATERAL ROOTS IN MAIZE 

Klimenko E.S., Kharitonashvili E.V. 

 

nitrite, lateral root growth, nitrite accumulation  

 

In this study we showed that low concentration of nitrite stimulated LR growth of maize seed-

lings. Plants were eхposed with 0.01, 0.1 or 1.5 mM KNO2  for 4, 24 or 48 hours. After short-time 

exposure to 0.01 mM NO2
-
 LR was significant longer than in control. 48 h exposure to 0.01 mM 

NO2
- 
had similar effect on LR growth. The level of nitrite accumulation in roots correlated with 

NO2
- 
concentration in nutrient solution. 
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мужской гаметофит, полярный рост, сигнальные системы, фитогормоны 

 

В 1993 году O’Neill et al. высказали гипотезу, что этилен и его предшественник АЦК 

включаются в передачу сигнала опыления от рыльца к другим органам цветка.  Исследования, 

проведенные на орхидее, гвоздике, табаке и петунии, подтвердили тот факт, что индуцирован-

ное опылением образование этилена тканями пестика является фактором, необходимым для 

роста пыльцевых трубок и успешного оплодотворения. Этилен включается в регуляцию гаме-

тофитно-спорофитных взаимодействий в ходе развития, прорастания и роста мужского гаме-

тофита, взаимодействуя с другими фитогормонами, такими как ИУК, АБК, ГК и цитокинины 

(Kovaleva, Zakharova, 2003; Ковалева и др., 2013). Вместе с тем в настоящее время имеются 

некоторые основания считать, что этилен в пыльнике и пестике запускает механизмы про-

граммируемой клеточной смерти (ПКС) (Rogers, 2006). Мы полагаем, что такое действие эти-

лена может быть одной из причин ингибирования роста пыльцевых трубок при функциониро-

вании механизма гаметофитной самонесовместимости, одного из наиболее распространенных 

барьеров самооплодотворения, молекулярный механизм которого до сих пор не установлен. В 

данной работе мы исследовали эффекты экзогенных этилена и АБК,  а также  ингибиторов их 

синтеза на  рост пыльцевых трубок в системе пыльца-пестик петунии с целью проверки гипо-

тезы о том, что взаимодействие этилена с АБК запускает в рассматриваемой системе ПКС при 

функционировании механизма гаметофитной самонесовместимости. 

Материал и методы 

Перед опылением кастрированные накануне цветки петунии (Petunia hybrida L.) само-

совместимого и самонесовместимого клонов обрабатывали продуцентом этилена этефоном 

(1:1000), ингибитором синтеза этилена аминооксиуксусной кислотой (АОА) (5-10 мМ), 

АБК(10мМ), ингибитором синтеза АБК флуридоном (1-6 мМ), а также флуридоном (5 мМ) + 

АОА (10 мМ). Анализировали скорость увядания венчика, завязываемость семян и определяли 

в системе пыльца-пестик признаки ПКС (деградация ДНК по методу Bernatsky & Tanksley, 

1986), длину пыльцевых трубок и содержание АЦК (по методу Lizada и Yang, 1979).  

Результаты и обсуждение 

Показано, что пыльцевые зерна петунии быстро прорастают на рыльце и пыльцевые 

трубки растут в течение 6 ч по проводниковым тканям столбика с одинаковой скоростью по-

сле совместимого и несовместимого опылений. Затем пыльцевые трубки либо продолжают 

расти  в течение 24-30 ч до завязи, где происходит оплодотворение (после совместимого 

опыления), либо вследствие реакции самонесовместимости прекращают свой рост через 8-10 

ч на расстоянии 8 ± 0,6 мм от поверхности рыльца (после самонесовместимого опыления).  

Судя по деградации ДНК, признаки ПКС были выявлены в тканях столбика са-

монесовместимого клона через 8 ч после самоопыления, т.е. во время прохождения реакции 

самонесовместимости, что свидетельствует в пользу предположения об участии ПКС в меха-

низме гаметофитной самонесовместимости.  

Прорастание и рост пыльцевых трубок в тканях пестика сопровождались синтезом эти-

лена, причем интенсивность этого процесса после самонесовместимого опыления была  в 4–5 
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раз выше, чем после самосовместимого опыления. Кроме этого, показано, что этилен в высо-

кой концентрации (10 мкл/л) на 50 % замедлял скорость роста пыльцевых трубок петунии на 

среде культивирования. Обработка рылец петунии самонесовместимого клона ингибитором 

синтеза этилена АОА приводила к различным ответным реакциям в зависимости от времени 

действия этого агента на ткани пестика: ингибированию или стимуляции роста пыльцевых 

трубок. Сделан вывод, что торможение роста трубок обусловлено ингибированием синтеза 

этилена, необходимого для их прорастания, в то время как стимуляция их роста обусловлена 

ингибированием синтеза этилена, участвующего в механизме самонесовместимости. Одним 

из свидетельств в пользу такого вывода является отсутствие в столбиках признаков деграда-

ции ДНК после их обработки АОА.   

Потенциальная возможность участия АБК, наряду с этиленом, в механизме гаметофит-

ной самонесовместимости была установлена в опытах с флуридоном, который в зависимости 

от времени действия и концентрации, ингибировал или стимулировал рост пыльцевых тру-

бок. Во втором случае не наблюдали признаков деградации ДНК.    

В системах in vitro прорастающий мужской гаметофит и in vivo пыльца-пестик получе-

ны данные в пользу гипотезы о взаимодействии этилена с АБК на уровне синтеза АЦК. Так, 

в опытах in vitro АБК снимала полностью или частично эффекты блокатора рецепторов эти-

лена 1-МСР и ингибитора синтеза этилена АОА на прорастание и рост пыльцевых зерен. В 

системе пыльца-пестик обработка флуридоном рылец (перед опылением) приводила к пол-

ному ингибированию прорастания пыльцевых трубок и падению содержания АЦК, в то вре-

мя как в варианте комбинированной обработки (флуридон + АОА) наблюдали прорастание и 

рост пыльцевых трубок и повышение уровня АЦК. Полученные результаты свидетельствуют 

о сложных взаимодействиях между этиленом и АБК в процессе регуляции прорастания 

пыльцы и роста пыльцевых трубок и требуют дальнейших исследований.  

Выводы 

1. Впервые на системе пыльца-пестик показано, что этилен контролирует регуляцию 

прорастания и роста мужского гаметофита в прогамной фазе оплодотворения, взаимодей-

ствуя с АБК на уровне синтеза АЦК. 

2. Получены доказательства участия этилена и АБК в механизме гаметофитной са-

монесовместимости, одного из основных барьеров самооплодотворения. 

Работа поддержана грантом РФФИ № 13-04-00592 
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PHYTOHORMONES, ETHYLENE AND ABA, AND PETUNIA MALE GAMETOPHYTE 

POLAR GROWTH IN THE PROGAMIC PHASE OF FERTILIZATION 

Kovaleva L.V., Zakharova E.V., Timofeeva G.V., Rakitin V.U. 

 

male gametophyte, polar growth, signal systems, phytohormones  

 

Strong evidence for participation of ethylene and ABA in the mechanism of gametophyte 

self-incompatibility, one of basic barriers of self-fertilization, was obtained.  It was established that 

ethylene interacts with ABA at the level of ACC, a known ethylene precursor, in the course of pol-

len germination and pollen tube growth. The results obtained suggest that intensive ethylene pro-

duction induces programmed cell death in the incompatible pollen tubes. 
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2+

, экспланты 

 

Введение 

Адвентивные корни - постэмбриональные корни, которые, в отличие от боковых кор-

ней, имеют свое происхождение из клеток листьев, стеблей или из клеток старых корней, не 

относящихся к перициклу. Формирование адвентивных корней представляет коммерческое 

значение, поскольку вегетативное размножение кусочками тканей является эффективным 

методом для размножения, особенно для трудно укореняющихся видов. Кроме того, процесс 

образования адвентивных корней, продуцируемых на тканях растений, культивируемых in 

vitro, представляет собой подходящую систему для изучения процесса корнеобразования при 

контролируемых условиях.  На данный момент основное ограничение в исследованиях ди-

намики формирования адвентивных корней остается недостаток сведений об индукторах 

данного процесса. Приоритетная роль в этом процессе отводится ауксину [1]. Также была 

показана близкая связь между механизмом действия ауксина и кальциевой сигнализацией 

[2]. Кроме того, начиная с 80-х годов появились данные о новых регуляторных молекулах - 

олигосахаринах, участвующих в различных  морфогенных реакциях растений, включая 

корнеобразование [3]. Однако в большинстве работ исследовались эффекты олигосахаринов, 

полученных путем химического синтеза или при гидролизе выделенных клеточных стенок 

[4]. Нами были получены эндогенные олигосахарины, обладающие ризогенной активностью 

[5], что подтверждает существование этих регуляторных молекул in vivo. Однако работы по 

исследованию взаимосвязи этой относительно новой сигнальной системы с другими в про-

цессе ризогенеза крайне малочисленны [6]. Поэтому целью данной работы являлось иссле-

дование роли Са
2+

 и полученной фракции олигосахарина в процессе формирования адвен-

тивных корней на тонкослойных эксплантах гречихи. 

Материалы и методы 

Фракция активного олигосахарида была выделена из проростков гороха (Pisum sativum 

L.), выращенных на водопроводной воде при температуре 25
0
С

 
на свету (12-часовой фотопе-

риод, 20 Вт/м
2
). Проростки фиксировали 30 мин. при 100

0
С, досушивали при 60

0
С до посто-

янного веса и растирали до порошкообразного состояния. Растительный материал отмывали 

органическими растворителями (хлороформ:этанол в соотношении 1:2 и 70% этанол) после 

чего эндогенные олигосахариды экстрагировали 50 мМ KH2PO4 (рН 7.0).  Дальнейшая 

очистка олигосахаринов представляла последовательные этапы хроматографирования с ис-

пользованием различных типов хроматографии. Более детальное описание метода представ-

лено в ранее опубликованных работах [5]. 

Для получения сегментов гипокотилей гречихи, семена стерилизовали 10 мин. в 2% 

растворе гипохлорита натрия, а затем проращивали в течение четырех дней на агаризованной 

среде MS/2 [7]. Из средней части гипокотиля вырезали сегменты длиной 0,7 см, которые раз-

резали вдоль на две части и помещали срезом вниз в чашки Петри со средой В5. Культиви-

рование эксплантов проводили в темноте при 25
0
С. Все работы по проращиванию гипокоти-

лей, приготовлению и культивированию эксплантов выполнялись стерильно. Подсчет корней 

производили на 5 сут. культивирования.  

Эффекторы и ингибиторы вносились стерильно в концентрациях, указанных в подписи 

под рисунком. 
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Результаты и обсуждение 

Как видно из рисунка, олигосахарин, внесенный в среду культивирования вместе с 

ИУК, увеличивал количество корней на эксплантах по сравнению с вариантом, когда экс-

планты культивировались с одним гормоном. Ингибитор потенциал-зависимых кальциевых 

каналов – дилтиазем снижал ИУК-индуцируемое количество корней. При одновременном 

внесении в среду культивирования трех эффекторов ингибитор Са
2+

 каналов снижал количе-

ство корней. Однако при такой постановке не совсем понятно, что подавляет дилтиазем  – 

действие ИУК или олигосахарина, поскольку все эффекторы вносились одновременно при 

нарезании эксплантов и присутствовали в среде весь период культивирования. Поэтому  да-

лее были использованы различные комбинации этих эффекторов. Как видно из рисунка 

кратковременная (1 ч) предобработка олигосахарином перед переносом эксплантов в среду с 

ИУК вызывала повышение количества корней. Количество корней было выше, чем в вариан-

те, когда оба эффектора присутствовали в среде культивирования с самого начала. Дилтиа-

зем, внесенный вместе с олигосахарином не оказывал ингибирующего эффекта. Однако ин-

гибирующее действие блокатора кальциевых каналов наблюдалось, когда дилтиазем добав-

лялся вместе с ИУК после того, как экспланты были прединкубированы в течение ч в среде с 

олигосахарином.  

 
Рисунок 1 - Действие олигосахарина (ОС) и дилтиазема (ДЛТ) на ИУК-индуцируемое 

корнеобразование. ИУК- 3 мкМ; дилтиазем – 25 мкМ; олигосахарина - 5 мкг/мл. 

«+» - одновременное внесение эффекторов в среду культивирования;  

«---»- перенос из среды с одними добавками в среду с другими добавками 

Figure 1 - Effect the oligosaccharin (OS) and diltiazem (DLT) on the IAA-induced rooting. 

IAA-3 mkM; diltiazem - 25 mkM; oligosaccharin - 5 mkg/ml. 

"+" - the simultaneous introduction the effectors into the medium of culture; 

"---" - transfer from the medium with one additives to the medium with other additives 

 

Таким образом, можно предположить, что потенциал-зависимые каналы плазмалеммы 

участвуют в ИУК-индуцируемом процессе образования адвентивных корней на эксплантах 

из гипокотилей гречихи. А эффект олигосахарина опосредован не через открытие этих кана-
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лов, а через какие-то другие пути. Однако эти предположения требуют дополнительных ис-

следований. Пока что полученные данные свидетельствуют о том, что извлеченный нами эн-

догенный олигосахарин вовлечен в сигнальный путь регуляции ризогенеза, запускаемый и 

регулируемый ауксином и то, что он действует на ранних стадиях корнеобразования до ИУК, 

что представляет значительный интерес, поскольку именно этот период до сих пор является 

белым пятном в исследовании динамики формирования адвентивных корней.  

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ (14-04-01591). 
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THE INVESTIGATION OF THE ADVENTITIOUS ROOTS FORMATION. 

THE INFLUENCE OF THE EFFECTORS 

Larskaya I.A. 

 

oligosaccharins, rhizogenesis, IAA, Ca
2
 
+
, explants 

 

The IAA-induced adventitious root formation on the hypocotyls explants of buckwheat regu-

lated through voltage-dependent channels of plasma membrane. The effect of oligosaccharin medi-

ated not through the opening of these channels but through any other way. The data confirm that 

oligosaccharin acts in the early stages of rooting prior the IAA. 
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Введение 

Кадмий – один из наиболее токсичных тяжёлых металлов. При попадании в организм 

он нарушает многие процессы. Фотосинтез – один из важнейших процессов, которые расте-

ния должны защитить от воздействия кадмия. «Каждый орган растений, вследствие селек-

тивности мембран и механизмов иммобилизации тяжелых металлов, является барьером на 

пути Cd из почвы в хлоропласты» [1]. В ходе эволюции растения выработали различные ме-

ханизмы защиты хлоропластов от попадания в них тяжелых металлов, в том числе кадмия. 

Рассмотрим, в каких количествах Cd попадает в хлоропласты и к каким последствиям это 

может приводить. 

Накопление Cd в хлоропластах.  

Для корректной оценки накопления Cd в хлоропластах необходима их очистка в гради-

енте плавучей плотности (Перкола, сахарозы или др.). Число таких работ невелико. Так в 

хлоропластах водорослей Chlamidomonas reinhardtii [2] and Euglena gracilis [3] было обнару-

жено более половины Cd, накопленного их клетками. Однако водоросли сильно отличаются 

по ультраструктурной организации клеток. Например, клетки Euglena не имеют клеточных 

стенок и вакуолей и используют свой огромный хлоропласт как своего рода вакуоль [3]. 

Напротив, красная водоросль Audouinella saviana обладает этими клеточными структурами, 

поэтому в ее хлоропластах кадмий не обнаруживается [4]. 

У растений накопление Cd в хлоропластах изучено для двух видов: двудольного - Bras-

sica napus [5] и однодольного Phragmites australis [6]. Условия постановки эксперимента в 

этих работах отличаются очень сильно, поэтому трудно понять, с чем связаны отличия, од-

нако отличия огромны. В хлоропластах рапса накапливается 4.5 нг Cd на 1 мг хлорофилла, 

что составляет около 0.02% от накопления кадмия в листе [5]. В хлоропластах тростника 

накапливается 93 и 336 нг Cd на 1 мг хлорофилла (при 50 и 100 мкМ Cd в среде), что состав-

ляет около 10% и 15% от накопления кадмия в листе [6]. 

Влияние Cd на уровень мРНК и белков в хлоропластах. 

В хлоропластах ячменя уровень 5 мРНК - atpB, rbcL, rpl16, atpF и ycf3 не изменялся, а 

уровень 3 других мРНК - ndhA, rpl2, rps12 у контрольных растений был ниже, чем при обра-

ботке Cd, Cu или Ni [7]. 

Содержание фотосинтетических белков при поступлении Cd как правило не меняется. 

Это было показано для относительно небольшого набора белков - D1, D2, LHCII (1,2,3), 

большой и малой субъединиц РБФК и PsbO. Отсутствие изменений было продемонстриро-

вано как для двудольных: горох и фасоль [8], рапс [5], томат [9], - так и для однодольных: 

риса [10, 11] и ржи [12]. У растений ржи, выращенных при 50 мкМ Cd изменялась подвиж-

ность белков семейства LHCII, тогда как медь в равной концентрации не вызывала подобно-

го эффекта [12]. И только в работе, выполненной на тростнике, Cd уменьшал в листьях со-

держания большой субъединицы РБФК [6]. Снижение уровня этого белка было достовер-

ным, но небольшим, тогда как активность РБФК падала в несколько раз. 
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Влияние Cd на функциональную активность электрон-транспортной цепи хлоро-

пластов. 

Хотя Cd почти не влияет на содержание фотосинтетических белков, его влияние на 

функциональное состояние электрон-транспортной цепи хлоропластов описано хорошо. 

Уменьшается максимальный (Fv/Fm) и эффективный (ΦPSII) квантовый выход фотосистемы 

2, фотохимическое тушение энергии (qP). Нефтохимическое тушение (qN, NPQ), напротив, 

возрастает. Это показано для однодольных [13, 14], двудольных [15, 16], и даже для вида-

гипераккумулятора Cd [17]. В то же время в целом ряде работ влияние Cd на эти показатели 

не было обнаружено, причем в списке также есть растения однодольные [18-20], двудольные 

[5, 21] и виды-гипераккумуляторы [22, 23].  

Выводы 

Данные о накоплении Cd в хлоропласты крайне противоречивы и недостаточны для 

определенных выводов. Влияние Cd на содержание мРНК и белков в хлоропластах относи-

тельно не велико. В основном его эффект проявляется через ингибирование функциональной 

активности фотосинтетических комплексов. 
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CADMIUM UPTAKE IN PLANT CHLOROPLASTS AND ITS IMPACT ON GENE 

EXPRESSION AND ACTIVITY OF PHOTOSYNTHETIC APPARATUS 

Lysenko E.A., Klaus A.A., Pshybytko N.L., Kusnetsov V.V. 
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Photosynthesis is one of the most important targets have to be protected from cadmium ac-

tion. We analyzed up-to-date information concerning cadmium accumulation in chloroplasts of 

plants and its impact on gene expression in chloroplasts and photosynthetic activity.  
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Введение 

Пероксид водорода традиционно рассматривался в качестве токсичного побочного 

продукта энергетического метаболизма. Однако, в последнее десятилетие накоплен значи-

тельный объем данных, свидетельствующих об участии H2O2 в сигнальных процессах [1]. 

Возможность транспорта через мембраны, низкая концентрация перекиси в цитозоле и высо-

кая стабильность H2O2, в сравнении с другими АФК, – служат предпосылками, определяю-

щими ключевую роль H2O2 в физиологических процессах в качестве вторичного мессендже-

ра. Показана связь H2O2 с такими компонентами регуляторных систем растительной клетки, 

как: MAP-киназный каскад, [Ca
2+

]cyt, NO, микроРНК; кроме того, выявлен ряд транскрипци-

онных факторов, активность которых модулируется перекисью [2]. Установлено, что H2O2 

может не только участвовать в сигналинге внутри клетки, но также выступать в роли меж-

клеточного сигнала. Например, на Arabidopsis было показано, что перекись функционирует в 

качестве дальнего сигнала при поранении, индуцируя активность НАДФН-оксидазы клеток, 

расположенных в непосредственной близости [3]. 

Участие перекиси в репродуктивных процессах у растений изучено недостаточно. Пока-

зано, что АФК выступают в качестве регуляторов механических свойств интины пыльцевого 

зерна при прорастании [4], а также продемонстрирована необходимость образования эндоген-

ной перекиси для роста пыльцевой трубки [5]. Обнаружено активное накопление перекиси в 

тканях рыльца, которое маркирует готовность пестика к опылению [6]. Эти данные в совокуп-

ности позволяют предположить, что пероксид водорода, локализованный в рыльце, может 

контролировать прорастание пыльцы in vivo, выступая в качестве межклеточного сигнала. Мы 

сделали первый шаг к проверке этой гипотезы, выяснив, может ли перекись в физиологиче-

ских концентрациях участвовать в передаче экзогенного сигнала в мужском гаметофите. 

Материалы и методы 

Изучение влияния перекиси водорода на функционирование ион-транспортных систем 

плазмалеммы проводили на субпротопластах, выделенных из пыльцевых трубок Nicotiana 

tabacum L. Отсутствие клеточной стенки позволяет напрямую воздействовать на плазмалем-

му, что не возможно в интактной трубке, где это взаимодействие опосредовано клеточной 

стенкой. Для выделения  жизнеспособных субпротопластов, лишённых ядер и клеточной 

стенки, использовали модифицированную методику Yu [7]. 

С помощью количественной флуоресцентной микроскопии исследовали действие экзогенной 

перекиси на цитозольную концентрацию Ca
2+

 и мембранный потенциал плазмалеммы. Для 

оценки изменений цитозольной концентрации Ca
2+

 использовали флуоресцентный краситель 

Fluo-3 [8]. Мембранный потенциал субпротопластов изучали при помощи двух красителей с 

различным механизмом действия [9]. Для изучения динамики потенциала использовали 

быстрый липофильный краситель Di-4-ANEPPS, который, встраиваясь в мембрану, мгновен-

но реагирует на изменение величины мембранного потенциала. Для определения абсолют-

ных значений мембранного потенциала использовали медленный краситель DiBAC4(3), про-

никающая способность, и, соответственно, интенсивность флуоресценции которого зависит 

от мембранного потенциала и может быть отнесена к таковой для фиксированных клеток с 

mailto:nmmaksimow@gmail.com
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нулевым потенциалом. Определения pH цитозоля проводили с помощью рациометрического 

красителя BCECF, имеющего в своем спектре возбуждения pH-чувствительный и pH-

нечувствительный участки длин волн [10]. Общепринятый тест на жизнеспособность клеток 

проводили с использованием красителя FDA [11]. 

Результаты и обсуждение 

В соматических клетках растений одним из наиболее ранних сигнальных событий, свя-

занных с перцепцией перекиси, является активация кальциевых каналов [12]. При изучении 

динамики цитозольной концентрации кальция в субпротопластах из пыльцевых трубок так-

же было выявлено быстрое увеличение [Ca
2+

]cyt в ответ на добавления перекиси (10 мкМ). 

Ингибитор Ca
2+

-каналов нифедипин полностью снимал этот эффект, демонстрируя, что вход 

кальция в цитозоль происходит через Ca
2+

-каналы плазмалеммы. Известно, что АФК-

индуцированный вход Ca
2+

 является важным модулем в регуляторных сетях растительной 

клетки и является важным компонентом в ряде физиологических процессов: АБК-

индуцируемое закрытие устьиц, апикальный рост корневого волоска, рост эпидермальных 

клеток корня в зоне элонгации [12]. Полученные данные позволяют говорить о наличии та-

кого модуля в системе регуляции роста пыльцевой трубки. 

Мы предположили, что обнаруженная динамика [Ca
2+

]cyt может быть тесно связана с 

изменениями мембранного потенциала, поскольку в пыльцевых трубках ранее были обнару-

жены потенциал-зависимые катионные каналы, опосредующие вход Ca
2+ 

[13]. Для проверки 

этого предположения была исследована динамика мембранного потенциала при действии 

перекиси. С использованием двух различных красителей было обнаружено, что после добав-

ления перекиси происходила гиперполяризация мембраны, сопровождающая вход Ca
2+

. Об-

наруженные мембранные эффекты свидетельствуют о наличии на плазмалемме пыльцевой 

трубки мишеней для действия перекиси. 

Чтобы проверить, не вызывает ли экзогенная перекись патологических изменений в со-

стоянии субпротопластов, проводили измерение pH, как интегрального показателя физиоло-

гического состояния, и оценку жизнеспособности. Было показано, что даже при воздействии 

100 μМ H2O2 pH не изменялся, а жизнеспособность сохранялась на уровне контроля. Это 

означает, что используемые концентрации являются физиологическими, а наблюдаемые эф-

фекты свидетельствуют о возможном участии перекиси в передаче экзогенного сигнала. 

Однако, для ответа на вопрос о конкретных мишенях для действия перекиси на плазма-

лемме необходимы дальнейшие исследования с использованием микроэлектродных методов. 

Кроме того, темой дальнейшего исследования является механизм H2O2-индуцируемой ги-

перполяризации плазмалеммы. 

Заключение 

Обнаруженные мембранные эффекты говорят о возможности участия перекиси в пере-

даче экзогенного сигнала в растущей пыльцевой трубке. В качестве мишеней для перекиси 

могут выступать нифедипин-чувствительные кальциевые каналы и ион-транспортные систе-

мы плазмалеммы, регулирующие мембранный потенциал. Обнаруженный сигнальный пат-

терн, предположительно может реализовываться при взаимодействии прорастающей пыльцы 

с тканями рыльца. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (проект 14-04-31431 мол-а). 
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MEMBRANE EFFECTS OF HYDROGEN PEROXIDE IN POLLEN TUBE 

SUBPROTOPLASTS OF NICOTIANA TABACUM L. 

Maksimov N.M., Breygina M.A., Yermakov I.P. 

 

Nicotiana tabacum, pollen tube, hydrogen peroxide, Ca
2+

-signaling, membrane potential, ion channels 

 

By means of fluorescent microscopy we have investigated [Ca
2+

]cyt and membrane potential in 

pollen tube subrotoplasts after addition of H2O2 (10 μМ). H2O2 induced an increase in [Ca
2+

]cyt; this 

effect was reversed by the addition of calcium channel blocker nifedipine. Simultaneously H2O2 in-

duced plasma membrane hyperpolarization, as shown by two independent methods. FDA test and 

pH measurement indicated that there are no pathological changes during H2O2 (100 μМ) treatment. 
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МЕМБРАННЫЙ МЕХАНИЗМ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ФОСФАТИДНЫХ КИСЛОТ 

КАК ВТОРИЧНЫХ ПОСРЕДНИКОВ РАСТИТЕЛЬНОЙ КЛЕТКИ 
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фосфатидные кислоты, мембранные везикулы, флуоресцентные зонды, мембранный транс-

порт кальция и протона, трансдукция сигналов, цитокинины  

 

Фосфатидные кислоты (ФК), уровень которой в мембранах составляет 1-2% от общего 

содержания фосфолипидов, играют ключевую роль в метаболизме липидов растительной 

клетки, поскольку они вовлекается в биосинтез структурных фосфо- и гликолипидов. В по-

следнее время ФК рассматривают также как вторичный мессенджер липидной природы, ко-

торый участвует в передаче сигналов в растительной клетке о повреждении, водном, солевом 

и окислительном стрессах, в процессах полярного роста, осмотического изменения объема 

замыкающих клеток устьиц. Уровень ФК в клетках-мишенях временно повышается под АБК 

и этилена. Фосфатидные кислоты могут выполнять функции вторичных посредников липид-

ной природы в различных сигнальных путях. Показано участие ФК в гормональной регуля-

ции роста и развития растений, в реакциях на биотические и абиотические стрессы: механи-

ческие повреждения, водный, солевой и окислительный стресс, действие патогенов, элисито-

ров. Однако механизмы передачи сигналов с участием ФК в растительной клетке пока еще 

изучены слабо.  

Полагают, что ФК способны оказывать влияние на структуру мембран, участвовать во 

взаимодействии белков с клеточными мембранами, вызывать связывание белков с плазма-

леммой и повышение активности ряда ферментов, например, таких как НАДФH-оксидазы, 

киназ МАРК-каскада, кальций-зависимых протеинкиназ. Изменение уровня ФК оказывает 

влияние на физические свойства мембран и их способность образовывать везикулы. Тем са-

мым ФК может влиять на везикулярный транспорт в процессах экзо- и эндоцитоза. 

Довольно давно было показано, что ФК обладают способностью транспортировать ио-

ны Са
2+ 

через мембраны мышечных и нервных клеток [Putney et al., 1980; Salmon et al., 1980]. 

У растений на замыкающих клетках устьиц выявлено, что при передаче сигнала АБК изме-

нение активности фосфолипазы Д (ФлД) сопровождается повышением уровня ионов Са
2+

 в 

цитоплазме. Однако пока не установлено – являются ли изменения активности ФлД и уровня 

ионов Са
2+

 последовательными в едином сигнальном пути или же эти события представляют 

собой независимые друг от друга процессы.  

Основная цель настоящего исследования состояла в анализе сигнальных функций фос-

фатидных кислот в растительной клетке. В задачу работы входило исследовать ионофорные 

функции ФК на мембранных везикулах с использованием спектрофлуориметрических мето-

дов, а также оценить роль фосфатидных кислот в передаче цитокининового и осмотического 

сигналов. 

В качестве объектов исследований служили мембранные везикулы, полученные из кле-

ток корней и колеоптилей кукурузы.  

Для измерения потоков кальция использовали флуоресцентные зонды: индо-1 (загру-

жался внутрь везикул) и хлортетрациклин (добавлялся в среду инкубации). Установлено, что 

фосфатидные кислоты (50 ˗ 500 мкМ) индуцируют вход ионов Са
2+

 по градиенту концентра-

ции внутрь везикул плазмалеммы и эндомембран (фрагменты тонопласта и эндоплазматиче-

ского ретикулума).  

Протонофорные функции ФК анализировали с помощью зонда акридинового оранже-

вого. Градиент ионов Н
+
 на везикулах тонопласта создавали за счет добавления Mg-АТФ и 
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активации, таким образом, Н
+
-АТФазы вакуолярной мембраны. Затем везикулы обрабатыва-

ли ФК (25 ˗ 100 мкМ), что вызывало выход протонов из везикул тонопласта и диссипацию 

протонного градиента.  

Таким образом, установлено, что ФК могут функционировать, как ионофоры и перено-

сить ионы Са
2+

 и Н
+
 через мембраны растительных клеток по градиенту их концентрации. 

Транспортные функции фосфатидных кислот в мембране определяются их липофильностью 

и фосфатной группой с двумя гидроксильными остатками (рК1 – 3,5, рК2 – 9,0). Диссоциация 

гидроксильных групп ФК и, соответственно, их способность связываться с кальцием или 

протоном будет зависеть от pH. В щелочных условиях будет происходить диссоциация обо-

их групп с образованием двух отрицательных зарядов на остатке фосфорной кислоты. В этом 

случае ФК будут присоединять ионы Ca
2+

 и переносить их через мембрану по градиенту 

концентрации. В более кислой среде ФК будут переносить преимущественно протоны. Ли-

пофильные свойства ФК будут зависит от их жирнокислотного состава. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что ФК может оказывать прямое влия-

ние на уровень ионов Са
2+

 в цитоплазме, облегчая их перемещение в цитоплазму из внутри-

клеточных компартментов и апопласта по градиенту концентрации. Если ФК обладают 

функцией кальциевого ионофора, то они может участвовать в системе кальциевой сигнали-

зации, инициируя транспорт ионов Ca
2+

 по градиенту концентрации в цитоплазму, тем са-

мым, активируя Са-регулируемые процессы. Модуляции уровня Са
2+

 в цитоплазме относятся 

к одному из основных механизмов внутриклеточной сигнализации, которые обнаруживаются 

под действием многообразных стимулов.  

В качестве протонофора фосфатидные кислоты, могут выполнять, как минимум две 

функции. Во-первых, они могут индуцировать кислотно-щелочные сдвиги в клеточных ком-

партментах и вызывать рН-зависимое изменение активности энзиматических систем. Во-

вторых, шунтируя электрохимический градиент ионов Н
+
 на сопрягающих мембранах мито-

хондрий и хлоропластов, они, вероятно, способны влиять на синтез АТФ, т.е. на энергетику 

клетки. Таким образом, фосфатидные кислоты, обладая функциями ионофоров, могут при-

нимать участие не только в функционировании систем кальциевой и протонной сигнализа-

ции, но также и в регуляции энергетики растительной клетки. 

Работа поддержана  грантом РФФИ № 14-04-01-624 и грантом СПбГУ № 

1.38.233.2014. 

 

MEMBRANE MECHANISM OF PHOSPHATIDIC ACIDS FUNCTIONING 

AS SECOND MESSENGERS IN THE PLANT CELL  

Medvedev S.S., Tarasova O.V., Tankelyun O.V.  

 

phosphatidic acids, membrane vesicles, fluorescent probes, membrane transport of calcium and 

proton, signal transduction, cytokinins 

 

It has been shown that phosphatidic acids (PAs) have properties of proton and calcium iono-

phores. As a calcium ionophore PAs may be involved in calcium signaling system and Ca-regulated 

processes. As a protonophore PAs can induce the pH-dependent enzymatic activity changes and 

probably able to influence the synthesis of ATP, and thus on the cell energetics. The participating 

PAs in the transduction of osmotic and cytokinin signals in the plant cell is also discussed. 
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горох посевной, сахарозосинтаза, кислая и щелочная инвертазы, нитрат, нитратный сигна-

линг, гетеротрофия, автотрофия 

 

Введение 

Нитрат, основной источник азота для растений, помимо субстратной выполняет важ-

ную сигнальную роль, регулируя экспрессию более тысячи генов быстрого ответа [1]. По-

следние кодируют ферменты не только азотного обмена, но и гликолиза, пентозофосфатного 

пути, цикла Кребса и др. [2]. В результате происходит репрограммирование С- и N-

метаболизма, роста и развития [3]. До сих пор малоизученным остаётся вопрос, входят ли в 

сферу нитратного сигналинга стартовые реакции метаболизма основных депонируемых 

форм углерода – сахарозы и крахмала. Система ферментов диссимиляции сахарозы включает 

в себя сахарозосинтазу (СС), кислую (КИ) и щелочную (ЩИ) инвертазы. Цель работы – ис-

следование действия нитрата как возможного сигнального агента на альтернативные сахаро-

зорасщепляющие ферменты  – СС, КИ, ЩИ у растений гороха в раннем онтогенезе. 

Материалы и методы 

В работе были использованы набухшие семена и проростки гороха посевного (Pisum 

sativum L.) сорта Адагумский. Для определения активности СС использовали корни (с гипо-

котилем), КИ – междоузлия стеблей, ЩИ –  молодые листья как органы с преимущественной 

локализацией соответствующих ферментов. Нитрат (14,2 мМ)  входил в состав среды Кнопа 

в форме Ca(NO3)2 и KNO3. Контролем служила среда без нитрата. Дефицит кальция и калия в 

неполных средах компенсировали внесением солей CaSO4◦2H2O и K2SO4 в эквимолярных 

концентрациях. Растения выращивали в факторостатной камере при температуре 27°С, 16-

часовом фотопериоде, освещенности 18 тыс. лк. Активность СС определяли в направлении 

синтеза сахарозы с окрашиванием по Roe и измерением оптической плотности при длине 

волны 520 нм. Активность КИ/ЩИ определяли по наработке глюкозы глюкозооксидазным 

методом с измерением оптической плотности при 500 нм. 

Результаты и обсуждение 

В отсутствие нитрата в среде активность СС в корнях с гипокотилем в период 1–20 сут. 

роста растений экспоненциально убывала (рис. 1а, кривая 1). В первые трое сут. прорастания 

она была наиболее высокой и в 2–3 раза превышала выявленную в течение последующего 

времени развития растений. Позитивный эффект нитрата на активность СС отчетливо прояв-

лялся в течение всего исследованного отрезка онтогенеза, имея место уже на 2 сут. от зама-

чивания семян (рис. 1а, кривая 2). В этот период он был вдвое выше, чем при дальнейшем 

развитии (до 20 суток). Пересчет активности СС в органах на среде с нитратом в процентах 

от контроля показал наличие пика эффекта NO3
-
 на 6–8 сут. роста (рис. 1б). 

Активность КИ в начале периода роста стеблей (6 сут.) более чем в 9 раз превышала 

характерную для сформированных органов (рис. 2). Активность ЩИ в растущей верхушке 

побега в течение 6–14 сут. роста практически не изменялась (рис. 2). Нитрат не оказывал эф-

фекта на оба фермента. 
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Рисунок 1 - Активность сахарозосинтазы в корнях гороха в зависимости от наличия 

нитрата в среде при гетеротрофии и нарастающей автотрофии. А – в абсолютных величинах, 

Б – в процентах от контроля (штриховая линия). 1 – на среде без нитрата, 2 – на среде с 14.2 

мМ нитратом 

Figure 1 - Sucrose synthase activity in pea roots as dependent on the presens of nitrate in nu-

trient medium in heterotrophy and increased autotrophy. (A) absolute values; (B) percentage of con-

trol (dashed line). (1) nitrate-free medium; (2) medium contained nitrate (14.2 mM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2 - Активность инвертаз гороха в период 

6–14 сут. роста растений в зависимости от наличия в 

питательной среде нитрата. 1 – на среде без нитрата, 2 

– на среде с 14.2 мМ нитратом 

Figure 2 - Invertases activity during pea plant 

growth 6–14 days as dependent on the presens of nitrate in 

nutrient medium. (1) nitrate-free medium; (2) medium 

contained nitrate (14.2 mM) 
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Различное действие нитрата на стартовые ферменты метаболизма сахарозы может быть 

связано с их функциональной спецификой. В отличие от инвертаз CC обеспечивает наработ-

ку УДФ-глюкозы, на основе которой осуществляется биосинтез структурных полисахаридов 

апопласта, а также трегалозо-6-фосфата как регулятора роста и энергетического обмена [4]. 

Помимо этого, как показывает результат процентного выражения, максимум нитратзависи-

мой активности СС совпадает и с пиковой реутилизацией запасного белка семядолей [5]. Та-

ким образом, через увеличение активности СС, как приоритетной по сравнению с инвертаза-

ми мишени, нитрат способен интенсифицировать широкий круг связанных с ростом и разви-

тием субстратных и сигнальных процессов. Это особенно значимо при стартовом росте заро-

дыша, происходящем за счет локализованных в его оси запасов.  

Выводы 

Показано, что уже в самом начале прорастания семян гороха посевного нитрат увели-

чивает активность ключевого фермента диссимиляции сахарозы – СС, тем самым обеспечи-

вая С-субстратами процессы первичного роста проростка и утилизации запасных N-пулов. 

Инвертазы не входят в круг мишеней нитрата. 
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NITRATE EFFECT OF SUCROSE CLEAVING ENZYMES 

OF GARDEN PEA IN EARLY DEVELOPMENT 

Nikitin A.V., Izmailov S.F. 

 

garden pea, sucrose synthase, acid and neutral invertases, nitrate, nitrate signaling, heterotrophy – 

autotrophy 

 

During the period of heterotrophic and early autotrophic plant nutrition (0–20 days) exoge-

nous nitrate (14.2 mM) stimulated sucrose synthase activity in roots and hypocotyls. Maximum ef-

fect was observed at the beginning of germination (2 days from seed soaking), second peak – at 

most intensive utilization of cotyledon reserves (6–8 days of plant growth).  During the 6–14 days 

period, nitrate did not affect invertases activity.  
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ПЕРЕДАЧА СИГНАЛОВ ФИТОГОРМОНОВ И NO: ДИАЛОГ НЕИЗБЕЖЕН 

Новикова Г.В. 

 

ФГБУН Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, Ботаническая ул., 35, 

г. Москва, 127276, Россия, E-mail: gv.novikova@mail.ru 

 

фитогормоны, оксид азота, передача сигналов, нитрозилирование, нитрирование 

 

Знания последних лет, безусловно, указывают, что оксид азота (NO) – внутриклеточная сиг-

нальная молекула, участвующая в регуляции физиологических изменений, происходящих на всех 

этапах жизненного цикла растений, начиная с прорастания семян до созревания плодов, старения и 

запрограммированной клеточной смерти. Даже из этого неполного перечисления видно, что, регу-

лируя названные физиологические программы, NO обязан взаимодействовать, в частности, с фито-

гормонами. Сейчас начинает складываться механистическая картина взаимоотношений фитогормо-

нов и NO. Понятно, что и NO, и фитогормоны могут участвовать в осуществлении одного и того же 

физиологического ответа. Однако не ясно, используются ли для этого общие сигнальные компонен-

ты, или фитогормоны и NO способны регулировать одинаковый ответ посредством параллельно и 

независимо функционирующих путей передачи их сигналов. Несмотря на методическую сложность 

и концептуальную неоднозначность, которые сопровождают исследования механизмов, ответствен-

ных за взаимодействие путей передачи сигналов фитогормонов и NO, недавно получены принципи-

ально значимые результаты. Цель предлагаемого доклада − не столько рассказать о современных 

успехах в изучении механизмов взаимодействия фитогормонов и NO, сколько сформулировать во-

просы, ответы на которые позволят разобраться в том, как сигнал NO «конвертируется» в физиоло-

гические ответы, реализуемые как при нормальных условиях роста растений, так и при действии 

стрессовых факторов различной природы. Эти новые знания позволят манипулировать взаимодей-

ствием NO и фитогормонов для обеспечения регуляции метаболизма, роста и развития растений. 

В течение последних 15 лет, прошедших со времени открытия NO у растений, исследователи 

NO «охотились» за его белками-рецепторами. Однако убедительные сведения об идентификации 

рецепторов NO так и не были получены. Отчасти по этой причине основное внимание уделялось 

исследованию белков, которые NO модифицирует на пост-трансляционном уровне. Наиболее важ-

ными из этих модификаций являются S-нитрозилирование и нитрирование Тир. Эти модификации 

могут влиять на активность белков, их стабильность и внутриклеточную локализацию, а также на 

белок-белковые, белок-ДНК, белок-кофактор взаимодействия и даже на связывание белка с гормо-

ном. Поскольку сейчас изучение не только физиологического значения нитрозилирования и нитри-

рования in planta, но, собственно, идентификация модифицируемых NO белков находятся лишь на 

начальной стадии, то в ближайшее время это направление будет развиваться наиболее интенсивно. 

Рассуждая о взаимодействии NO с фитогормонами, необходимо понять, каким образом 

настраивается тонкий механизм, обеспечивающий образование и деградацию NO, а также как осу-

ществляется транспорт NO. Эти сведения позволят установить локализацию NO в клетке, опреде-

лить концентрацию NO и его производных. Сейчас газообразный NO определяют при помощи хе-

милюминесцентного, фотоакустического, масс-спектрометрического методов, а для определения 

NO в экстрактах растительных клеток/тканей используют флуоресцентные красители, пробы с окси-

гемоглобином, NO-электроды, реактив Грисса и ЭПР. Однако оказалось, что применить лишь один 

из перечисленных методов недостаточно для получения надёжных данных, причём как в случае об-

работки растений донорами NO, так и при физиологических или стрессовых условиях. Использова-

ние для доказательства синтеза NO в клетках растений сPTIO также имеет серьёзные ограничения, 

поскольку ингибирующий эффект сPTIO зависит не только от постановки эксперимента, но и опре-

деляется биологическими особенностями объекта исследования. Так как предполагается, что ответ 

растения на NO зависит от его концентрации, пристальное внимание будет уделено развитию высо-

кочувствительных специфических методов идентификации и NO, и его производных. 
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Учитывая, что нитрозилирование и нитрирование белков, скорее, обратимо, следует разо-

браться в вопросе о том, как в целом, происходит оборот модифицированных NO белков. Здесь не-

медленно возникает аналогия с процессами фосфорилирования и дефосфорилирования белков. Дей-

ствительно, денитрозилазы и денитразы могут существенно влиять на кинетические характеристики 

сигнальных путей. Названные ферменты, без сомнения, ожидают своих исследователей. 

Благодаря газообразной природе и способности к диффузии, NO может транспортироваться 

по клетке/ткани/растению. Вместе с тем, высокая реакционная способность NO может ограничивать 

диффузию этого радикала в биологических тканях. Здесь возникает ещё один интригующий вопрос, 

ожидающий решения: как растительная клетка распознаёт NO, образующийся эндогенно, и NO, по-

ступающий как экзогенный сигнал.  

Непременного внимания заслуживает также выяснение того, как NO регулирует биосинтез 

и/или передачу сигналов фитогормонов, могут ли фитогормоны контролировать эндогенный уро-

вень NO. Существующие в настоящее время данные указывают, что, практически все фитогормоны, 

до определённой степени, могут «следить» за концентрацией и распределением NO, а уровень NO 

может инициировать изменения метаболизма и передачу сигналов фитогормонов. Остаётся, однако, 

не ясным, происходит ли такое взаимное влияние в одно время и в одном месте. Между тем, для не-

которых фитогормонов уже сейчас можно говорить о том, что NO влияет на работу пути передачи 

гормонального сигнала посредством изменения активности отдельных сигнальных компонентов. 

Показано, например, что NO влияет на убиквитинирование белков и зависящий от протеосом про-

теолиз белков-репрессоров. Учитывая, что в клетках животных убиквитин лигазы подвергаются 

нитрозилированию, становится всё очевиднее наличие общих закономерностей действия NO в клет-

ках эукариот. Хотя и здесь необходимо понять, может ли у растений NO напрямую влиять на дегра-

дацию сигнальных белков. Это направление исследований также требует дальнейшего развития. 

Наконец, достижения, касающиеся «взаимодействия» NO и фитогормонов, описывают ситуа-

ции, наблюдаемые лишь у трёх видов растений: Arabidopsis, томаты и рис. Расширение числа расти-

тельных объектов, а также увеличение разнообразия физиологических программ, применительно к 

которым исследуются механизмы взаимодействия фитогормонов и NO, помогут детализировать 

роль NO как контролёра метаболизма, роста и развития растений. 

Работа выполнена при частичной поддержке Российского фонда фундаментальных исследо-

ваний (грант № 14-04-00333). 

 

PLANT HORMONES AND NO INTERPLAY: CROSSTALKS ARE INEVITABLE 

Novikova G.V. 

 

phytohormones, nitric oxide, signal transduction, nitrolylation, nitration 

 

Gaseous free radical nitric oxide (NO) is involved in a number of signaling cascades controlling nu-

merous plant physiological responses. Although significant progress has been made within the last 15 years 

the exact nature of the NO-phytohormone interaction still not completely elucidated. The talk will be focus 

on challenging questions that remain to be answered to define the mechanisms responsible for interconnect-

ing plant hormones and NO signaling.  
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БИОСИНТЕЗ ОКСИЛИПИНОВ В ПЛАУНКЕ SELAGINELLA MARTENSII 
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Selaginella martensii, оксилипины, линолевая кислота, α-линоленовая кислота, дивиниловые 

эфиры 
 

Введение 

Оксилипины являются продуктами липоксигеназного каскада. В растениях эти метабо-

литы выполняют роль медиаторов сигнальных систем, регуляторов роста и эндогенных 

средств защиты от биогенных и абиогенных стрессоров. Цепь ферментативных реакций 

начинается с окисления ненасыщенной жирной кислоты при участии липоксигеназы, а затем 

ряд ферментов, осуществляет дальнейшие превращения оксигенированных C18-жирных кис-

лот. Среди ключевых ферментов липоксигеназного каскада, во многом определяющих его 

направленность, в настоящее время известны три основных группы: алленоксидсинтазы, 

гидропероксидлиазы и дивинилэфирсинтазы (ДЭС). До сих пор активность ДЭС была обна-

ружена в ограниченном количестве растительных видов. Это филогенетически отдалённые 

виды: коричневая и красная водоросли, однодольные (чеснок, ландыш, ирис, гладиолус) и 

двудольные (некоторые виды Ranunculaceae и Solanaceae, включающие картофель, томат и 

табак). В филогенетических построениях плауновидные занимают промежуточное положе-

ние между водорослями и семенными растениями (цветковыми и голосеменными). Липокси-

геназный путь у плауновидных ранее изучен не был. Поэтому изучение метаболизма нена-

сыщенных жирных кислот в плаунке Selaginella martensii может дополнить картину биосин-

теза оксилипинов и последовательной эволюции наземных растений. 

Материалы и методы 

Растительный материал – плаунок Selaginella martensii – был поставлен фирмой Zeester 

Bloenn en Planten B.V. (Голландия, Нидерланды). Линолевая и α-линоленовая кислоты были 

получены от Sigma (США). Бесклеточные препараты из листьев (филлоидов) и стеблей Sela-

ginella martensii  инкубировали с линолевой и α-линоленовой кислотой при постоянном про-

пускании кислорода. Продукты экстрагировали, очищали с помощью твёрдофазной экстрак-

ции, превращали в ТМС-производные метиловых эфиров и анализировали с помощью газо-

вой хромато-масс-спектрометрии. Для микропрепаративного разделения продукты в виде 

метиловых эфиров делили и очищали с помощью ВЭЖХ на обращённой и, затем, на нор-

мальной фазе. Для ВЭЖХ анализа использовали хроматографическую систему производства 

фирмы Gilson (Gilson, Франция), состоящую из двух насосов (305 и 306), манометрического 

модуля и ручного инжектора Rheodyne 7125 (Rheodyne, США). Хроматография на колонках с 

обращённой фазой (C18) использовалась во всех экспериментах как первый этап разделения 

оксигенированных жирных кислот. Собранные фракции высушивали, перерастворяли в гек-

сане для дальнейшей очистки на колонке с нормальной фазой. В качестве детектора исполь-

зовался спектральный детектор с диодной матрицей SHIMADZU SPD-M20A (Япония). Очи-

щенные продукты анализировали методом газовой хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС) в 

виде МеТМС-эфиров, которые получали метилированием диазометаном и силанизацией (пи-

ридин – гексаметилдисилазан – триметилхлорсилан в соотношении 2:1:2 по объёму).  Анализ 

проводили с помощью масс-селективного хромато-масс-спектрометра SHIMADZU QP5050 

(Япония). Ввод исследуемого образца осуществляли в режиме деления в кварцевую капил-

лярную колонку MDN-5S (5% фенил, 95% метилполисилоксан) длиной 30 м и диаметром 

0.25 мм при программировании температуры от 120 до 240 
о
С по 10 

о
С/мин, в качестве газа-

носителя использовали гелий с линейной скоростью 30 мл/с. 

 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B8%D1%81%D1%82%D1%8C%D1%8F
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A4%D0%B8%D0%BB%D0%BB%D0%BE%D0%B8%D0%B4%D1%8B&action=edit&redlink=1
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Результаты и обсуждение 

Нами установлено, что при инкубациях происходит образование оксилипинов с харак-

терными УФ-спектрами и большим временем удерживания на колонках с обращённой фазой. 

Метаболиты имели максимум поглощения в УФ-свете в области 267-268 нм и 248-251 нм, 

что характерно, согласно литературным данным [1-3], для дивиниловых эфиров производ-

ных α-линоленовой и линолевой кислот. ГХ-МС анализ продуктов показал, что преоблада-

ющей гидроксикислотой была 13-гидроксистеариновая кислота. Это говорит о том, что ос-

новным продуктом липоксигеназного окисления была 13-гидроперекись линолевой кислоты. 

Таким образом, в плауне Selaginella martensii   преобладает 13-липоксигеназная активность. 

Наряду с гидроперекисями жирных кислот, в ходе ГХМС анализа выделенных оксилипинов 

были обнаружены соединения I, II, III, IV, V и VI  (рис. 1А). 

 
Рисунок 1 - Продукты инкубации линолевой и α-линоленовой кислот с 15000g супернатантом  

Selaginella martensii. (А) – хроматограмма по полному ионному току;  (Б), (В), (Г), (Д), (Е)  – масс-

спектры и схемы фрагментаций соединенй I, II, III, IV и V соответственно ( R = CH3) 

Figure 1 - Products of linoleic and linolenic acids incubation with15,000 g supernatant of Selaginella 

martensii. (A) – the total ion GС-MS chromatograms of products as Me esters; (Б), (В), (Г), (Д), (Е) – mass 

spectral data for compounds I, II, III, IV и V (R = CH3) 

 

Соединение II было основным продуктом превращения линолевой кислоты in vitro. Также 

наблюдалось образование, но в меньшей степени, соединений I и III, также производных линоле-

вой кислоты. Для изучения структуры соединений были записаны масс-спектры электронного 

удара. Картина масс-спектрометрической фрагментации продуктов I, II и III была идентичной 

описанным ранее фрагментациям дивиниловых эфиров: (9Z,11E,1’Z)-12-(1’-гексенилокси)-9,11-

додекадиеновой ((ω5Z)-этеролевой),  (9Z,11E,1’E)-12-(1’-гексенилокси)-9,11-додекадиеновой (эте-

ролевой) и (9Z,11Z,1’E)-12-(1’-гексенилокси)-9,11-додекадиеновой ((11Z)-этеролевой)  кислот. 

Масс-спектр электронного удара метилового эфира продукта I, II и III (рис.1В-Г) имел молеку-

лярный ион с m/z 308, а картина фрагментации, была идентична фрагментации метиловых эфиров 

этеролевой, (ω5Z)-этеролевой и (11Z)-этеролевой кислот. Для дальнейшего установления структу-

ры, соединения I, II и III были выделены при помощи обращено-фазовой ВЭЖХ и очищены с ис-
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пользованием нормально-фазовой ВЭЖХ. Анализ полученных данных показал, что согласно вре-

мени удерживания (рис.1) и масс-спектрам электронного удара метилового эфира продуктов, со-

единение I было идентифицировано как метиловый эфир (9Z,11E,1’Z)-12-(1’-гексенилокси)-9,11-

додекадиеновой (ω5Z)-этеролевой кислоты, соединение II - (9Z,11E,1’E)-12-(1’-гексенилокси)-

9,11-додекадиеновой (этеролевой) кислоты (метиловый эфир), соединение III - (9Z,11Z,1’E)-12-

(1’-гексенилокси)-9,11-додекадиеновой ((11Z)-этеролевой) кислоты (метиловый эфир). Соедине-

ния IV и V (рис.1А) были основным продуктом превращения α-линоленовой кислоты in vitro. 

Также наблюдалось образование, но в меньшей степени, соединения VI, производного α-

линоленовой кислоты. Картина масс-спектрометрической фрагментации продуктов IV, V и VI 

(рис. 1Д-Е) была идентичной описанным ранее фрагментациям дивиниловых эфиров 

(9Z,11E,1’E,3’Z)-12-(1’,3’-гексадиенилокси)-9,11-додекадиеновой (этероленовой), (9Z,11E,1’Z,3’Z)-

12-(1’,3’-гексадиенилокси)-9,11-додекадиеновой ((ω5Z)-этероленовой)   и (9Z,11Z,1’E,3’Z)-12-

(1’,3’-гексадиенилокси)-9,11-додекадиеновой ((11Z)-этероленовой) кислот. Для подтверждения 

структуры и геометрической конфигурации соединений I-VI были получены их спектры  
1
Н ЯМР 

и COSY. 

Заключение 

Впервые исследован метаболизм ненасыщенных жирных кислот у представителя плау-

новидных Selaginella martensii. Установлено, что основным направлением липоксигеназного 

каскада линолевой и линоленовой кислот в Selaginella martensii является дивинилэфирсин-

тазный путь. Присутствие ДЭС активности в плаунке, как и в водорослях, может свидетель-

ствовать о том, что дивинилэфирсинтазный путь метаболизма линолевой и α-линоленовой 

кислот имеет древнее происхождение. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Программы фундаментальных исследо-

ваний Президиума РАН «Молекулярная и клеточная биология» 2013-2017, РФФИ (гранты №  

12-04-01140, № 12-04-97059-р_поволжье), гранта Президента Российской Федерации по 

государственной поддержке ведущих научных школ РФ НШ-825.2012.4. 
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BIOSYNTHESIS OF OXYLIPINS IN THE LYCOPHYTE SELAGINELLA MARTENSII 

Ogorodnikova A.V., Mukhitova F.K., Grechkin A.N. 

 

Selaginella martensii, oxylipins, linoleic acid, linolenic acid, divinyl ethers 

 

The divinyl ether synthase (DES) activity and divinyl ethers have been detected in the divi-

sion of Lycopodiophyta: Selaginella martensii. Exogenous linoleic and linolenic acids were metab-

olized predominantly into the divinyl ethers – etheroleic and colneleic acids. The products in the 

form of methyl esters of trimethylsilyl derivatives (Me TMS) were analyzed by gas chromatog-

raphy–mass spectrometry.  
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УДК 581.1 

ДЕЙСТВИЕ НИТРАТА НА МЕТАБОЛИЗМ КРАХМАЛА 

В СЕМЯДОЛЯХ ГОРОХА ПОСЕВНОГО 

Подмарьков В.Г., Измайлов С.Ф. 

 

ФГБУН Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН,  Ботаническая ул., 35, 

г. Москва, 127276, Россия, E-mail: nitrogenexchange@mail.ru 

 

горох посевной, крахмал, амилаза, нитрат, нитратный сигналинг, гетеротрофия, автотрофия 

 

Введение 

Нитрат, являясь одним из основных источников питания растений, индуцирует не 

только ключевые ферменты азотного, но и углеродного метаболизма. Одним из мало изу-

ченных вопросов  остается возможность его включения в регуляцию утилизации крахмала. В 

данной работе была применена модель гетеротрофного растения, исключающая потребность 

в нитрате как в субстрате, но допускающая возможность его использования как сигнального 

агента. Цель работы – характеристика нитратного сигналинга по количественным и времен-

ным параметрам действия иона на утилизацию крахмала в семядолях гороха посевного. 

Материалы и методы 

В работе использован сорт гороха посевного Орегон, который выращивали на среде 

Кнопа с разными концентрациями экзогенного нитрата (3,5; 7,0; 14мМ) и набором микроэле-

ментов по Хогланду, при 16-часовом фотопериоде и освещенности 18000 люкс. Содержание 

крахмала определяли спектрофотометрически йодным методом при длине волны 700 нм, ак-

тивность амилазы - по действию выделенной из семядолей амилазы на контрольные образцы 

крахмала. Содержание белка в экстракте определяли с помощью реактива Бредфорд. Расчет 

активности амилазы приводится в % от контроля (относительная активность), где контроль – 

величина активности амилазы в семядолях растения, росших на среде без нитрата. 

Результаты и их обсуждение 

Данные по действию нитрата на содержание крахмала в семядолях гороха в течение 

первых 12 сут. роста представлены на рисунке 1.  

 

 
Рисунок 1 - Содержание крахмала в семядолях гороха. 1 – среда без нитрата; 2 –среда с 

3,5 мМ; 3 – с 7 мМ; 4 – 14 мМ нитрата. 

Figure 1 - Starch percentage in pea cotyledons. 1- nitrate-free medium, 2 – 3,5 mM; 3 – 7 

mM; 4 – 14 mM nitrate. 

 

Видно, что максимальная скорость убыли крахмала приходилась на 2-4 сутки, с после-

дующим спадом к 12 суткам. Далее содержание крахмала в семядолях практически не изме-

нялось вплоть до 30 суток. Действие экзогенного нитрата при всех испытуемых концентра-
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циях существенно не влияло на характер кривой до 12 сут. роста, однако происходила более 

полная утилизация крахмала с практически одинаковой интенсивностью при всех испытуе-

мых концентрациях. В итоге, в этом случае к 12 сут. его оставалось до 8%, в то время как без 

нитрата до 25%. В результате происходило ускорение роста корня и побега проростка за счет 

увеличения их биомассы.  

Проведенное определение амилолитической активности в семядолях выявило анало-

гичную закономерность действия нитрата на распад крахмала (рис. 2). 

 

 

 
Рисунок 2 - Относительная активность амилазы в семядолях гороха в течение первых 

12 сут. роста. 1 – среда без нитрата; 2 – среда с 3,5 мМ; 3 – 7 мМ; 4 – 14 мМ нитрата. 

Figure 2 - Relative amylase activity in pea cotyledons during first 12 days of plant develop-

ment. 1- nitrate-free medium; 2 – 3,5 mM; 3 – 7 mM; 4 – 14 mM nitrate. 

 

Активность фермента под воздействием нитрата повышалась уже после 1 суток, далее 

наблюдался отчетливый пик к 4 суткам, что соответствует максимальной интенсивности 

распада крахмала, с последующим более плавным ростом до 12 суток. Как и в случае дан-

ных, представленных на рисунке 1, концентрация экзогенного нитрата мало влияла на иссле-

дуемый процесс (рис. 2). На основании этого можно предположить сигнальную природу 

наблюдаемого эффекта. 

Распад крахмала не проявлялся в изолированных семядолях, что указывает на необхо-

димость их взаимодействия с осевыми органами для проявления указанного процесса. 

Выводы 

Нитрат уже на самых ранних стадиях развития проростка гороха посевного стимулиру-

ет амилолитическую активность и, соответственно, скорость утилизации запасного крахмала 

семядолей гороха посевного. Наблюдаемое явление не связано с субстратной ролью нитрата. 
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NITRATE EFFECT ON STARCH METABOLISM IN GARDEN PEA COTYLEDONS 
Podmarkov V.G., Izmailov S.F. 

 

garden pea, starch, amylase, nitrate, nitrate signaling, heterotrophy, autotrophy 

 

Nitrate presence in the medium stimulates amylase activity in germinating pea cotyledons. 

The effect is unrelated to substrate role of nitrate and is a form of nitrate signaling.  
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ГЛУТАТИОНСИНТЕТАЗЫ И УСТОЙЧИВОСТЬ 

РАСТЕНИЙ ПШЕНИЦЫ К ДЕЙСТВИЮ НИЗКИХ ТЕМПЕРАТУР И КАДМИЯ 

Репкина Н.С., Таланова В.В., Титов А.Ф., Букарева И.В. 

 

ФГБУН Институт биологии КарНЦ РАН, ул. Пушкинская, 11, г. Петрозаводск, 

185910, Россия, E-mail: nrt9@ya.ru 

 

низкие температуры, кадмий, пшеница, устойчивость, глутатионсинтетаза 

 

Введение 

Неблагоприятные факторы внешней среды напрямую или опосредованно способны вы-

зывать накопление в клетках и тканях растений свободных форм кислорода и соответствен-

но, приводить к активизации защитных антиоксидантных систем, включающих низкомоле-

кулярные антиоксиданты [1; 2]. Одним из основных низкомолекулярных антиоксидантов яв-

ляется глутатион, в синтезе которого ключевую роль играет фермент глутатионсинтетаза, 

кодируемая геном GS1. В связи с этим, цель данной работы заключалась в изучении экспрес-

сии гена глутатионсинтетазы при действии на растения низкой температуры и кадмия. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследований использовали проростки озимой пшеницы (Triticum 

aestivum L.) с. Московская 39, которые выращивали при постоянных условиях в климатиче-

ских камерах. По достижении недельного возраста проростки в течение 7 сут подвергали 

действию низких закаливающих температур (4, 8, 12 ºС) или сульфата кадмия (100–2000 

мкМ). О реакции растений на действие низких температур и кадмия судили по изменению 

показателей роста и проницаемости мембран клеток листа. Накопление транскриптов гена 

GS1 анализировали методом ПЦР в режиме реального времени. 

Результаты и обсуждение 

Установлено, что чем ниже действующая на растения температура, тем в большей сте-

пени замедляются у них ростовые процессы. В частности, при температуре 4ºС уже в 

начальный период ее действия (1 сут) происходило практически полное прекращение роста 

побега, и хотя через 2–3 сут наблюдалось частичное его восстановление, к концу экспери-

мента (на 7-е сут) высота побега превышала исходный уровень всего на 20% (в контроле – на 

70%). При температурах 8 и 12ºС также наблюдалось торможение роста побега, но в мень-

шей степени, чем при 4ºС. Таким образом, хотя температуры 4, 8 и 12ºС и вызывают тормо-

жение роста растений, но полной его остановки не происходит. Это говорит о способности 

пшеницы поддерживать на определенном уровне основные процессы жизнедеятельности в 

условиях пониженных температур. Наблюдаемое же при этом торможение роста можно рас-

сматривать как неспецифическую защитно-приспособительную реакцию растений [3].  

Исследование действия кадмия на ростовые показатели пшеницы выявило достаточно 

хорошо выраженную дозовую зависимость между концентрацией тяжелого металла и про-

должительностью его воздействия, с одной стороны, и степенью ингибирования роста – с 

другой. В частности, при действии кадмия в концентрациях 100–700 мкМ полного ингибиро-

вания роста не наблюдалось, тогда как при 1000 и 2000 мкМ отмечено резкое его торможе-

ние, что указывает на повреждающий эффект этих концентраций. Эти данные согласуются с 

результатами изучения проницаемости мембран клеток листа пшеницы: кадмий в концен-

трациях 1000 и 2000 мкМ вызывал значительное увеличение выхода электролитов на 7-е 

сутки, а в концентрациях 100–500 мкМ не влиял на него.  

В дальнейшем была проанализирована динамика выхода электролитов из клеток листа 

пшеницы при действии температуры 4ºС и сульфата кадмия в концентрации 100 мкМ. В 

обоих случаях не выявлено существенных изменений в выходе из листьев электролитов на 

протяжении всего эксперимента (1–7 сут). Это свидетельствует о том, что при действии этих 

mailto:nrt9@ya.ru


98 

 

стресс-факторов не происходит нарушения проницаемости мембран клеток листьев пшени-

цы, а, следовательно, и их повреждения. На основании полученных данных можно заклю-

чить, что растения пшеницы успешно адаптировались к действию низкой температуры (4ºС) 

и кадмия (100 мкМ).  

Как отмечалось выше, важную роль в повышении устойчивости растений к действию 

неблагоприятных факторов играют низкомолекулярные антиоксиданты, в том числе глута-

тион. В связи с этим нами была проанализирована динамика накопления транскриптов гена 

глутатионсинтетазы. Установлено, что при температуре 4ºС накопление транскриптов гена 

GS1 происходит уже в начальный период ее действия (15 мин–1 ч), в дальнейшем (5 ч–7 сут) 

содержание мРНК сохранялось на повышенном уровне. В начальный период действия кад-

мия (100 мкМ) наблюдалось небольшое увеличение содержания транскриптов гена GS1, ко-

торое значительно возрастало через 2 сут. При еще более длительном воздействии металла 

отмечено некоторое снижение уровня транскриптов гена.  

Таким образом, полученные данные позволяют заключить, что повышение устойчиво-

сти пшеницы к действию низкой положительной температуры и кадмия связано с изменени-

ем экспрессии гена глутатионсинтетазы, что подтверждает важное значение глутатиона в не-

специфических адаптивных реакциях на действие стресс-факторов разной природы.  

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований (грант № 14-04-31676 мол_а). 
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GLUTHATHIONE SYNTHASE GENE EXPRESSION AND WHEAT PLANT 

TOLERANCE TO LOW TEMPERATURE AND CADMIUM 

Repkina N.S., Talanova V.V., Titov A.F., Bukareva I.V. 

 

low temperature, cadmium, wheat, tolerance, glutathione synthase 

 

In our research was showed as less influence of low temperature and higher concentration of 

cadmium than more negative effect of them on growth of plants. In the same time the finishing of 

growth and changes in electrolyte leakage from plant cells wasn’t found. The higher level of GS1 

gene expression was observed under influence of low temperature and cadmium it had been report-

ed about it's role in tolerance of plants.  
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Введение 

Карбоангидраза (КА) – фермент, катализирующий обратимую гидратацию углекислого 

газа. В высших растениях встречаются представители трех семейств КА: альфа, бета и гамма. 

КА, обнаруженная в листьях высших растений еще в 1939 г., оказалась стромальным фермен-

том [1]. Это - самый распространенный белок растительной клетки после Рубиско - был 

назван, согласно номенклатуре [2], бета-КА1. Несмотря на то, что фермент хорошо изучен, 

физиологическая роль его до сих пор неизвестна. Еще одна КА стромы, так называемая альфа-

КА1, была обнаружена сравнительно недавно [3]. Методом встраивания гена зеленого флуо-

ресцентного белка показано присутствие в хлоропластах арабидопсиса КА, названной бета-

КА5 [2] и продукт гена At4g20990, альфа-КА4, был найден при проведении протеомного ана-

лиза белков тилакоидной мембраны [4]. Более точное местоположение бета-КА5 и альфа-КА4 

еще предстоит выяснить. В представленной работе показано, что условия выращивания расте-

ний, оказывающие непосредственное влияние на фотосинтез (интенсивность света, концен-

трация углекислоты), вызывают изменение экспрессии генов КА хлоропластов. При этом но-

каут генов КА оказывает влияние на параметры фотосинтеза и содержание в тилакоидах бел-

ков Lhcb1 и Lhcb2 светособирающего комплекса фотосистемы 2 (ССК2). 

Материалы и методы 

Объектом исследования были растения Arabidopsis thaliana, экотип Columbia (ДТ), и 

мутанты, нокаутированные по гену At4g20990 (альфа-КА4-нокауты) выращенные при 19°С, 

концентрации СО2, равной 450 ppm (атмосферной), и 80 мкмоль фотонов м
−2

с
−1

, часть 28-

дневных растений была помещена в условия повышенной интенсивности света, 

360 мкмоль фотонов м
-2

с
-1

 на 5 дней. Для экспериментов по определению влияния содержа-

ния СО2 в атмосфере на экспрессию генов КА часть растений выращивали в течение 26 дней 

при 150 мкмоль фотонов м
−2

с
−1

,
 
при концентрации СО2 в атмосфере 150 ppm, другую часть 

растений – при той же интенсивности света, но при 750 ppm СО2. Измерение уровня экспрес-

сии генов At3g01500, At4g33580, At3g52720 и At4g20990, кодирующих бета-КА1, бета-КА5, 

альфа-КА1 и альфа-КА4, соответственно, проводили с помощью ПЦР в реальном времени. В 

качестве положительного контроля использовали праймеры к гену актина. Параметры фото-

синтеза измеряли с помощью флуориметра Mini-PAM. Денатурирующий электрофорез бел-

ков тилакоидов был проведен в 13% полиакриламидном геле [5]. Вестерн-блот анализ про-

водили использованием антител к белкам ССК2, Lhcb1 и Lhcb2, и набора реагентов Bio-Rad.  

Результаты и обсуждение 

Были исследованы изменения в уровне экспрессии генов, кодирующих хлоропластные 

КА, под влиянием света высокой интенсивности (рис. 1) и в зависимости от концентрации 

углекислоты в атмосфере (рис. 2). Уровень экспрессии большинства генов КА возрастал в 

растениях арабидопсиса, выращенных при повышенном освещении (рис. 1а, в и г), что поз-

воляет предполагать непосредственное или опосредованное участие бета-КА1, альфа-КА1 и 

альфа-КА4 в защите растения от окислительного стресса.  
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Рисунок 1 - Влияние интенсивности света при выращивании растений (80 мкмоль фо-

тонов м
−2

с
−1 

 и 360 мкмоль фотонов м
−2

с
−1

) на уровень экспрессии генов, кодирующих бета-

КА1 (а), бета-КА5 (б), альфа-КА1 (в) и альфа-КА4 (г). По оси ординат – уровень экспрессии, 

отн. ед.  

Figure 1 - The effect of light intensity during plant growth (80 μmol photons m
−2

s
−1 

and 

360 μmol  photons m
−2

s
−1

)
 
on the expression level of beta-CA1 (а), beta-CA5 (б), alfa-CA1 (в) and 

alfa-CA4 (г) genes. Y-axis shows the expression level, rel. un. 

 

Уровень экспрессии гена, кодирующего бета-КА5, немного снижался при повышенной 

интенсивности света (рис. 1б), и был существенно выше при пониженной концентрации СО2, 

чем при повышенной (рис. 2б), что свидетельствует об участии этого фермента в фотосинте-

зе. Уровень экспрессии генов бета-КА1 и альфа-КА1 не изменялся при изменении концен-

трации СО2 (рис. 2а, 2в), альфа-КА4 – повышался в 2,5 раза выше при увеличении концен-

трации СО2 (рис. 2г).  

 

    
Рисунок 2 - Влияние пониженной (150 ppm) и повышенной (750 ppm) концентрации 

СО2 на уровень экспрессии генов, кодирующих бета-КА1 (а), бета-КА5 (б), альфа-КА1 (в) и 

альфа-КА4 (г). По оси ординат – уровень экспрессии, отн. ед.  

Figure 2 - The effect of the low (150 ppm)
 
and high

 
(750 ppm) CO2 concentration on the ex-

pression level of beta-CA1 (а), beta-CA5 (б), alfa-CA1 (в) and alfa-CA4 (г) genes. Y-axis shows 

the expression level, rel. un. 

 

Эти данные указывают на особое значение альфа-КА4 для растений в современном ми-

ре, поскольку концентрация СО2 в атмосфере неуклонно возрастает. Несмотря на довольно 

низкий уровень экспрессии, нокаут гена, кодирующего альфа-КА4, приводил существенному 

накоплению в листьях большого количества крахмала по сравнению с растениями ДТ. Кван-

товый выход ФС2, измеренный при высокой концентрации СО2 в атмосфере и при повы-

шенном освещении, был выше у альфа-КА4-нокаута, что свидетельствует о том, что в мутан-

те более активно протекают процессы, связанные с потреблением восстановительных экви-

валентов АТФ и НАДФН. При отсутствии этой КА в мутанте на высоком свету происходило 

избыточное образование протонов, что отражалось на увеличении параметра qe нефотохими-

ческого тушения. Более низкое значение параметров нефотохимического тушения qt и более 

высокое – qi у альфа-КА4-нокаутов свидетельствует о том, что в листьях мутантов хуже ра-

ботает система защиты фотосинтетического аппарата от фотоповреждения. На это указыва-

ют и данные вестерн-блот анализа - количество белков ССК2, как Lhcb1, так и Lhcb2, в ли-
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стьях альфа-КА4-нокаутов (рис. 3а, 3; 3б, 3) было больше, чем таковых в листьях ДТ (рис. 3а, 

1; 3б, 1), выращенных при низкой интенсивности света. При высокой интенсивности света в 

листьях альфа-КА4-нокаутов содержание обоих белков ССК2 (рис. 3а, 4 и 3б, 4) снижалось 

незначительно, по сравнению с таковыми в листьях растений ДТ (рис. 3а, 2 и 3б, 2). Как из-

вестно, растения приспосабливаются к высокой интенсивности света, уменьшая размер ан-

тенны ССК2. По-видимому, альфа-КА4 участвует в адаптации растений к изменению интен-

сивности света. 

  
Рисунок 3 - Результат вестерн-блот анализа с антителами к Lhcb1 (а) и Lhcb2 (б) белков 

тилакоидов, выделенных из листьев арабидопсиса ДТ (1, 2) и альфа-КА4-нокаутов (3, 4), 

выращенных при интенсивности света 80 мкмоль фотонов м
−2

с
−1 

(1, 3) и 

360 мкмоль фотонов м
−2

с
−1 

(2, 4) 

Figure 3 - The result of western-blot analysis of thylakoid proteins from arabidopsis leaves of the 

wild type plants (1, 2) and alfa-CA4 knockouts (3, 4) with antibodies against Lhcb1 (а) и Lhcb2 (б). The 

plants were grown at 80 μmol photons m
−2

s
−1

 (1, 3) and 360 μmol photons m
−2

s
−1 

(2, 4) 

Заключение 

Таким образом, исследованные КА хлоропластов по-разному реагируют на изменения 

условий выращивания, что свидетельствует о различиях их физиологической роли в высших 

растениях. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ №14-04-323-23. 
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THE EFFECT OF ARABIDOPSIS THALIANA GROWTH CONDITIONS 

ON THE EXPRESSION LEVEL OF THE CHLOROPLAST CARBONIC ANHYDRASES 

Rudenko N.N., Ignatova L.K., Vetoshkina D.V., Fedorchuk T.P., Ivanov B.N. 

 

chloroplasts, carbonic anhydrase, gene expression 

 

The present study shows that the expression levels of the genes of chloroplast carbonic anhy-

drases (CA) depend on A. thaliana growth conditions those are important for photosynthesis (light 

intensity, CO2 concentration). From the other hand, the knockout of CA genes had the effect on 

photosynthesis parameters and the content of the proteins of light-harvesting complex of photosys-

tem II. The data show that chloroplast CAs have different functions in higher plant cells.  
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Развитие побеговых систем растений, как известно, подчиняется строгим морфологическим 

законам. В корневых системах растений наличие подобных закономерностей менее очевидно. Вы-

явить чёткие закономерности строения корневых систем взрослых растений обычно уже не удаётся. 

Однако возможен поиск закономерностей формирования корневых систем при изучении процесса 

заложения примордиев боковых корней и ранних стадий развития корней у проростков. Формиро-

вание боковых корней является сложным многостадийным процессом важную роль в котором, по-

видимому, принадлежит фитогормонам. Имеется много литературных данных относительно меха-

низмов ветвления корней и участия регуляторов роста в этом процессе.  

Целью данной работы было изучение ветвления корня в нормальных условиях и механизмов 

изменения ветвления при действии природных и синтетических ауксинов, 6-бензиламинопурина, 

абсцизовой кислоты. Выяснение этих проблем необходимо для выявления основных механизмов 

эндогенной регуляции ветвления корня и понимания возможных пределов регуляции ветвления 

корней с помощью регуляторов роста. 

Работу проводили на корнях проростков кукурузы (Zea mays L.) сорта  Бено 128. Семена ку-

курузы выкладывали в эмалированные кюветы на стекло, обёрнутое влажной фильтровальной бу-

магой, смоченной водопроводной водой, накрывали вторым стеклом и выдерживали в тёмном тер-

мостате течение двух или трёх сут. при 27°С. Для дальнейших экспериментов использовали про-

ростки с длиной главного корня 20-30мм или 50-70мм. Проростки помещали в чашки Петри на 

фильтровальную бумагу, смоченную дистиллированной водой (контроль), или растворами ИУК, α-

НУК, 6-БАП, АБК в дистиллированной воде. На каждую чашку Петри использовали по 10 мл рас-

творов и помещали по 5 проростков. Чашки выдерживались в тёмном термостате при 27° С.  Изме-

ряли линейкой длину корней в течение трёх суток. Длину участков главного корня, несущих боко-

вые корни, измеряли через 48 и 72ч после начала опыта. Подсчитывали число боковых корней в 1-

сантиметровых отрезках по длине корня. Вычисляли время развития боковых корней внутри мате-

ринского, начиная от возникновения примордия до его выхода из материнского корня (Тб.к.) [1]. 

Для характеристики действия ингибиторов на рост главного корня вычисляли степень ингибирова-

ния роста (I) в процентах от контроля. 

 Для подсчёта числа примордиев боковых корней внутри материнского корня фиксировали 

корни целиком через 72 ч после начала опыта в фиксаторе Чемберлена [2]. Фиксированный матери-

ал промывали в дистиллированной воде 5 мин, гидролизировали в 5N HCl 15 мин, снова промывали 

в дистиллированной воде 5 мин, затем окрашивали в ацетокармине 15 мин (Jensen, 1962). После это-

го под бинокулярным микроскопом МБ-51-2 с помощью двух препаровальных игл удаляли всю ко-

ровую часть и проводили подсчёт примордиев. Измеряли длину клеток перицикла в первых трёх 

базальных сантиметрах на центральных продольных срезах живых корней, сделанных от руки лез-

вием бритвы. Измерения проводили при помощи окулярного микрометра МОВ-1-15 под микроско-

пом Р-12 . 

Статистическая обработка результатов проводилась по общепринятой методике [3]. Анализ 

результатов и построение графиков выполнялись с помощью программ Мicrosoft Excel 7.0. 

Ветвление корней проростков кукурузы типично для корней большинства изученных расте-

ний. Примордии закладываются в акропетальной последовательности – от семени к кончику корня, 
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и в такой же последовательности появляются боковые корни. Рост корней в контрольном варианте в 

течение трёх дней постепенно ускорялся. 

Первые боковые корни появлялись на 2-е сут. после начала опыта.  Через 48ч от момента 

начала опыта длина главного корня составила 107,61,9мм, а длина зоны боковых корней – 27,01,5. 

Через 72ч соответственно 152,83.1 и 53,91,6мм. Чем длиннее был корень, тем длиннее была зона 

боковых корней. Среднее время формирования бокового корня внутри материнского составило 

50,81,4ч. На одном корне образовывалось 44,71,4 корня. Максимальное число боковых корней 

формировалось в 1-м см корня, а затем их число снижается. Анатомический анализ показал, что 

среди боковых корней не было примордиев новых боковых корней. 

Измерение размеров клеток перицикла показало, что их длина увеличивается в базальной ча-

сти корня, значит, что число клеток на один сантиметр уменьшается, при большем числе образую-

щихся боковых корней. Следовательно, большее число клеток участвует в образовании боковых 

корней. 

Выращивание проростков кукурузы на растворах ауксинов показало, что ауксины заметно 

влияют на ветвление корня при концентрациях выше 10
-7
М. Однако эти концентрации ауксинов ин-

гибируют рост главного корня вплоть до его прекращения. Ветвление корней кукурузы при обра-

ботке разными ауксинами изменялось по-разному. ИУК вызывала незначительное повышение 

плотности ветвления на первых двух отрезках и резкое снижение – на последующих. Воздействие 

НУК, напротив, почти не меняло плотности ветвления на первых двух отрезках главного корня, но 

вызывало увеличение плотности ветвления на следующих двух отрезках и далее уменьшение числа 

боковых корней. Следует отметить, что корни проростков кукурузы на момент начала воздействия 

имели длину 20-30 мм и содержали зачатки боковых корней, следовательно, увеличение плотности 

ветвления происходило на новых участках корня, где закладывались примордии.   

Цитокинины при использованных концентрациях сильно ингибировали рост и ветвле-

ние главного корня. 6-БАП резко снижал скорость роста корня во всех испытанных концен-

трациях и независимо от исходной длины корней. При концентрации 10
-5

М происходила 

полная остановка роста. По мере снижения концентрации ингибирующий эффект снижался и 

суммарный прирост при концентрации 10
-9

М составил 43,5±2,5мм. Среднее время формиро-

вания бокового корня составило у контрольных корней 50,81,4ч. 6-БАП не повлиял на вре-

мя формирования бокового корня. Первые боковые корни появлялись на 2-е сут. после нача-

ла опыта. На одном контрольном корне образовывалось 44,71,4 корня против 10 корней при 

обработке. Число боковых корней не зависит от длины корня, но зависит от длины зоны бо-

ковых корней. Максимальное число боковых корней было в 1-м сантиметровом отрезке кор-

ней, где они были заложены до начала опыта, а затем их число снижается, но даже в 1-м от-

резке число корней при обработке не превышало контрольный вариант. Анатомический ана-

лиз показал, что среди боковых корней  не было примордиев новых боковых корней.  

Образование значительного числа примордиев и боковых корней на небольшом отрезке глав-

ного корня кукурузы при воздействии НУК объяснить пока не удалось. Можно предположить, что 

клетки перицикла способны к образованию боковых корней только в определённый период време-

ни, когда они находятся на небольшом расстоянии от растущего кончика корня, так как достоверное 

повышение плотности ветвления наблюдалось лишь на тех участках, где в начальный момент воз-

действия происходило заложение примордиев. Но ИУК не вызывает значительного увеличения 

числа боковых корней. Возможно, разное действие природного и синтетического ауксинов на ветв-

ление объясняется их разной устойчивостью в тканях корня [4], однако этот вопрос требует допол-

нительного исследования.  

АБК значительно ингибирует рост главного корня во всех испытанных концентрациях. В те-

чение опыта ингибирующий эффект в разных вариантах проявлялся по-разному. Рост главного кор-

ня при обработке АБК 10
-5
М в первые сут. ингибируется на 76%, затем ингибирующее действие 

ослабевает до 64% и вновь возрастает до 83% через 72ч после начала опыта. При обработке 10
-6
М 

ингибирующее действие усиливается на вторые сут. опыта, а к его окончанию снижается до 58%. В 

варианте с АБК 10
-7 

М ингибирующий эффект постепенно ослабевает и в конце опыта достигает 18 
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% от контроля. АБК в значительной степени подавляла образование боковых корней даже в наибо-

лее старых участках корня. По сравнению с контролем боковых корней образовывалось меньше на 

50%. Длина зоны боковых корней сокращалась в соответствии с уменьшением длины главного кор-

ня. АБК не оказывает стимулирующего действия на рост главного корня, а только ингибирует его. 

АБК также всегда ингибирует образование боковых корней, но на ранних этапах ингибирующее 

действие проявляется сильнее.  

Во всех вариантах опыта время формирования боковых корней внутри материнского не отли-

чалось от контроля. Таким образом, развитие примордия бокового корня оказывается весьма устой-

чивым к действию изученных веществ.  

Выводы 
Изученные вещества не нарушают акропетального порядка заложения боковых корней и при-

мордии развиваются в боковые корни без периода покоя. 

Время формирования бокового корня внутри материнского не меняется при воздействии всех 

изученных веществ и не зависит от исходной длины главного корня. 

Ветвление корней кукурузы обладает высокой устойчивостью экзогенным воздействиям, что 

не может быть связано только с действием фитогормонов, но и определяется так же детерминиро-

ванностью инициальных клеток боковых корней в апикальной меристеме корня. 

Клетки перицикла у кукурузы чувствительны к экзогенным воздействиям в ограниченный пе-

риод времени. 

Ауксины влияют на ранние стадии инициации и образования примордиев боковых корней и 

не влияют на развитие уже сформированных примордиев. 

Проведённые исследования показали, что существуют не выясненные в настоящее время эн-

догенные механизмы регуляции ветвления корней. 
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INFLUENCE THE REGULATION GROWTH FOR EARLY STAGES FORMATION 

OF THE ROOT SISTEM OF THE MAIZE SEEDLINGS 

Salmin S.A. 

 

maize, lateral roots, primordia, growth regulation 

 

The formations of lateral roots under the influence of growth regulation were studied with 

germs of corn. All corn primordiums develop into the lateral roots without dormancy period. 

Sinthetiс auxin stimulates the development of additional primordiums in root zone, where primor-

diums are forming after the disturbance. It is shown that the time of primordium development does 

not change under growth regulation influence. Apparently, the development of a primordium into a 

lateral root proceeds in two stages and they have different regulation. 
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Введение 

Органогенез как частный случай морфогенеза – совокупности протекающих в развива-

ющемся организме процессов дифференциации клеток с образованием специализированных 

тканей и органов [1], остается одной из сложнейших проблем биологии развития растений. 

Важнейшая задача в этой области – выявление связи между процессами, контролирующими 

развитие органов на клеточном и организменном уровнях. Анализ экспериментальных дан-

ных и теоретических обобщений в области культуры in vitro растений дает возможность 

предложить модельный подход к исследованию органогенеза у растений. Удобной моделью 

в этом отношении может служить каллус [2]. 

Механизмы, контролирующие развитие клеток каллусов по конкретному пути морфо-

генеза in vitro, до настоящего времени окончательно не выяснены. Установлено, в частности, 

что основными координаторами процессов органогенеза in vitro являются фитогормоны [1-3]. 

Сформировалось представление о том, что характер деления и дифференциации клеток, 

определяющий формирование органов растений, зависит от концентрации фитогормонов в 

этих клетках [4, 5]. Однако неизвестно, существуют ли какие-то особенности в распределе-

нии и накоплении фитогормонов, в том числе цитокининов, в тех клетках недифференциро-

ванного каллуса in vitro, из которых в дальнейшем сформируются побеги или корни. В связи 

с этим цель данной работы состояла в выявлении локализации эндогенных цитокининов в 

каллусах пшеницы на начальных этапах органогенеза in vitro. 

Материалы и методы 

Материалом для исследования послужил сорт яровой мягкой пшеницы Башкирская 26. 

Морфогенные каллусы из незрелых зародышей получали и культивировали согласно [6]. 

Подготовку растительного материала для иммунолокализации цитокининов и иммун-

ное окрашивание проводили согласно [7]. Срезы каллусов получали с помощью ротационно-

го микротома HM-325 (Microm, Germany). Для цито-гистологического анализа срезы окра-

шивали толуидиновым синим по [8]. Препараты анализировали с использованием микроско-

па проходящего света Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Germany). 

Результаты и обсуждение 

Формирование морфогенных каллусов при культивировании in vitro незрелых зароды-

шей наблюдали на 5–7 сут. На начальных этапах развития каллусов (10 сут культивирования 

in vitro) выявлено интенсивное иммунное окрашивание в группах клеток, которые по данным 

цито-гистологического анализа представляли собой морфогенетические очаги. Клетки, со-

ставляющие морфогенетические очаги, характеризуются как меристематические [9]. Хорошо 

известно, что цитокинины контролируют деление клеток (вместе с ауксинами), а также по-

вышают аттрагирующую способность, как правило, характерную именно для меристемати-

ческих клеток [3]. Таким образом, локализация цитокининов, обнаруживаемая именно в 

клетках морфогенетических очагов, логична и ожидаема. 

К 14–15 сут культивирования in vitro первоначально однородные морфогенетические 

очаги становились трехслойными и состояли из центральной зоны слабовакуолизированных 

клеток, промежуточной зоны меристематических клеток и периферической зоны сильнова-

куолизированных клеток. Иммунное окрашивание выявило локализацию цитокининов в цен-
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тральной и промежуточной зонах, при этом окрашивание клеток центральной зоны было от-

носительно слабым. Имеются данные о влиянии цитокининов на процессы дифференциации 

клеток [10], поэтому низкая интенсивность иммунного окрашивания клеток центральной зо-

ны морфогенетического очага, возможно, являлась индикатором их дифференцированного 

состояния как паренхиматозных клеток. В то же время интенсивное окрашивание клеток 

промежуточной зоны подтверждало их меристематический статус. 

К 24–26 сут культивирования in vitro морфогенетические очаги преобразовывались в 

меристематическую зону. При этом морфогенетические очаги увеличивались в размерах за 

счет делений клеток промежуточной зоны; клетки периферической зоны подвергались по-

степенной деструкции, а под слоем дегенерирующих клеток оформлялась зона, ориентиро-

ванная параллельно поверхности каллуса. Ранее нами было установлено, что с деятельно-

стью клеток меристематической зоны связана реализация различных путей морфогенеза in 

vitro (в том числе и органогенеза) в каллусах пшеницы разного происхождения [2, 6, 9]. 

Локализация цитокининов была выявлена именно в меристематической зоне, при этом 

иммунное окрашивание было равномерным и интенсивным во всех клетках. Это еще раз 

свидетельствует о потенциале клеток меристематической зоны к дальнейшему морфогенезу 

in vitro. Кроме того, свойство цитокининов повышать способность клеток аккумулировать 

питательные вещества за счет их транспорта из других тканей [3] может способствовать 

дальнейшему развитию каллусных клеток по различным путям морфогенеза in vitro. Уста-

новлено, что при органогенезе in vitro в каллусе формирование почек происходило экзогенно 

– в участках меристематической зоны, вышедших на поверхность каллуса, а формирование 

корней – эндогенно, в участках меристематической зоны, еще покрытых слоями разрушаю-

щихся поверхностных клеток. При этом почки формировались в верхней части каллусов, а 

корни – в нижней, обращенной к поверхности питательной среды. Иммунное окрашивание 

наблюдалось и в клетках формирующихся примордиев почек (на 30–32 сут культивирования 

in vitro), и в клетках формирующихся корневых меристем (на 35–38 сут культивирования 

in vitro). 

Согласно имеющимся данным [11, 12], ауксины необходимы для формирования корней, 

а цитокинины – побегов. При этом цитокинины рассматриваются как положительный регу-

лятор роста побега, но отрицательный регулятор роста корня [3]. Однако полученные нами 

данные позволяют предположить, что цитокинины необходимы и для развития корня. Это 

согласуется с данными по изучению роли цитокининов в развитии корня в естественных 

условиях [13-15]. 

Заключение 

Полученные нами данные о иммунолокализации эндогенных цитокининов в клетках 

морфогенетических очагов и меристематических зон зародышевых каллусов пшеницы, а 

также в примордиях формирующихся органов свидетельствуют об участии этих гормонов в 

индукции и регуляции формирования почек и корней с самых ранних этапов органогенеза 

in vitro.  

Работа выполнена при поддержке гранта Президента Российской Федерации по про-

грамме «Ведущие научные школы России» (2014-2015 гг., № НШ-5282.2014.4, лидер – член-

корр. РАН Т.Б. Батыгина). 
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IMMUNOLOCALIZATION OF CYTOKININS IN CELLS OF WHEAT CALLI DURING 

INITIAL STAGES OF ORGANOGENESIS IN VITRO 
Seldimirova O.A., Zaytsev D.Yu., Kruglova N.N. 

 

Triticum aestivum L., callus, organogenesis, immunolocalization, cytokinins  

 

The obtained data on endogenous cytokinins immunolocalization in cells of morphogenetic 

centers and meristematic zones of wheat calli of embryo origin, and also in the primordia of 

forming in them organs testify to participation of these phytohormones in induction and regulation 

of formation of shoots and roots from the earliest stages of organogenesis in vitro. 

  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369526607001483
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Cyanothece, метаболические ритмы, циркадные ритмы, фиксация азота 

 

Диазотрофная одноклеточная цианобактерия Cyanothece sp. ATCC 51142 (далее 

Cyanothece) способна осуществлять взаимоисключающие процессы фотосинтеза и фиксации 

азота, разделяя их во времени. Такое разделение метаболических процессов может регулиро-

ваться циркадными часами или иной клеточной программой, ограничивающей во времени 

один метаболический процесс от другого, не совместимого с ним. Нами было показано нали-

чие у Cyanothece ультрадианных (с периодом меньше суток) метаболических ритмов в усло-

виях роста на среде без азота при высоком содержании углекислоты (0,5%) и постоянном ос-

вещении с интенсивностью, насыщающей фотосинтез (свыше 110 мкмоль фотонов м
-2

 с
-1

). 

Было показано, что метаболический цикл состоит из двух фаз – фотосинтеза и фиксации азо-

та. Во время фотосинтетической фазы фиксированный углерод запасается в основном в виде 

гликогена, так как из-за недостатка азота синтез белка ограничен. Затем клетки переходят к 

фазе фиксации азота – интенсивность фотосинтеза значительно снижается, а дыхание, 

наоборот, возрастает. Таким образом, концентрация токсичного для нитрогеназы кислорода 

снижается и в клетках, и в среде. В качестве субстрата для дыхания используется запасенный 

гликоген. После накопления необходимого количества АТФ и НАДФН активизируется нит-

рогеназа, клетки фиксируют атмосферный азот, необходимый для дальнейшего роста. После 

расходования запасов гликогена клетки возвращаются к фазе фотосинтеза. Ультрадианный 

метаболический цикл был выражен в периодических изменениях скорости выделения и по-

глощения кислорода, поглощения углекислоты, pH, флуоресценции пигментов, содержания 

гликогена, оптической плотности суспензии, процента делящихся клеток. Были показаны 

также периодические изменения в содержании транскриптов генов железосодержащего бел-

ка нитрогеназы nifH и белка, отвечающего за синтез Fe-Mo кофактора нитрогеназы nifB.  

В данной работе была впервые подтверждена независимость циркадных ритмов 

Cyanothece sp. ATCC 51142 от температуры. В отличие от циркадных ритмов для ультради-

анного ритма была показана зависимость периода метаболического цикла от температуры: от 

17 ч при 27°С до 9 ч при 39С. Период ультрадианного ритма зависит также от освещения – 

при увеличении освещения амплитуда изменений концентрации растворенного в среде ки-

слорода возрастает, при снижении освещения ниже уровня, насыщающего фотосинтез, пе-

риод метаболического ритма изменялся с ультрадианного на циркадный. Аналогичная смена 

ритма происходила при возрастании плотности культуры. На период ультрадианного ритма 

влияет также содержание углекислоты в подаваемой воздушной смеси: ультрадианный ритм 

проявлется при насыщающих фотосинтез концентрациях углекислоты от 700 ppm, при этом 

его период уменьшается с ростом концентрации CO2, достигая минимума при 5000 ppm, и 

затем не меняется до 20000 ppm. Из полученных результатов следует, что период ультради-

анного ритма зависит не от скорости роста, а от интенсивности процесса фотосинтеза. 

Мы предполагаем, что обнаруженный ультрадианный метаболический цикл Cyanothece 

дополняет уже известные циркадные часы в регуляции метаболизма, в частности в регуляции 

смены фотосинтетической и дыхательной фаз. Ультрадианный метаболический цикл может 
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отражать реальное метаболическое состояние клетки, зависящее от температуры окружаю-

щей среды, интенсивности освещения, доступности CO2. 
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Under continuous high irradiance and in high CO2 concentration cells of Cyanothece 51142 

are capable to alternate nitrogen fixation and photosynthesis with temperature-dependent ultradian 

periodicity. The ultradian metabolic cycle was expressed by rhythmical changes of net O2 evolution, 

CO2 uptake, pH, fluorescence emission, glycogen content, cell division, gene expression and in ni-

trogenase activities.  
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Введение 

Прорастание семян конского каштана Aesculus hippocastanum L. осуществляется за счет 

растяжения клеток зародышевой оси. Известно, что растяжение клеток происходит по меха-

низму так называемого “кислого роста”, в основе которого лежит разрыхление полимеров 

клеточных оболочек в результате подкисления их ионами водорода, выделяемыми фермен-

том Н
+
-АТФазой (протонной АТФазой) (КФ 3.6.3.6), -- трансмембранным белком, локализо-

ванным в плазмалемме клеток. Протонная АТФаза использует гидролиз АТФ как источник 

энергии для переноса Н
+
 ионов из цитоплазмы через плазмалемму в клеточные оболочки в 

обмен на транспортируемые в клетку ионы К
+
.  

Целью данной работы было исследовать активность Н
+
-АТФазы в прорастающих семе-

нах каштана, а также возможные пути ее регуляции.  

Материалы и методы 

Семена каштана после холодной стратификации выходили из состояния покоя и про-

растали в течение 1-2 дней в оптимальных условиях температуры (27°С) и водоснабжения. 

Гидролитическую активность ванадат-чувствительной Н
+
-АТФазы определяли в соот-

ветствии с Janicka-Russak M. (2012). Активность фермента представляла собой разницу меж-

ду вариантами в отсутствие и в присутствии 200 мкМ Na3VO4. 

Активность протонной АТФазы измеряли по подкислению наружного раствора рН-

метром в выделенных из семян зародышевых осях в присутствии 1мМ KCl (контроль). В 

опыте зародышевые оси помещали в чашки Петри в раствор ингибитора 5×10
-3

М ортова-

надата в 5 mM Mes-буфере, pH 5,5-6,5 или 10
-6

М ИУК в оптимальные условия (27°С в темно-

те), после чего измеряли степень подкисления наружного раствора. Наличие белков Н
+
-

АТФазы и 14-3-3 определяли при помощи иммунохимического анализа фракции микросом 

из осевых органов. Вестерн-блот-анализ проводили c антителами против Н
+
-АТФазы плаз-

малеммы (Agrisera, Швеция), антителами против 14-3-3 белков (К-19) (Santa Cruz Biotechnol-

ogy, США) и антителами против фосфотреонина (Sigma, США). 

Результаты и обсуждение 

В микросомальных фракциях выделенных из осевых органов на разных этапах прорас-

тания определяли активность плазмалеммной H
+
-АТФазы по ее способности гидролизовать 

АТФ (рис. 1). Обнаружено существенное возрастание гидролитической активности у про-

клюнувшихся (в 2,5 раза) и растущих растяжением осевых органов (в 3,5 раза) по сравнению 

с непроклюнувшимися . Эти данные полностью соответствуют данным по активации фер-

мента, полученным при измерении способности фермента выделять протоны (рис. 2). Осе-

вые органы из непроклюнувшихся семян подкисляют окружающий раствор очень слабо, осе-

вые органы из проклюнувшихся и растущих семян (длиной до 2 см) подкисляли окружаю-

щий раствор значительно сильнее. Способность выделять протоны полностью ингибирова-

лась ортованадатом. Следовательно, на рис. 2 представлена активность ванадат-

чувствительной плазмалеммной Н
+
-АТФазы которая резко активируется в растягивающихся 

клетках зародышевой оси. 

mailto:obroucheva@ippras.ru
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При прорастании активируется Н
+
-АТФаза, уже имевшаяся в осевых органах зрелых 

семян, вероятно в результате активации самоингибированной формы. О присутствии белка 

Н
+
-АТФазы в плазмалемме мы судили с помощью вестерн-блот анализа белков фракции 

микросом с помощью иммунохимического метода. Показано присутствие Н
+
-АТФазы плаз-

малеммы в осевых органах зрелых семян во время набухания, при наклевывании, то есть при 

инициации роста растяжением, а также во время дальнейшего роста клеток растяжением, 

причем доля этого белка в белке микросом практически не меняется. 

Вопрос о путях активации фермента достаточно сложен. Ожидавшейся активации с 

помощью ИУК не происходит (рис. 2). Известно, что активность Н
+
-АТФазы плазмалеммы 

могут регулировать 14-3-3 белки, которые у других  растительных  объектов активируют 

С-концевой домен молекулы Н
+
-АТФазы, взаимодействуя с остатком треонина, что 

обеспечивает фосфорилирование и активацию фермента [4]. Как показано иммунохимиче-

ски, 14-3-3 белки присутствовали в тех же препаратах микросомальных белков, что и Н
+
-

АТФаза, а именно: в набухающих, начинающих расти и растущих зародышевых осях кашта-

на. Таким образом, белки 14-3-3 могут участвовать в активации фермента. Однако фосфори-

лирования треонина, необходимого для связывания 14-3-3 с ферментом нам обнаружить, по-

ка не удалось. Не исключено, что в нашем объекте активация происходит путем фосфорили-

рования серина.  

В любом случае, в активации плазмалеммной Н
+
-АТФазы в осевых органах- каштана 

участвует фузикокцин [1], который усиливает и стабилизирует активность комплекса 14-3-3 

белок–Н
+
-АТФаза [4]. Возможность участия эндогенного фузикокцина в активации фермента 

следует из накопления фузикокцин-подобных лигандов в осевых органах каштана перед 

прорастанием [2,3]. 

 
 

Рисунок 1 - Активность плазмалеммной Н
+
-АТФазы по гидролизу АТФ в зародышевых 

осях прорастающих семян.  На оси ординат ммоль Pi/мг белка в ч. 1 -  при набухании.  2 -  

при инициации роста. 3 -   при росте зародышевой оси растяжением 

Figure 1 - Activity of plasmalemma H
+
-ATPase in terms of ATP hydrolysis in embryo axes of 

germinating seeds. The ordinate – mMPi/(mg protein×h). 1 -  at imbibition; 2 -  – at growth initia-

tion; 3 -  in embryo axes growing by cell elongation 
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Рисунок 2 - Подкисляющая способность зародышевых осей при прорастании: 1 - при 

набухании; 2 - при инициации роста; 3 - при росте осевых органов; 4 - обработка растущих 

осевых органов ИУК; 5 - обработка ванадатом при инициации роста  

Figure 2 - Acidifying capacity of embryo axes during germination: 1 - at imbibition; 2 - at 

growth initiation; 3 - in growing embryo axes; 4 - IAA, growing embryo axes; 5 - vanadate, at 

growth initiation 
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CHARACTERIZATION OF PLASMALEMMA H
+
-ATPase IN GERMINATING 

HORSE CHESTNUT SEEDS 

Sinkevich I.A., Lityagina S.V., Obroucheva N.V. 

 

horse chestnut, seed germination, cell elongation, plasmalemma H
+
-ATPase, protein 14-3-3, 

fusicoccin 

 

The paper describes activation of plasmalemma H
+
-ATPase in the course of cell elongation in 

germinating seeds. Proton excretion is vanadate-sensitive, but IAA-insensitive. Embryo axes of ma-

ture, imbibing and germinating horse chestnut seeds contain the enzyme and 14-3-3 proteins, as 

well as fusicoccin-like ligands, the interaction of which can provide the enzyme activation. 
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Arabidopsis thaliana, мелатонин, синий свет, зеленый свет, красный свет  

 

В настоящее время существует большое количество работ, показывающих присутствие мела-

тонина в различных органах растений, таких как корень, стебель, лист, цветок, плод и семя. Содер-

жание мелатонина в растениях очень сильно варьирует от 9,5 ± 3,2 у вида Asparagus officinalis 

(спаржа обыкновенная) до 5288,1 ± 368,3 пг/г ткани у вида Festuca aurundinacea (овсяница трост-

никовая), что усложняет интерпретацию функций этого вещества в растении. Уже известны некото-

рые аспекты физиологической роли мелатонина в растении, в том числе влияние на цветение 

Chenopodium rubrum, жизнеспособность клеток Daucus carota при холодовом стрессе, толерантность 

водного гиацинта (Eichhornia crassipes) при воздействии токсичными органическими веществами и 

тяжелыми металлами [1–3].  

В связи с тем, что мелатонин является гормоном сна человека, встает вопрос о динамике его 

эндогенного уровня в растении на свету. К настоящему времени показано, что содержание мелато-

нина изменяется в растениях, подверженных воздействию селективного света и высоких доз уль-

трафиолетового излучения. При этом установлена зависимость концентрации мелатонина в корне 

растения Glycyrrhiza uralensis от спектрального состава света. Максимальный уровень мелатонина 

отмечен при воздействии на растение УФ-В излучения (280–315 нм). Более высокий уровень мела-

тонина обнаружен в корнях растений, выращенных на красном свету. Наименьший уровень показан 

для корней растений, выращенных на синем и белом свету. Предполагают, что гормон в Glycyrrhiza 

uralensis играет роль защиты от окислительного повреждения, вызванного УФ-излучением [4]. 

Свет служит не только источником энергии для фотосинтеза, но и сигналом, регулирующим 

жизнедеятельность растений и переключающим основные эндогенные механизмы развития расте-

ний. Эти механизмы обеспечивают адекватные реакции растений на свет разного спектрального со-

става, прежде всего через изменение уровня эндогенных гормонов, скорости роста и развития [5]. 

Поскольку не изучена роль мелатонина в ростовых процессах растений, то целью нашей работы бы-

ло установление роли мелатонина в морфогенезе проростков Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. на се-

лективном свету.  

Исследования проводили на 7-дневных проростках Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. экотипа 

Columbia дикого типа Col и его мутантной линии axr1-3. Проростки A. thaliana выращивали на си-

нем (СС), зеленом (ЗС) и красном (КС) свету (125 мкмоль фотонов/м
2
с) на безгормональной 50%-

ной питательной среде Мурасиге–Скуга (MS) в стерильных условиях. В среду MS перед высевом 

стерилизованных семян добавляли мелатонин (Мел) в концентрации 10
 
пМ и/или DMSO.  

Выбор мутанта был обусловлен тем, что предшественником мелатонина, вещества индольной 

природы, служит аминокислота триптофан. Триптофан является также предшественником хорошо 

изученного гормона растений индолил-3-уксусной кислоты. Существование общих звеньев в пути 

биосинтеза этих двух соединений, позволяет предполагать взаимосвязь между ними. Установлено 

также, что мутации по гену AXR1 определяют патологию развития растений, которая может быть 

обусловлена нарушением или механизма действия ауксина на растительные клетки, или его поляр-

ного транспорта [6]. Стало известно, что ген AXR1 (AUXIN RESISTANT 1) кодирует белок, связанный 

с убиквитин-активирующим ферментом E1, а не рецептор ауксина, как предполагали ранее [7].  

В результате исследований было показано, что на СС формировался низкорослый проросток 

Col с длинным корнем и крупными семядолями, тогда как на КС гипокотиль удлинялся, но умень-

шались длина корня и поверхность семядоли. Эффективность ЗС в регуляции роста была несколько 

mailto:CaterinaSoloveva@gmail.com


114 

 

ниже эффективности КС. У мутанта по гену AXR1 отметили изменение фенотипа в ответ на дей-

ствие селективного света по сравнению с исходной линией. Проростки axr1-3 имели более длинный 

корень на СС, но более короткий корень на КС и бóльшие семядоли на ЗС, чем у Col. 

Введение Мел на СС уменьшало площадь поверхности семядоли, причем в два раза эффек-

тивнее у дикого типа (32%), чем у мутанта (16%), одновременно укорачивался гипокотиль у мутан-

та. На ЗС Мел тормозил растяжение корня у проростков обеих линий с небольшим преимуществом 

у Сol. На КС Мел в два раза эффективнее увеличивал площадь семядоли у Сol (22%), чем у axr1-3. 

При этом Мел укорачивал корень у дикого типа, но увеличивал его длину у мутанта. Различия эф-

фектов КС и СС на рост семядоли могли быть обусловлены эндогенным уровнем мелатонина, кото-

рый увеличивался на КС [4]. 

Таким образом, нами установлено, что действие мелатонина на морфогенез проростка 

Arabidopsis thaliana зависело от генотипа и спектрального состава света. Мелатонин снижал эффек-

тивность СС и повышал эффективность КС в регуляции роста семядолей. Мутация гена AXR1 сни-

жала эффективность действия СС и КС на рост семядолей и ЗС – на корень, но увеличивала эффек-

тивность действия ЗС на рост семядолей. 
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MELATONIN-DEPENDENT GROWTH OF SEEDLING OF 

ARABIDOPSIS THALIANA (L. ) HEYNH. ON SELECTIVE LIGHT 

Solovyeva E.V., Golovatskaya I.F. 
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Action of melatonin on morphogenesis of seedling Arabidopsis thaliana depend on a geno-

type and spectral structure of light. Melatonin reduced efficiency of blue light and increased effi-

ciency red light in regulation of cotyledons growth. The mutation of gene AXR1 reduced efficiency 

of action blue light and red light on cotyledons growth and green light – on root growth, but in-

creased efficiency of action green light on cotyledons growth. 
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История биосферы слагается из 2-х этапов: первоначального восстановительного (бескисло-

родного) и окислительного (кислородного), первые фотосинтезирующие организмы возникли на 

бескислородном этапе и, вероятнее всего, были анаэробами [1]. Оксигенный фотосинтез цианобак-

терий сформировался около 2.6-2.5 млрд. лет назад, почти на 1 млрд. лет позднее аноксигенного фо-

тосинтеза фотобактерий-анаэробов. Общие принципы организации фотосинтетического аппарата, 

состоящего из реакционных центров (РЦ), антенных светособирающих комплексов, электронно-

транспортной цепи (ЭТЦ) и набора ферментов фиксации углерода [1], указывают на единые эволю-

ционные корни фотосинтезирующих про- и эукариотов. Сложившаяся предварительно ЭТЦ была 

унаследована фотосинтетиками от ранее появившихся хемоавтотрофов. Генеральным путем фикса-

ции СО2 в ходе эволюции стал цикл Бенсона-Кальвина, который смог покрыть возросшие, в сравне-

нии с анаэробами, потребности в усвоении углерода у цианобактерий и эукариотных фотосинтети-

ков. Известны РЦ двух типов: в РЦ типа I разделенный заряд стабилизируется с участием Fe/S-

центров, а в РЦ типа II - с участием феофитин/хинонового кластера. Первоначальный РЦ возник на 

стадии формирования основных кластеров эубактерий и был, вероятно, по своему окислительно-

восстановительному потенциалу чем-то средним между РЦ типов I и II. [1]. Аноксигенные фотосин-

тетики различных бактериальных фил содержат либо один, либо другой тип РЦ; объединение кото-

рых, приведшее к образованию фотосистем (ФС) I и II и к возможности фоторазложения воды, про-

изошло в клетках протоцианобактерий. Основным пигментом оксигенного фотосинтеза является 

хлорофилл а, и аноксигенного – бактериохлорофилл а. Как известно, “последовательность реакций 

биосинтеза есть рекапитуляция эволюционных событий”, в соответствии с чем многоступенчатые 

пути синтеза хлорофиллов и бактериохлорофиллов служат отражением эволюции пигментной си-

стемы фотосинтеза. В отношении фотосинтеза это верно, если учесть, что биосинтез хлорофилла а, 

имеющий меньшее число стадий, в ходе эволюции сложился позднее за счет элиминации несколь-

ких последних предшественников в цепи клеточного синтеза бактериохлорофилла а [2]. 

Эндосимбионтные включения прокариот в клетки предшественников современных эукариот 

являются фундаментальными событиями клеточной эволюции. Эукариотная клетка возникла за 

эволюционно растянутый срок около 1.5 млрд. лет назад в значительной мере благодаря фаготроф-

ному поглощению и сохранению меньших по размеру прокариотных клеток. Согласно теории эн-

досимбиогенеза, пластиды ведут начало от трансформировавшихся цианобактерий. Гипотеза эн-

досимбионтного происхождения хлоропластов, насчитывая более сотни лет, в настоящее время ста-

ла общепризнанной теорией. Ее подтверждают 1) бинарное деление хлоропластов; 2) наличие двой-

ной мембраны, сходной с двойной мембраной грамм-отрицательных клеток цианобактерий; 3) соб-

ственная кольцевая ДНК; 4) внутрипластидный синтез белка на собственных рибосомах; 5) совпа-

дения в нуклеотидных последовательностях геномов цианобактерий, пластид и ядерных геномов 

различных фотоавтотрофных эукариот, причем за счет передачи большинства пластидных генов в 

ядерный аппарат клетки-хозяина геномы пластид сокращаются примерно до ста-двухсот генов [3]. 

Эндосимбиоз проэукариотной клетки с цианобактерией рода Synechococcus, поглощенной, но 

не переваренной, привел к образованию хлоропласта с двумя мембранами и был назван первичным. 

В эволюции разошлись три линии хозяев двумембранных пластид: зеленые, красные и глаукофито-

вые водоросли. Другие хемогетеротрофные клетки-хозяева смогли позже поглотить и удержать 
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меньшую по размерам фотосинтезирующую эукариотную клетку, используя ее как целое в виде 

хлоропласта. При этом сохранение фагосомальной мембраны хозяинной клетки и плазмалеммы по-

глощенного эукариота сделало хлоропласт четырехмембранным. Новая эукариотная клетка вслед-

ствие подобного, вторичного, эндосимбиоза уподобилась матрешке: внутри, под защитой плазма-

леммы, находится эукариотный симбионт, а в нем – прокариотный эндосимбионт. Вторичный эн-

досимбиоз, по данным геномики, имел место в двух линиях, идущих от предковых зеленых и крас-

ных одноклеточных водорослей. Присутствие нуклеоморфа (остаточного ядра с редуцированными 

хромосомами) в пространстве между второй и третьей мембраной в хлоропластах криптофитовых и 

хлорорахниофитовых водорослей служит убедительным цитологическим доказательством вторич-

ного эндосимбиоза. Хлоропласты динофлагеллят и эвгленоидных водорослей стали трехмембран-

ными вследствие редукции наружной, четвертой мембраны [4]. Часть видов, относимых по иорфо-

логическим признакам к динофлагеллятам, утратила собственный хлоропласт, заместив его другим, 

полученным от криптофитовых или гаптофитовых водорослей, что получило название третичного 

симбиоза. Имел место и обратный процесс – утрата хлоропластов и переход ряда одноклеточных 

водорослей к гетеротрофному образу жизни, если в среде обитания накапливалась избыточная орга-

ническая масса [4].  

В составе комплексов ФС I и ФС II в ходе эволюции шло увеличение числа белков и хромо-

форов с формированием собственных коровых антенн, состоящих только из хлорофилла а. Эволю-

ционно более позднее появление дополнительной антенны является очевидным, так как предфор-

мирование такой антенны в клетках, не имеющих коровых комплексов, не дает селективных пре-

имуществ. При одинаковом наборе компартментов фотосинтетического аппарата главное различие 

трех пигментных групп оксигенных фотосинтетиков заключается в строении дополнительной ан-

тенны. У цианобактерий, красных и глаукофитовых водорослей антенной служат фикобилисомы 

(ФБС) – гигантские (вдвое больше рибосом) внемембранные комплексы, состоящие из фикобили-

протеинов – пигментированных белков, с которыми ковалентно свзязаны несколько различных ли-

нейных тетрапирролов-фикобилинов. Антенны хлорофитных водорослей представляют собой пиг-

мент-белковые комплексы, в состав которых могут входить представители более чем 10 различных 

групп мембранных протеинов, образуемых одним–четырьмя трансмембранными α–спиральными 

доменами и несущих нековалентно связанные с белком хлорофиллы а и b (иногда только хлорофилл 

а), а также каротиноиды. Гомологичные хлорофилл a/b-протеинам белки многочисленных групп 

хромофитных водорослей содержат соединенные с апопротеинами антенны хлорофиллы а и с. 

Чтобы объяснить в русле симбиогенеза наличие у эукариот трех пигментных типов пластид, 

содержащих в сочетании с хлорофиллом а ФБС, хлорофилл b или хлорофилл с при отсутствии по-

следних пигментов у цианобактерий, было выдвинуто предположение о существовании еще двух 

пигментных групп предковых вымерших оксигенных бактерий-фототрофов, аналогичных циа-

нобактериям. Обнаружение Prochloron’a, а в последующие годы еще нескольких аналогичных видов 

бактерий, содержащих вместо ФБС хлорофилл b, казалось бы, подтверждали подобные представле-

ния, но оказалось, что хлорофилл a/b–содержащие белки-светосборщики прохлорофитных циа-

нобактерий родственны СР-43 и СР-47 протеинам ФС II и негомологичны хлорофилл a/b–

протеинам высших растений и зеленых водорослей. Ряд штаммов Prochlorococcus содержат наряду с 

хлорофиллами а и b некоторые количества хлорофилла с, и еще ряд штаммов обладают дивинил-

хлорофиллом а. Можно полагать, что хлорофилл b у прохлорофитных цианобактерий возник кон-

вергентно, хотя на прокариотном и эукариотном уровнях просматривается гомология фермента, от-

вечающего за его биосинтез на основе хлорофиллида а. Очевидно, разновидности антенных ком-

плексов, снабженных разными пигментами, дополняющими хлорофилл а, могли в ходе эволюции 

появляться неоднократно. Тем самым на этапе трансформации цианобактерий в пластиды и появле-

нии фотосинтезирующих эукариот произошла утрата ФБС с их заменой на хлорофилл а/b- и хлоро-

филл a/c–протеины. Одно из самых убедительных доказательств происшедшей смены антенны 

предоставляют хромофитные жгутиковые водоросли-криптомонады. Хлоропласты криптомонад 

содержат хлорофилл а/с-протеин и сохраняют отдельные фикобилипротеины, которые, согласно 

данным о первичной структуре, гомологичны фикобилипротеинам в составе ФБС у цианобактерий 
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и красных водорослей. Поэтому в хромофитной линии водорослей хлоропласты криптомонад пред-

ставляют собой промежуточную эволюционную форму организмов с частично редуцированными 

ФБС. Аналогично криптомонадам, у глубоководных морских прохлорофитных цианобактерий со-

хранился один из фикобилипротеинов – фикоэритрин, а у хлорофилл d- и f-содержащих цианобак-

терий сохранились агрегаты фикоцианина и аллофикоцианина. 

Принцип оптимальности в биологии подразумевает рассмотрение эволюционных факторов в 

их совокупности. ФБС сохраняются как антенна в тех случаях, когда их функциональные преиму-

щества преобладают над имеющимися недостатками. Причину замены ФБС, обладающих наилуч-

шими возможностями поглощения света в широком спектральном диапазоне в сравнении с другими 

антеннами, следует искать в оптимизации энергетических трат клетки в ходе эволюции и в услож-

нении тилакоидной системы хлоропластов. Важнейшей причиной утраты ФБС следует считать уве-

личение потребности растительных клеток в усвоении CO2, вызванное появлением клеточной стен-

ки. Из 30 х 10
9
 т углерода, усваиваемого в виде углекислого газа ежегодно высшими растениями, 

примерно треть приходится на образуемую целлюлозу. Ферменты фиксации СО2 составляют значи-

тельную часть белка клетки, и клеточные расходы на поддержание автотрофного метаболизма всту-

пают в противоречие с затратами на поддержание пигментного аппарата. На его содержание клетке 

приходится тратить заметную часть получаемой от него же энергии [5]. В совокупности с избыточ-

ными расходами на биосинтез фикобилипротеинов перечисленные факторы привели к избавлению 

от ФБС при всем совершенстве выполнения ими непосредственных функций антенны. Сохранение 

ФБС у двух групп эукариот, красных и глаукофитовых водорослей, коррелирует с недоразвитостью 

их клеточных стенок.  
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EVOLUTIONAL ORIGIN OF CHLOROPLASTS 

Stadnichuk I.N., Tropin I.V. 
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All compartments of photosynthetic apparatus ensuring the photosynthesis were formed at the 

prokaryotic stage of evolution. Plastids were formed later as a result of endosymbiosis of eucaryotic 

cell and cyanobacteria. In chloroplasts and chlorophytic algae as well as of higher plants phycobili-

some-antenna was substituted by chlorophyll a/b- and chlorophyll a/c-containing pigment-protein 

complexes.  
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Изменение скорости роста и развития корней играет решающую роль в обеспечении растений 

элементами минерального питания. На сегодняшний день существуют разные подходы в исследо-

вании механизмов ростового ответа растений на содержание ионов: как вычленение влияния от-

дельных питательных макроэлементов, так и влияние на растение тотального дефицита [1]. Особое 

внимание в последнее время привлекают ионы фосфора, поскольку было замечено, что большая 

часть растений арабидопсиса имеет характерную ростовую реакцию корня на дефицит фосфатов [2]. 

Участие гормонов в регуляции роста и развития корней и побегов растений не вызывает сомнений 

[3]. В свою очередь уровень и распределение ионов влияет на гормональную систему растений [4]. 

Но в основе большинства современных работ лежат опыты с мутантными или трансгенными расте-

ниями с нарушениями гормонального метаболизма или сигналинга или с нарушениями ростовой 

реакции на дефицит макроэлементов. Очевидна недостаточность косвенных подходов и необходи-

мость оценки уровня эндогенных гормонов в этих экспериментах. Кроме того, свою регуляторную 

функцию гормоны осуществляют во взаимодействии друг с другом [3], что диктует необходимость 

анализа нескольких гормонов одновременно. Это, как правило, вызывает сложности, связанные со 

сбором и анализом достаточного количества образцов, особенно, при работе с традиционным объек-

том исследований - растениями арабидопсиса. В данной работе нами были подобраны условия вы-

ращивания арабидопсиса на жидкой питательной среде, что позволило нам не только моделировать 

дефицит фосфора, но и проанализировать в динамике при помощи высокоспецифичного метода 

иммуноферментного анализа содержание ИУК, АБК и цитокининов. 

Растения арабидопсиса экотипа col (Columbia) проращивали в чашках Петри, пересаживали в 

стаканчики с пропитанным 100%-ным раствором Хогланда –Арнона (Х-А) песком и выращивали до 

двух-трех настоящих листьев. Затем пересаживали на плотики из полистирола с отверстиями, пло-

тики с растениями переносили на разные по составу питательные среды (10 и 50% растворы Х-А, 

10% Х-А не содержащий КН2РО4 и содержащий NаН2РО4 вместо КН2РО4). В контрольных времен-

ных точках взвешивали корни и побеги, измеряли длину главного корня и определяли количество 

боковых корней. Пробы на гормоны собирали через 2 и 5 дней от начала эксперимента. Определе-

ние содержания фитогормонов после экстракции проводили с помощью ИФА [5]. 

На первом этапе нами были подобраны условия для выращивания растений арабидопсиса на 

жидкой питательной среде. Оказалось, что максимальная масса растений была характерна для 10% 

раствора Х-А, в то время как на 50% растворе рост растений ингибировался, и уже через две недели 

половина листьев была сухой. Для изучения дефицита фосфора из питательного раствора Х-А ис-

ключали КН2РО4. Чтобы нивелировать влияние уменьшения содержания ионов калия в качестве 

контроля использовали среду, в которую добавляли не КН2РО4, а NаН2РО4. Результаты эксперимен-

тов показали, что замена КН2РО4 на NаН2РО4 не вызывала достоверных различий в накоплении сы-

рой массы побегов и корней и практически не влияла на ветвление корней. В последующих экспе-

риментах эта среда была использована в качестве контрольной. 

Через 5 дней после исключения из питательного раствора ионов фосфора (дефицит фосфора) 

не было достоверных различий по массе целого растения, но уже существенно изменялось соотно-

шение корень/побег в пользу корня (0,14±0,05 и 0,37±0,06 у контрольных и дефицитных по фосфору 

растениях, соответственно), при этом его длина также была больше по сравнению с контрольными 

растениями примерно на 30%, а по числу боковых корней лишь только наметилась тенденция в сто-
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рону его увеличения. На восьмые сут. дефицита фосфора наиболее яркие различия были обнаруже-

ны по числу боковых корней. Дефицит фосфора приводил к активации их образования (10,8±2,9 и 

16,9±2,8 боковых корней на контрольное и дефицитное по фосфору растение, соответственно).  

Регуляцию роста корней, прежде всего, связывают с ауксинами [6]. И действительно в наших 

экспериментах ростовой реакции (перераспределения массы в пользу корня и его удлинение) на пя-

тые сут. предшествовало двукратное увеличение концентрации в них ауксинов на третьи сутки. Од-

нако через 5 сут. не было различий по содержанию ауксинов между контролем и вариантом с дефи-

цитом фосфора. Тем не менее, именно в этот период времени должна была происходить закладка и 

активация роста примордиев боковых корней, поскольку заметное увеличение их числа мы обнару-

жили через 8 суток. В этой ситуации важно было определить динамику содержания АБК и цитоки-

нинов, поскольку их роль в регуляции роста корней доказана, хотя и менее понятна. Мы обнаружи-

ли именно через 5 дней после начала воздействия дефицита снижение содержания АБК (примерно 

на треть) в корнях по сравнению с контролем. Этот гормональный сигнал предшествовал ростовому 

ответу (активации закладки и роста боковых корней), который мы обнаружили через 8 суток. Это не 

противоречит данным литературы и свидетельствует в пользу того, что рост корня зависит от взаи-

модействия гормонов. Что касается цитокининов, то наши данные позволяют предположить, что их 

участие в регуляции роста корня могло осуществляться через регуляцию роста побега. Так перерас-

пределению сырой массы в пользу корня предшествовало почти трехкратное снижение содержания 

цитокининов в побеге. Таким образом, мы обнаружили взаимодействие изученных гормонов, регу-

лирующих рост растений арабидопсиса при дефиците фосфора. При этом каждый из них мог играть 

определенную роль на разных стадиях ростового ответа растений. 

Исследования поддержаны грантом РФФИ №12-04-01111-а 
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HORMONAL REGULATION OF ROOT GROWTH OF ARABIDOPSIS 

UNDER PHOSPHOROUS DEFICIT IN THE NUTRIENT MEDIUM 

Trekozova A.V., Vysotskaya L.B., Kudoyarova G.R. 
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Under phosphorous deficit in the nutrient medium accumulation of auxin was detected in roots and 

cytokinins – in shoots of Arabidopsis plants preceding the changes in root/shoot mass ratio. Subsequent 

increase in the number of lateral roots was observed after the decline in ABA concentration. 
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Введение 

Клеточная стенка растений, наряду с другими функциями, выполняет роль продуцента 

определенного класса регуляторных молекул – олигосахаринов, которые являются низкомо-

лекулярными полисахаридными фрагментами. По своему множественному действию на рас-

тения олигосахарины напоминают  фитогормоны, однако их активность проявляется при 

значительно более низких концентрациях (до 10 
-10 

М). Показано, что они участвуют в регу-

ляции разнообразных функций растительного организма [1] и вовлечены в такие процессы 

как приобретение устойчивости к патогенам [2], морфогенез [3], формирование низкотемпе-

ратурной устойчивости [4]. Несмотря на интенсивное изучение олигосахаринов в течение 

нескольких десятилетий, многое об условиях их возникновения, механизмах действия, 

транспортировке и метаболизации в растении все еще остается не известным. Поэтому лю-

бые исследования в этом направлении, которые могут добавить новые детали для характери-

стики этих регуляторных молекул продолжают оставаться актуальными. С этой целью было 

исследована способность олигосахаринов, выделенных из растений, принадлежащим разным 

классам - однодольные (пшеница) и двудольные (горох), стимулировать процесс образования 

адвентивных корней на различных модельных системах.  

Материалы и методы 

Для выделения олигосахариновых фракций использовали 12-дневные проростки гороха 

(Pisum sativum L.), и корни 5-дневных проростков озимой пшеницы (Triticum aestivum L.), вы-

ращенных на водопроводной воде при 23-25 и 12-часовом фотопериоде. Очистка олигосаха-

ринов представляла последовательные этапы с использованием различных типов хроматогра-

фии. Более детальное описание метода представлено в ранее опубликованных работах [5]. 

Тестирование на биологическую активность проводили на эксплантах из гипокотилей 

гречихи (Fagopyrum esculentum Moench) и отрезках гипокотилей табака (Nicotiаna tabаcum), 

которые культивировали на жидкой среде MS/2 с добавлением ИУК и фракций олигосахари-

нов. Все работы по проращиванию гипокотилей, приготовлению и культивированию экс-

плантов выполнялись стерильно. Концентрации эффекторов указаны в подписях под рисун-

ками. Подсчет количества корней проводили в препаратах эксплантов гипокотилей табака 

под световым микроскопом (PZO (Poland) Jenamed (histology) Karl Zeiss Jena) с 125-кратным 

увеличением. 

Результаты и обсуждение 

Методология выделения и очистки, основанная на высокой гидрофильности нейтраль-

ных олигосахаридов и отсутствии у них зарядов была разработана в лаборатории, что под-

тверждено Патентом 2100177 (Ru). Все условия подбирались с таким расчетом, чтобы сохра-

нить целостность олигосахаринов в процессе извлечения их из растительной ткани. Получен-

ные олигосахарины (ОС) имели природное происхождение, поскольку выделялись из буферо-

растворимой фракции без предварительного гидролиза клеточных стенок. Олигосахарины, 

выделенные из проростков гороха имели степень полимеризации ~10-12 и состояли преиму-

щественно из глюкозы, галактозы и арабинозы, а активные фракции, выделенные из корней 

пшеницы имели степень полимеризации ~12 и состояли из глюкозы и ксилозы. Тестирование, 

проведенное на различных модельных системах показало, что ОС, выделенный из проростков 
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гороха стимулировал ИУК-индуцируемое корнеобразование адвентивных корней на эксплан-

тах, полученных из гипокотилей гречихи (рис. 1), и на отрезках гипокотилей табака (рис. 2). 

Такой же способностью повышать количество корней обладала фракция олигосахаринов, 

выделенная из корней пшеницы. Стимулирующий эффект проявлялся как на эксплантах, по-

лученных из гипокотилей гречихи (рис. 3), так и на отрезках гипокотилей табака (рис. 4). 

                                         

Рисунок 1 - Влияние фракции олигосахарина, полученной из проростков гороха на образова-

ние адвентивных корней на эксплантах из гипокотилей гречихи: А - ИУК, Б — ИУК + олигосаха-

рин. Концентрация ИУК – 3 мкМ, концентрация ОС – 5 мкг/мл. Подсчет корней проводили на 6  

день культивирования. Масштабная линейка – 1 см 

Figure 1 - Effect of oligosaccharins fractions obtained from pea seedlings on the adventitious roots 

formation on the buckwheat hypocotyls explants: A - IAA, B – IAA + oligosaccharins.  The concentration of 

IAA - 5 mkM, concentration OS - 5 mkg/ml. Roots were counted on 6
th
 day. Scale - 1 cm 

                                         

Рисунок 2 - Влияние фракции олигосахарина, полученной из проростков гороха на образова-

ние адвентивных корней на отрезках гипокотилей табака: А - ИУК, Б - ИУК + олигосахарин.  Кон-

центрация ИУК – 0,4 мкМ, концентрация ОС  – 1 мкг/мл  

Figure 2 - Effect of oligosaccharins fractions obtained from pea seedlings on the adventitious roots 

formation on the hypocotyls segments of tobacco: A - IAA, B – IAA + oligosaccharins.  Concentration of 

IAA - 0.4 mkM, the concentration of OS - 1 mkg/ml 

 

 

 

 

Рисунок 3 - Влияние фракции олигосахарина, полученной из корней пшеницы на образование 

адвентивных корней на эксплантах из гипокотилей гречихи: А - ИУК, Б - ИУК +  олигосахарин. 

Концентрация ИУК – 3 мкМ, концентрация ОС – 1 мкг/мл. Корни подсчитывали на 6 день. Мас-

штабная линейка – 1 м 

Figure 3 - Effect of oligosaccharins fractions obtained from on wheat roots on the adventitious roots 

formation on the buckwheat hypocotyls explants: A - IAA, B - IAA + oligosaccharins.  

Concentration of IAA - 3 mkM, concentration OS - 1 mkg/ml. Roots were counted on 6
th
 day. Scale - 1 cm. 

 

А) Б) 

А) Б) 

А) Б) 
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Рисунок 4 - Влияние фракции олигосахаринов, полученных их корней пшеницы на образова-

ние адвентивных корней на отрезках гипокотилей табака: А - ИУК, Б - ИУК +олигосахарин. Кон-

центрация ИУК – 0,4 мкМ, концентрация ОС – 1 мкг/мл.  

Figure 4 - Effect of oligosaccharins fractions obtained from on wheat roots on the adventitious roots 

formation on the hypocotyl segments of tobacco: A - IAA, B - IAA + oligosaccharins.  

The concentration of IAA - 0.4 mkM, concentration OS - 1 mkg/ml. 

 

Таким образом, олигосахарины, полученные из растений, относящимся к разным клас-

сам (двудольные и однодольные) обладали схожим эффектом на ИУК-индуцируемое форми-

рование корней, показывая отсутствие видовой специфичности у олигосахаринов, стимули-

рующих корнеобразование, что может свидетельствовать об универсальности механизмов 

действия этих биологически активных веществ.  
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INVESTIGATION OF THE SPECIFIC PECULIARITY OF THE OLIGOSACCHARINS 

FROM CELL WALL THAT STIMULATE THE PROCESS OF ROOT FORMATION 

Trofimova O.I., Larskaya I.A. 

 

rhizogenesis, cell wall, oligosaccharins 

 

After the multiple step chromatographic technology the endogenous neutral oligosaccharide fraction 

(OS-RG) from the pea’s seedlings was able to stimulate the adventitious roots formation on the thin-layer 

explants received from dicotyledonous plants (buckwheat, tobacco). The oligosaccharin was isolated from 

monocotyledonous - the roots of wheat also had a stimulating effect on rooting of explants received from 

hypocotyls of buckwheat and tobacco. 
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фотосинтез, световая и темновая стадии, фотосистемы, фотолиз воды, резонансный пе-

ренос, материя и пространство, силовые линии, энергия 

 

Введение 

Процесс фотосинтеза многоступенчатый [1, с.117-135]. Он состоит из световой и темновой 

стадий. Световая стадия протекает в 2 этапа. На первом происходит поглощение световой энергии 

пигментами растительных клеток, сопровождающееся фотохимическим разложением молекул воды 

с выделением свободного кислорода [2, с.248]. Второй этап состоит из окислительно-

восстановительных реакций и сводится к переносу по электронотранспортной цепи электронов за 

счет световой энергии с образованием АТФ и НАДФН. В темновой стадии фотосинтеза происходит 

восстановление диоксида углерода до углеводов за счет световой энергии, запасенной в ходе реак-

ций в световой стадии. 

По современным представлениям [3, с.143-178] общепризнанным механизмом переноса све-

товой энергии между молекулами пигментов является резонансный перенос, при котором одна воз-

бужденная молекула индуцирует возбуждение в другой. Но и он полностью не раскрывает ход глу-

бинных процессов, протекающих в молекулах при переносе энергии, оставляя ряд вопросов к его 

отдельным звеньям. По мнению автора, углубленное понятие его сущности может дать использова-

ние смоделированной системы взаимодействия материи и пространства. 

Методика 

Реалии (R) окружающего нас мира можно представить, как: 

R = W + P, где, W—материя, P—пространство. 

Пространство в смоделированной системе представлено совокупностями отрицательно заря-

женных частиц, организованных в силовые линии, которые образуют своеобразную «сеть», равно-

мерно напряженную во всех направлениях за счет сил отталкивания одноименных зарядов, а мате-

рия совокупностью положительно заряженных частиц (гравитонов), размещенных определенным 

образом между силовыми линиями пространства. Все материальные тела движутся в силовых лини-

ях пространства и деформируют их. Протон сжимает силовые линии пространства и при это выде-

ляется энергия пространства, а электрон их расширяет с выделением энергии материи   

Согласно базовым принципами смоделированной системы переход световой энергии в хими-

ческую происходит следующим образом. 

Результаты 

Квант световой энергии (рис.1), падающий на листовую поверхность, проникает в молекулы 

светособирающего комплекса (ССК), а так как энергия света - это материальная энергия, то она пе-

реходит в пространственную и сжимает силовые линии пространства вокруг молекул. Степень сжа-

тия нарастает при переходе от одной молекулы к другой и возрастает вокруг основной молекулы 

Р680 реакционного центра ФС II и молекулы его первичного акцептора (ПА) до величин, способных 

оторвать электроны с их внешних орбит. 

Потеряв 2 электрона, молекула Р680 ФС II возбуждается, степень сжатия силовых линий про-

странства вокруг неё значительно возрастает, границы повышенной степени сжатия расширяются и 

охватывают своим влиянием молекулы воды (рис.1). Для окисления воды такой степени сжатия си-

ловых линий пространства ещё недостаточно. Фотолиз молекулы воды осуществляется с помощью 

мембранного комплекса, который доводит степень сжатия силовых линий окружающего молекулу 

воды пространства до величины превышающую таковую в водородных связях в молекуле воды и 

электроны двух атомов молекулы воды разрывают ковалентную связь с двумя электронами кисло-

рода и движутся к молекуле Р680, в силовых линиях пространства, расширяя их снижают степень их 
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сжатия вокруг реакционного центра. Достигнув зоны эффективного действия ядерных сил молеку-

лы, они занимают места ушедших электронов, и молекула из возбужденного переходит в основное 

состояние. 

 
Рисунок 1 - Схема перехода энергии материи в энергию пространства при фотосинтезе.  

а - степень сжатия (S1) силовых линий пространства в ССК и реакционных центрах фотосин-

тетического аппарата зеленых растений до начала фотосинтеза, b - (S2) то же после начала фотосин-

теза. ФС – фотосистема. ------ энергия материи. -------энергия пространства. 

Figure 1 - Transition diagram of the energy of matter in space energy in photosynthesis. a - squeezing 

degree (S1) power lines of space in SCQ and the reaction center of the photosynthetic kettle of green plants 

prior to the beginning of photosynthesis b - (S2) too after the photosynthesis beginning. FS –photosystem, ---

----- energy matter, -------- energy of space. 

 

Два электрона, покинувшие молекулу Р680, расширяя силовые линии пространства, достига-

ют молекулы первичного акцептора (ПА) и замещают в нем два электрона, покинувшие её в резуль-

тате повышения степени сжатия силовых линий пространства вокруг этой молекулы (рис.1), а те по 

электронотранспотной цепи, находящейся в зона активного воздействия ФС I и ФС II, переносятся 

молекулами переносчиками к реакционному центру ФС I. В начале на феофитин (ФЕО), затем на 

пластохинон (ПХ), на цитохромы (Ц), в дальнейшем на пластоциан (ПЦ), который и восстанавлива-

ет окисленный Р700. Перенос электронов по молекулярной цепочки сопровождается расширением 

электронами сжатых силовых линий пространства и соответствующим выделением материальной 

энергии, часть которой тратится на синтез богатого энергией соединения АТФ. Синхронно с ФС II 

включается в процесс фотосинтеза фотосистема ФСI. Поглотив световую энергию, ССК ФС I сжи-

мает силовые линии пространства вокруг реакционного центра (Р700) фотосистемы, и она возбуж-

дается. Электроны, находящиеся на внешней орбите, преодолев ядерное притяжение, двигаясь в 

направлении более высокой степени сжатия, покидают молекулу и захватываются молекулой пер-

вичного акцептора (ПА), затем переносчиками передаются на ферредоксин (ФД), который с помо-

щью фермента ферредоксин НАДФ—редуктазы (ФНР) переносит их на конечный акцептор НАДФ
+ 

(рис. 1). 

Протоны, образовавшиеся при разложении молекулы воды, накапливаются внутри тилакои-

дов, а электроны, оторвавшиеся от молекул переносятся молекулами переносчиками за его пределы. 

Находящиеся внутри тилакоидного пространства протоны сжимают силовые линии пространства по 

обе стороны тилакоида, а электроны, находящиеся на его внешней мембране, расширяют их, созда-

вая тем самым определенную уравновешенную степень их сжатия, при которой не происходит их 

сближение. Как только, степень сжатия превысит таковую в атомном пространстве водорода, про-

тоны и электроны начинают сближаться. 

Протоны движутся по «протонному каналу», связанному с ферментами АТФ—синтетаза. 

Энергия сжатия протонами силовых линий пространства — это энергия материи и её ферменты ис-
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пользуют для синтеза АТФ. При выходе протонов на поверхность тилакоидов они переносятся на 

конечный акцептор НАДФ
+
, где вместе с принесенными по электронтранспортной цепи двумя элек-

тронами восстанавливают его до НАДФ Н2, который участвует вместе с АТФ в синтезе органиче-

ских веществ в темновой стадии фотосинтеза. 

Темновая стадия протекает в 3 этапа в строме хлоропластов при участии продуктов реакций 

световой стадии АТФ, НАДФ Н2 и ферментов—катализаторов, а также углекислого газа, поступа-

ющего из воздуха. Конечным продуктом темновой стадии является восстановление углерода до 

глюкозы. 

Заключение 

Косвенными доказательствами правомерности существования предлагаемого механизма мо-

гут служить следующие факты, имеющие место в действительности. 

1. При боковом освещении зеленых растений их листья принимают пространственное поло-

жение, при котором угол падения на них световых лучей максимально приближен к 90 градусам. 

Это объясняется тем, что в этом случае энергии большинства фотонов становится достаточным, 

чтобы сжать силовые линии пространства до величины, достаточной для фотолиза воды. При значи-

тельных отклонениях угла падения количество таких фотонов уменьшается и интенсивность фото-

синтеза падает. По этой же причине листья зеленых растений имеют плоскую форму. 

2. Устройство фотосинтетического аппарата зеленых растений предполагает разделение 

функций между ССК и реакционным центром. Это разделение позволяет увеличить эффективность 

перехода солнечной энергии в химическую, за счет нарастания степени сжатия силовых линий про-

странства при её переходе от одной молекулы ССК к другой. 
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NEW VIEW ON TRANSFORMATION OF LIGHT ENERGY INTO CHEMICAL ENERGY 

IN THE PROCESS OF PHOTOSYNTHESIS 

Trutnev A.F. 

 

photosynthesis, light and dark stages, photosystems, water photolysis, resonant transport substance and 

space, interaction, power lines, energy, deformation 

 

The system of interaction of a substance and space is simulated. On its base principles the mechanism 

of transition of light energy in chemical on essentially new bottom is opened. 
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Создание экспериментальных моделей трансгенных растений для функциональной ге-

номики, как и успех в создании новых форм растений с заданными свойствами или исполь-

зовании их в качестве продуцентов, зависят от эффективности работы перенесенных генов. 

Эффективность экспрессии генов регулируется на разных уровнях: транскрипции, трансля-

ции, и стабильности белкового продукта переносимого гена. Следует отметить, что много-

численные данные продемонстрировали, что при гетерологичной экспрессии генов в расте-

ниях корреляция между уровнями мРНК транскриптов и уровнями белка более, чем скром-

ная. Более удивительно, что даже изменение в уровне мРНК гетерологичного гена не обяза-

тельно приводит к ожидаемому изменению уровня соответствующего белка [1]. Неполное 

соответствие между уровнями мРНК и белка определяется в первую очередь вариабельно-

стью трансляции и стабильности белка. Вышеизложенное свидетельствует о важности регу-

ляции трансляции и стабильности белков, поскольку белковые продукты имеют критическое 

значение для жизнедеятельности растений. Несмотря на бурное развитие генной инженерии 

растений доступных и охарактеризованных растительных регуляторных элементов эффек-

тивной трансляции и стабильности белковых продуктов невелико, поэтому их поиск и анализ 

являются актуальным направлением исследований.  

Материалы и методы 

Для биоинформатического анализа нуклеотидных последовательностей применен ин-

формационный ресурс FlowGene.az, разработанный в лаборатории, который имеет про-

граммное обеспечение, позволяющее формировать произвольные выборки нуклеотидных 

последовательностей генов с целью их дальнейшего анализа по различным параметрам. Для 

молекулярного клонирования применяли стандартные процедуры и протоколы ПЦР. В каче-

стве инструмента для экспериментальный работ использована серия модельных векторов, 

сконструированная нами ранее [2], В работе использованы растения табака Nicotiana 

bentamiana, выращенные при температуре 25˚С в условиях 16-часового светового дня и 

освещенности 1000-2000 Лк, штамм E. coli XL1-Blue (“Stratagene”, США) и штамм агробак-

терий GV3101. Для трансформации клеток бактерий использовали стандартные методики. 

Бактериальные клетки для агроинфильтрация растений табака N. benthamiana предваритель-

но ресуспендировали в буфере, и инфильтрировали в нижнюю часть листа шестинедельных 

растений N. benthamiana с помощью шприца без иглы. Результат оценивали на четвертые 

сут. после агроинфильтрации.  

Результаты и обсуждение 

Первым регуляторным мотивом выбрана 5'-нетранслируемая область — сегмент мРНК, 

предшествующий стартовому кодону. Данная область встречается у большинства генов и 

контролирует экспрессию гена этапе инициации трансляции. Первоначально, проанализиро-

вали распределение количества генов в зависимости от размера 5'-НТО. Было продемонстри-

ровано, что размер данной области у большинства генов модельного организма варьирует от 

70 до 120 п.н. Следует отметить, что такая закономерность сохраняется и для групп генов с 

mailto:irengold58@gmail.com
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разным уровнем экспрессии. Далее мы оценили содержание гуанина и цитозина в этой обла-

сти, и показали, что среднее содержание гуанина и цитозина в 5'-НТО генов составляет 37%. 

Анализ генов с высоким уровнем экспрессии позволил вывести консенсусную последова-

тельность 5'-НТО, содержащую наиболее часто встречающиеся мотивы, характерные для по-

добных регуляторных мотив растительных генов. Исходя из полученных результатов, выска-

зано предположение, что консенсусная последовательность 5'-НТО может позитивно влиять 

на экспрессию гетерологичных генов в растениях. Для практической верификации выдвину-

тых гипотез был сконструирован вектор, в котором консенсусная 5'-НТО локализована перед 

геном бирепортерного белка. В качестве контроля использовался аналогичный вектор, не со-

держащий консенсусной 5'-НТО. Сравнительные результаты уровня накопления бирепор-

терного белка при транзиентой экспрессии в растениях показали, что относительное содер-

жание бирепортерного белка увеличивается на 20-25%. Эти результаты позволяют предпо-

ложить, что уровень накопления гетерологичных белков в растениях можно существенно 

увеличить, целенаправленно меняя состав 5'-НТО, добавляя или исключая регуляторные 

элементы и мотивы.  

Вторым важным этапом трансляции является элонгация полипептидной цепи. На дан-

ном этапе важную роль играет кодоновый состав гетерологичного гена, поскольку в силу 

вырожденности генетического кода пул транспортных РНК и кодоновый состав генов у раз-

личных организмов может значительно варьировать. Это может приводить к снижению 

уровня или полному ингибированию экспрессии гетерологичных генов на уровне элонгации 

трансляции. Важность этого фактора подтверждается рядом экспериментальных фактов. Так 

при создании растений, проявляющих устойчивость к насекомым за счёт экспрессии гена Δ-

эндотоксина, успех был достигнут только после приведения кодонового состава данного гена 

в соответствие с кодоновым составом самих растений. Как правило, для модифкации кодо-

нового состава используются два подхода: оптимизация по предпочтительным кодонам и 

метод Монте-Карло, а также их сочетания. В нашей работе использован новый алгоритм из-

менения кодонового состава целевого гена, суть которого заключается в приведении частоты 

встречаемости триплетов в модельном гене в соответствие с частотой встречаемости кодонов 

в целом по геному организма-реципиента. На наш взгляд, подобный подход позволяет с 

меньшими изменениями в метаболических путях организма-хозяина внедрить ещё один 

функционирующий ген, не отвлекая тРНК, необходимые для важных клеточных процессов. 

В качестве модельных использованы гены эритропоэтина и интерферона-α-2А человека. Оп-

тимизацию проводили на основе генома A.thaliana. Для проверки выдвинутых гипотез гены с 

модифицированным кодоновым составом были синтезированы и клонированы в экспресси-

онные вектора. Отметим, что с целью точной оценки уровня накопления целевых белков, ис-

пользовали подход, основанный на транскрипционно-трансляционном слиянии последова-

тельностей целевых генов с последовательностью гена термостабильной лихеназы. В каче-

стве контроля использовались вектора, несущие нативные, т. е. не подвергнувшиеся моди-

фикации модельные гены. Транзиентная экспрессия полученных векторов в растениях табака 

позволила установить, что уровень накопления целевых белков, которые кодируются моди-

фицированными последовательностями генов с оптимальным для экспрессии в растениях 

кодоновым составом, увеличивается на 35-40%. 

Триплет для второй аминокислоты в составе белковой молекулы исследован как после-

довательность, определяющая стабильность целевых белков в растительной клетке.  Выбор 

базируется на так называемом правиле N-конца, которое гласит, что время жизни белка 

определяется тем, какой аминокислотный остаток находится во втором положении полипеп-

тидной молекулы. Как было показано в ряде исследований, все аминокислоты в зависимости 

от их вклада в обеспечение стабильности белковой молекулы можно разделить на две груп-

пы: стабилизирующие и дестабилизирующие, последние, в свою очередь, в зависимости от 

степени проявления их свойств также делятся ещё на три подгруппы.  
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Для того, чтобы выяснить как влияет на уровень накопления гетерологичного белка 

второй аминокислотный остаток, нами был сконструирован вектор, несущий бирепортерный 

ген со вторым триплетом, кодирующим дестабилизирующий аминокислотный остаток — 

аргинин. В качестве контроля был использован вектор, также несущий бирепортерный ген, 

но его второй триплет кодировал стабилизирующую аминокислоту — глицин. Сравнитель-

ные результаты уровня накопления бирепортерного белка при транзиентой экспрессии в рас-

тениях показали, что использование кодона, соответствующего дестабилизирующему ами-

нокислотному остатку, приводит к снижению уровня накопления целевого белка на 25-30%.  

Таким образом, экспериментальная верификация функциональной значимости размера 

и состава 5’-нетранслируемой области, кодонового состава гетерологичного гена, а также 

триплетов, кодирующих вторую аминокислоту, показала, что эти регуляторные коды вносят 

значимый вклад в экспрессию гетерологичных генов на уровне трансляции и стабильности 

белков в растениях.   

Полученные результаты продемонстрировали, что подход, основанный на поиске и апро-

бации регуляторных кодов эффективной трансляции и стабильности белков, позволяет раз-

работать оптимальные системы экспрессии гетерологичных генов в растениях и создать опти-

мальные экспериментальные модели трансгенных растений, перспективные для фундаменталь-

ных исследований и биотехнологии.  
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REGULATORY SIGNATURES OF EFFICIENT TRANSLATION AND PROTEIN 

STABILITY AT THE HETEROLOGICAL EXPRESSION OF GENES IN PLANTS 
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Fadeev V.S., Goldenkova-Pavlova I.V. 
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Experimental verification of the functional importance of the size and structure 5’-UTR, codon 

usage of a heterological gene, as well as the triplets encoding the second amino acid, showed that 

these regulatory codes make a significant contribution to an expression of heterological genes at the 

level of translation and stability of proteins in plants.  The results showed that the approach based on 

search and approbation of regulatory codes for effective translation and protein stability, allows to 

develop optimum systems of an expression of heterological genes in plants and to create optimum 

experimental models of transgene plants, perspective for basic researches and biotechnology. 
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Введение 

В ответ на генерацию и распространение электрических сигналов у растений развива-

ются функциональные ответы, конечным результатом которых является повышение устой-

чивости к действию неблагоприятных факторов. В то же время, остаётся неизвестным меха-

низм преобразования электрических сигналов в функциональный ответ и, в частности, пути 

индукции ответа фотосинтеза. В качестве одной из гипотез рассматривается участие протон-

ной сигнальной системы в этом процессе [1]. В то же время, вопрос возможности такого вли-

яния остаётся дискуссионным. 

Материалы и методы 

Эксперименты проводились на 2-3-недельных проростках гороха посевного (Pisum sativum L.).  

Вариабельный потенциал (ВП) индуцировался ожогом открытым пламенем. Регистра-

ция электрической активности осуществлялась с помощью стандартной электрофизиологи-

ческой установки с экстраклеточным отведением.  

Исследование параметров фотосинтеза осуществлялось с помощью измерительной си-

стемы, включающей PAM-флуориметр Dual-PAM-100, газоанализатор GFS-3000, а также из-

мерительный блок Dual-PAM gas exchange Cuvette 3010-Dual.  

В качестве модельной системы для анализа влияния закисления цитоплазмы на пара-

метры фотосинтеза использовался лист интактного растения, погружённый в водный раствор 

(стандартный раствор, MES-КОН буфер, рН=6,0). Для имитации входа протонов в клетку 

добавлялся протонофор КЦХФГ, итоговая концентрация которого в кювете составляла 25 

мкМ. Изменения фотосинтетической активности проводились с помощью PAM-флуориметра 

Dual-PAM-100 в модификации для работы с водными растворами. 

 Для ратиометрического анализа изменения рН в цитоплазме использовался рН-

чувствительный флуоресцентный зонд BCECF-AM. Интенсивность флуоресценции зонда 

(525 нм) регистрировалась с помощью спектрофлуориметра Shimadzu RF-5301PC (Shimadzu 

Corp., Kyoto, Japan) и специального выносного блока для твердых образцов. Для анализа ис-

пользовалось отношение интенсивности флуоресценции на длинах волн возбуждающего све-

та 490 нм и 450 нм I490/I450.  

Для регистрации изменения рН апопласта применялся флуоресцентный зонд FITC-

декстран, локализующийся в апопласте растения. Для исследования использовалось отноше-

ние интенсивности флуоресценции на длинах волн возбуждающего света 490 нм и 460 нм 

I490/I460. Интенсивность флуоресценции регистрировалась с помощью спектрофлуориметра 

Shimadzu RF-5301PC и специального выносного блока для твердых образцов. 

Результаты и обсуждение 

В ходе исследования влияния электрических сигналов на функциональное состояние 

растения было показано, что ожог листа вызывал распространяющиеся электрические сигна-

лы по типу вариабельного потенциала. При прохождении ВП в исследуемый лист наблюда-

лось снижение уровня ассимиляции СО2, уменьшение эффективности переноса электронов в 

цепи и рост нефотохимического тушения. В отдельных случаях ВП не проходил в исследуе-

мый лист и выраженных изменений параметров фотосинтеза не наблюдалось. Это свиде-



130 

 

тельствует о том, что электрический сигнал является обязательным условием изменений фо-

тосинтетической активности при нанесении локального повреждения. 

Далее были исследованы параметры изменений рН, сопровождавших развитие ВП. 

Внутриклеточный рН оценивался с помощью флуоресцентного зонда BCECF-AM и в покое 

составлял 7.1 ±0.2. Вариабельный потенциал, вызванный локальным повреждением, вызвал 

обратимое снижение рН цитоплазмы. рН апопласта, регистрируемый с использованием рН-

чувствительного зонда FITC-декстрана, в покое составлял 5.7 ±0.1. Развитие ВП в исследуе-

мом листе сопровождалось обратимым повышением рН апопласта. ВП в листьях, содержа-

щих зонд, соответствовал ВП в контроле. При этом амплитуда ВП коррелировала с величи-

ной сдвига рН цитоплазмы (R=0.80, p<0.05). В то же время, корреляция между амплитудой 

ВП и изменений рН апопласта оказалась недостоверной (R=0.61, p>0.05). Такие изменения 

могут быть связаны с инактивацией Н+-АТФазы при генерации ВП [2]. 

Для анализа участия изменений внутриклеточного рН в формировании фотосинтетиче-

ского ответа был имитирован вход протонов в клетку добавлением протонофора КЦХФГ в 

среду, омывающую лист интактного растения. При этом было показано, что в ответ на до-

бавление КЦХФГ наблюдалось снижение квантовых выходов фотосистем I и II и рост нефо-

тохимического тушения. Такие изменения соответствуют данным, полученным при генера-

ции ВП, индуцированной локальным повреждением.  

Заключение 

Таким образом, полученные результаты показывают, что развитие фотосинтетического 

ответа, индуцированного ВП, по-видимому, обусловлено входом протонов в клетку. Влияние 

изменений концентрации протонов может быть связано с изменением активности карбоан-

гидраз [1], аквапоринов [3], ферментов цикла Кальвина [4], изменением соотношения СО2 и 

НСО3
-
 [5], транслокацией и изменением активности ферредоксин:НАДФ

+
-редуктазы [6], а 

также ростом нефотохимического тушения [7]. 

Работа поддержана грантами РФФИ № 14-04-01899 А и № 13-04-97152 
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PROTON CELLULAR INFLUX AS A PROBABLE MECHANISM OF VARIATION 
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In this study, proton participation in the influence of VP on photosynthesis in pea was investi-

gated. VP, induced by local heating, inactivated photosynthesis and was accompanied with pH in-

creases in apoplast and decreases in cytoplasm. Imitation of H
+
 influx induced a photosynthetic re-

sponse that was similar with a VP-induced response. The present results showed that proton cellular 

influx was the probable mechanism of VP's influence on photosynthesis in pea. 
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Известно, что апопласт выступает в качестве резервуара информации о биотическом и абиоти-

ческом окружении клетки и вовлечен в генерацию и/или рецепцию стрессовых сигналов и последую-

щий контроль роста и защиты растительных клеток [1]. В настоящее время считается установленным 

фактом, что активные формы кислорода (АФК) являются вторичными посредниками, необходимыми 

при росте, развитии и старении растений [2, 3]. Известно, что при воздействии разнообразных стрес-

соров как абиотической, так и биотической природы в различных органах и тканях растений может 

происходить усиленное образование АФК и активирование пероксидазы (POX). Вероятно, что акти-

вирование POX в стрессовых условиях обусловлено присутствием в плазмалемме и клеточной стенке 

высокомобильных слабо- и ионносвязанных изоформ данного фермента [4]. В раннем стрессовом от-

вете не происходит высвобождение из цитоплазмы вновь синтезированных или существующих внут-

риклеточных POX. POX, активируемая в апопласте, является одним из основных компонентов, вовле-

ченных в образование АФК на клеточной поверхности [3]. Но функционирование данной фермента-

тивной системы остается до сих пор не выясненной. В настоящей работе обсуждаются возможные 

механизмы, приводящие к образованию АФК апопластными POX растений.  

Материалы и методы 

Объектом исследования служили корни проростков яровой пшеницы (Triticum aestivum L.) сор-

та Казанская Юбилейная. Растительный материал выращивали и обрабатывали согласно методике [4]. 

Экстраклеточную пероксидазу очищали по описанному ранее методу [5]. Спектральный анализ про-

водили на Lambda 25 (Perkin Elmer, США) от 1100 нм до 190 нм в течение 125 мин при скорости ска-

нирования 1920 нм/мин с периодом в 5 мин. Спектр поглощения измеряли в смеси (500 мкл): 0,73 

мкМ Na-цитратный буфер pH 5.5, 50 

мкл частично очищеной POX (60 kDa, 

pI 4.4) с добавлением 0,11 мМ NADH 

или 0,1 мМ феруловой кислоты, или 

смеси этих веществ. 

Результаты и обсуждение 

На рис. 1 показано, что частично 

очищенная POX в отсутствии экзоген-

ной H2O2 не окисляла феруловую кис-

лоту, но окисляла NADH. При сов-

местном окислении POX этих веществ 

происходило как окисление феруло-

вой кислоты, так и усиление окисле-

ния NADH, о чем свидетельствует 

значительное снижение оптической 

плотности в областях 311 нм и 338 нм, 

являющихся максимумами для фе-

руловой кислоты и NADH соответ-

ственно. Известно, что POX обладает 

NADH оксидазной функцией, при 

этом может происходить образование 

0
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240 260 280 300 320 340 360 380 400

nm

А NADH 1 min

NADH 125 min

FA 1 min

FA 125 min

NADH + FA 1 min

NADH + FA 125 min

        Рисунок 1 - Спектры поглощения при окислении пе-

роксидазой 0,1мМ феруловой кислоты (FA), 0,1мМ NADH 

и смеси этих веществ при отсутствии экзогенной H2O2. 

         Figure 1 - The absorption spectra of 0.1 mM ferulic acid 

(FA), 0,1 mM NADH, and mixtures of these substances oxi-

dized by peroxidase in the absence of exogenous H2O2. 
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H2O2, уравнение (1) [6, 7]. Предполагается, что при образовании Н2О2 в качестве восстановителя, 

кроме пиридиннуклеотидов, также могут выступать аскорбиновая кислота и тиолы [6]. Появление 

H2O2 может запускать реакции по схеме Чанса [7-9], в результате которых образуются радикальные 

продукты субстратов, уравнения (2-4). Ниже приведена схема предполагаемых реакций: 

CoIII + NADH → POX + NAD

 + H2O2   (1) 

Fe(III) + H2O2 → CoI + H2O    (2) 

CoI + PhOH → CoII + PhO

    (3) 

CoII + PhOH → Fe(III) + PhO

    (4) 

PhO

 + NADH → PhOH + NAD


   (5) 

FPhO

 + SPhOH → FPhOH + SPhO


    (6) 

SPhO

/FPhO


 + O2 → o-Quinone + О2


 + H

+
  (7) 

NAD

 + O2 → NAD

+
 + О2


    (8) 

где, POX, CoI, CoII, CoIII– различные состояния пероксидазы, FPh и SPh – быстрый и медлен-

ный фенольный субстрат соответственно. 

 

Таким образом, NADH или какой-либо другой восстановитель выступает в качестве триггера 

последующей цепи реакций. Мы предполагаем, что одним из субстратов при образовании АФК пе-

роксидазой может являться феруловая кислота [10]. Известно, что при наличии субстрата-

активатора концентрации соединений СоI и CоII выше, чем в его отсутствие, поэтому и происходит 

эффект усиления образования радикалов субстрата, уравнения (3, 4) [8]. В наших экспериментах в 

качестве активатора выступала феруловая кислота. Известно, что POX имеет широкую специфич-

ность в отношении субстратов, которые могут отличаться по своей реакционной способности [8, 11]. 

Их условно подразделяют на быстрые и медленные. При совместном окислении двух субстратов 

наблюдается их взаимовлияние. Ранее с использованием POX пшеницы нами было показано, что 

феруловая кислота и конифериловый спирт активировались вторым, более быстрым, субстратом (о-

дианизидином) [10]. А окисление дианизидина подавлялось феруловой кислотой и конифериловым 

спиртом. При совместном окислении субстратов POX с резко различающейся реакционной способ-

ностью наблюдаются эффекты взаимной активации или ингибирования [8]. При этом происходит 

активация окисления медленно окисляемого субстрата и частичное или полное ингибирование пре-

вращения быстро окисляемого субстрата (активатора) [8, 11]. Можно полагать, что окисление фе-

руловой кислоты стимулирует окисление NADH посредством образования радикальных форм фе-

руловой кислоты. Таким образом может осуществляться неферментативный путь образования ради-

кала субстрата/восстановителя при взаимодействии с радикалом активатора, уравнения (5, 6). Роль 

пероксидазы в этом случае сводится к генерированию промежуточных свободнорадикальных ча-

стиц, а полуокисленные субстраты (свободные радикалы) находятся в растворе и не связаны с фер-

ментом [8]. В результате этого, фенольные радикалы могут взаимодействовать между собой и с кис-

лородом, образуя супероксид и ортохинон, уравнения (5-7) [8, 11]. В свою очередь, радикальная 

форма восстановителя также может взаимодействовать с кислородом, уравнение (8) [7, 9]. Хотя для 

окисления NADH до NAD
+
 требуется перенос двух электронов, полуокисленный восстановитель 

(NAD

) будет быстрее взаимодействовать с кислородом, образуя О2


, уравнение (8), чем с промежу-

точным соединением фермента, как показано с использованием POX хрена [9]. 

Вероятно, что значительное активирование АФК-образующей POX в стрессовых условиях 

обусловлено субстрат – субстратным взаимодействием, имеющим решающее значения для стресс-

индуцированного окислительного взрыва в растительных клетках. Неспецифичность действия пе-

роксидазы заключается в том, что любое воздействие стрессора приводит к модификации плазма-

леммы, изменению ионных потоков, сдвигу pH апопласта в щелочную сторону и выходу восстано-

вителей, что является необходимым условием для апопластного окислительного взрыва, в котором 

участвует POX [3, 12]. Поскольку в апопласте всегда присутствует пул растворимых пероксидаз и 

медленно окисляемых субстратов, можно полагать, что для мгновенного ответа достаточно высво-

бождения небольшого количества быстро окисляемого субстрата/восстановителя, кофактора или 

индуктора. Последующее нарастание ответа может осуществляться как за счет высвобождения до-
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полнительного количества фермента, так и появления субстратов. Таким образом, ключевая роль 

экстраклеточных POX заключается в регуляции баланса АФК в апопласте растительных клеток.  

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных иссле-

дований (гранты № 13-04-00865, № 14-04-00205), гранта президента РФ для поддержки ведущих 

научных школ (НШ-825.2012.4), программы фундаментальных исследований Президиума РАН по 

“Молекулярной и клеточной биологии” (руководитель А.Н. Гречкин). 
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PUTATIVE MECHANISMS OF ROS GENERATION BY PLANT APOPLASTIC PEROXIDASES 

Chasov A.V., Viktorova L.V., Minibayeva F.V. 

 

peroxidase, reactive oxygen species, apoplast, NADH, ferulic acid, phenols 

 

Apoplastic peroxidases oxidize NADH but not ferulic acid in the absence of exogenous H2O2. Simul-

taneous application of NADH and ferulic acid into the reaction mixture induces first, the oxidation of ferulic 

acid and then stimulates NADH oxidation by peroxidase. These findings decipher the mechanisms of the 

production of reactive oxygen species by apoplastic peroxidases during oxidative burst.  
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РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ПРОТОННЫХ ПОМП ПЛАЗМАЛЕММЫ 

И ТОНОПЛАСТА НА ТРАНСКРИПЦИОННОМ УРОВНЕ 

Чень Т., Прокопьева Ю.П., Емельянов В.В., Шишова М.Ф. 

 

ФГБОУ ВПО «Санкт-Петербургский государственный университет», Университетская наб., 

7-9, г. Санкт-Петербург, 199034, Россия, E-mail: mshishova@mail.ru 

 

рост растяжением, Н
+
-АТФаза, плазмалемма, тонопласт  

 

Введение 

В клетках растений имеется большое число ферментов, которые катализируют разно-

образные биохимические процессы. Среди этих ферментов особое место принадлежит Н
+
-

АТФазе плазмалеммы. Данная ферментная система выполняет, казалось бы, весьма непри-

мечательную роль, гидролизуя молекулы АТФ. Но наряду с этим она осуществляет и не-

обычную функцию. Н
+
-АТФаза использует энергию, освобождающуюся при гидролизе АТФ 

для того, чтобы переносить через клеточную мембрану ионы водорода. Тем самым создается 

электрохимический градиент ионов водорода, который имеет огромное значение в поддер-

жании жизнеспособности растительной клетки. 

Уникальное свойство растительных клеток, существенно отличающее их от животных - 

рост растяжением. Этот тип роста рассматривается как разновидность движения растений. В 

качестве примера можно привести процессы, лежащие в основе целого ряда морфофизиоло-

гических изменений, получивших название тропизмов. Ключевую роль в процессе растяже-

ния играет Н
+
-АТФаза плазмалеммы.  

Рост растяжением – это интегральный процесс, в реализацию которого включены все 

компартменты клетки и в первую очередь – вакуоль. Следовательно можно предположить, 

что наряду с Н
+
-АТФаза плазмалеммы в реализации роста растяжением принимает участие 

Н
+
-АТФаза тонопласта и вакуолярная Н

+
-пирофосфатаза, так как эти ферменты являют важ-

нейшими компонентами протонной сигнальной системы и рН-стата клетки. 

В связи с тем, что данные о возможном соподчинении активности Н
+
-помп плазмалем-

мы и тонопласта, а также зависимости такового от физиологического статуса клетки данное 

исследование нацелено на изменение активности Н
+
-АТФаз плазмалеммы и тонопласта, а 

также вакуолярной Н
+
-пирофосфатазы в ходе роста растяжением на примере клеток суспен-

зионной культуры табака VBI-0. 

Материалы и методы 

Растительный материал. Модельным объектом является клеточная популяция, взятая 

из сердцевины Nicotiana tabacum (VBI-0-культура, Virginia Bright, Italia). Существенным 

преимуществом является то, что эта клеточная культура состоят из физиологически одно-

родных клеток и характеризуется синхронным переходом из одной фазы клеточного цикла в 

другую, т.е. от деления к росту растяжением и т.д. (Zazimalova et al., 1993). Суспензию куль-

тивировали в темноте, при температуре 25
о
С, при постоянном перемешивании на ротацион-

ном шейкере (при 90 оборотах в минуту). Пересадку суспензионной культуры на свежую 

среду проводили через 4 недели. Для исследования активности Н
+
-АТФазы и экспресси гены 

использовались клетки суспензии в возрасте 7, 14 и 21 суток. 

Количественный анализ экспрессии генов оценивали с помощью стандартной процеду-

ры ПЦР с детекцией в реальном времени.  

Получение общей микросомальной фракции проводили с помощью дифференциального 

ультрацентрифугирования. 

Определение содержания белка в мембранной фракции проводили микрометодом М. 

Бредфорд.  
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Гидролитическую активность фракции оценивали по накоплению неорганического 

фосфата спектрофотометрическим метдом. 

Определение числа ферментных комплексов в микросомальной фракции оценивали с 

помощью Вестерн-блотт анализа.  

Результаты и обсуждение 

В результате проведенного исследования показано усиление экспрессии генов PMA1, 

PMA2, PMA3, PMA5, кодирующих Н
+
-АТФазу плазмалеммы на 2 неделю развития суспензи-

онной культуры табака. Наряду с этим выявлено усиление экспрессии гена NtVaB , кодиру-

ющего В субъединицу Н
+
-АТФазы тонопласта. Вестерн-блотт анализ доказал, что усиление 

экспрессии генов, кодирующих Н
+
-АТФазу плазмалеммы, соответствует увеличению содер-

жания фермента в составе фракции плазмалеммы, полученной из клеток табака. Аналогично 

- усиление экспрессии гена, кодирующего B субъединицу Н
+
-АТФазы тонопласта, коррели-

рует увеличением содержания фермента в составе общемикросомальной фракции. И, нако-

нец, максимальной гидролитической активностью характеризуется фракция плазматической 

мембраны, полученная из клеток суспензионной культуры на 2 неделю развития при макси-

мальной интенсивности роста растяжением. 

Заключение 

На модельной системе, представленной синхронизированными клетками суспензион-

ной культуры табака VBI-0, выявлено нелинейное изменение активности Н
+
-АТФаз как 

плазмалеммы, так и тонопласта, что обусловлено не только пост-трансляционными измене-

ниями ферментов, но и вовлечением траснскрипционной регуляции. Было показано, что экс-

прессия ряда генов, кодирующих протон-транспортирующие ферменты или их субъединицы, 

усиливается на этапе активного роста растяжением, что приводит к увеличению ферментных 

комплексов в составе соответствующих мембран.  
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THE REGULATION OF PROTON PUMPS IN PLASMA MEMBRANE AND TONOPLAST 
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The results, obtained with tobacco cell culture VBI-0, showed an increase in the expression of 

genes encoding H
+
-ATPases or its subunits at the stage of the most intensive elongation growth. 

This phenomenon was accompanied with the increase in number of the enzymes in the plasma 

membrane and tonoplast. Thus the complex scheme in regulation of H
+
-ATPases of plant cell dur-

ing elongation growth is suggested.  
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фотосинтез, транспорт ассимилятов, апопласт, инвертаза, продукционный процесс  

 

Введение 

Фотосинтез, как основа продукционного процесса растения, в большой мере зависит от транс-

порта сахаров из листьев в потребляющие продукты фотосинтеза органы. При этом интенсификация 

фотосинтеза невозможна без повышения оттока сахаров из листьев (Чиков, 2008). При выходе саха-

розы из фотосинтезирующих клеток во внеклеточное пространство (апопласт) для «загрузки» в со-

суды флоэмы она частично гидролизуется апопластной инвертазой до глюкозы и фруктозы, которые 

возвращаются в клетки мезофилла (Курсанов, 1984), и могут ингибировать фотосинтез по принципу 

обратной связи (Paul, Pellny, 2003). Это свидетельствует о большом значении апопластной инверта-

зы в регуляции фотосинтеза и транспорта ассимилятов. Поскольку внеклеточная инвертаза – фер-

мент активный только в кислой среде, то для подавления его активности необходимо прижизненно 

и на длительный срок функционирования листьев повысить в них рН внеклеточной жидкости. Ре-

шение такой задачи позволит интенсифицировать отток сахаров из листьев и увеличить эффектив-

ность фотосинтеза в формировании урожая  

Материалы и методы 

Для решения задачи увеличения рН в апопласте за основу нами были взяты ионы тяжелых ме-

таллов (медь и цинк). Ионы металлов, при сохранении своего положительного заряда и в адсорбиро-

ванном на полимере состоянии, должны выталкивать из водной среды апопласта положительно за-

ряженные ионы водорода (т.е. повышать рН). Такая ситуация была реализована нами путем исполь-

зования комплексных соединений металлов с аммиаком (аммиакаты). Поскольку присутствующие в 

составе аммиакатов ионы металла внутри листа находятся постоянно в адсорбированном состоянии 

на поверхности клеточных стенок, то для изменения рН их требуется очень мало, и эффективная 

концентрация составляет 10
-5
 – 10

-6
 М и не может оказывать негативного влияния на окружающую 

среду. Аммиакаты – это комплексы металлов с аммиаком. Их общая формула: 

[Металл(NH3)n]
+m
(Анион)

-m
), где в качестве металлов были использованы  медь и цинк,  а в каче-

стве анионов - карбонат СО3
-2
  или остаток яблочной кислоты 

Известно, что тяжелые металлы адсорбируются на полимерах клеточной стенки (Blinda et al., 

1997), и в случае аммиакатов это должно, по-видимому, происходить следующим образом.  При об-

разовании аммиакатов ионы меди (или цинка) притягивают к себе молекулы аммиака путем смеще-

ния их электронных облаков в сторону Cu
2+

. Ион металла, окруженный молекулами аммиака, со-

храняет свой общий положительный заряд 2+ и в адсорбированном состоянии и, тем самым, повы-

шают рН среды.  

Для проверки влияния аммиакатов на фотосинтез и фотосинтетический метаболизм углерода 

раствор аммиаката меди вводили с транспирационным током воды в срезанный побег льна-

долгунца, как это было описано в работе [Chikov et al., 2001], а затем изучали характер распределе-

ния 
14

С среди продуктов 3-х минутного фотосинтеза  
14

СО2. Поскольку инвертаза апопласта влияет 

на экспорт сахарозы из листа, то было проверено влияние аммиакатов на накопление сахарозы в 

корнеплоде и урожай сахарной свеклы в мелко деляночных опытах. Также проверено действие ам-

миакатов на ростовые процессы гороха, яровой и озимой пшеницы. 

Результаты и обсуждение 

Введение в побег льна-долгунца раствора аммиакатов цинка и меди вызвало существенные из- 

менения в распределении 
14

С среди продуктов 3-х минутного фотосинтеза 
14

СО2 (табл. 1). Неза-

висимо от возраста листьев увеличилось отношение сахароза/гексозы, а гликолатный путь становился 

mailto:vichikov@bk.ru
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более замкнут на цикл Кальвина, о чем свидетельствует снижение отношения серин/глицерат. Обра-

щает на себя  внимание повышение у опытных растений радиоактивности малата, который участвует 

в циркуляции калия, переносящего нитратный ион из корней в листья [Липс, 1997]. Таким образом, 

комплексы ионов меди и цинка с аммиаком оказывают влияние на фотосинтез и транспорт сахаров. 

На основании этого следовало ожидать и интенсификации продукционного процесса. Первым объек-

том для такой проверки нами была выбрана сахарная свекла, так как у этого растения и запасание в 

хозяйственно важном органе происходит в виде сахарозы.  

 

Таблица 1 - Влияние введения раствора аммиакатов цинка и  меди (10
-6 

М) с транспирацион-

ным током воды в апопласт побега на распределение 
14

С среди меченых продуктов 3 минутной фо-

тоассимиляции 
14

СО2 листьями льна-долгунца (% радиоактивности водо-этанольной фракции) 

Table 1 - The influence of feeding zinc and cuprum ammoniate solutions (10
-6 

M) into the shoot apo-

plast through the transpiration water stream on 
14

C partitioning among the labeled products of 3 min photo-

synthetic assimilation of 
14

CO2 by leaves of flax (% radioactivity of water-ethanol soluble fraction) 

Меченые 

соединения 

Зрелые листья (экспортеры) Ювенильные листья (акцепторы) 

контроль 

(вода) 

аммиакаты контроль 

(вода) 

аммиакаты 

Сахароза 59,4 1,6 59,3 1,1 40,1 1,5 45,4 1,7 

Гексозы   4,3 0,5   3,3 0,1   8,3 0,6   6,1 0,7 

Сахароза/гексоза 14,4 18,0   4,8  0,5   7,4  0,6 

Аминокислоты 22,0  1,2 19,3  1,1 30,0 1,7 27,3 1,6 

Серин   5,7 ± 0,3   4,8 ± 0,3   9,5 ± 0,4   7,2 ± 0,5 

Малат   1,8 0,1   3,9 0,3   4,5 0,2   5,6 0,3 

Глицерат   0,8  0,1   2,0  0,2   1,7  0,3   3,6  0,3 

Олигосахара   2,9 0,2   2,3 0,1   4,0 0,3   0,6 0,1 

Опрыскивание листьев сахарной свеклы раствором аммиакатов цинка и меди повышало саха-

ристость сока сахарной свеклы (табл. 2). Однако это действие было непродолжительным ио сохра-

нялоь не более 10-15 дней после обработки, что вероятно соответствует времени функционирования 

обработанных листьев. 

 

Таблица 2 - Влияние обработки посева сахарной свеклы аммиакатами на сахаристость (%) со-

ка корнеплодов при различных сроках опрыскивания 

Table 2 - The influence of spraying of sugar beet plantings at different times with ammoniates on sug-

ar content (%) in root crop juice 

Вариант, срок обработки 14 августа 28 августа 10 сентября 24 сентября 

Контроль  18,0  0,3 20,2  0,1 20,0  0,2 20,5  0,2  

Обработка 14 августа - 21,0  0,3 20,8  0,2 20,1  0,3  

Обработка 10 сентября - - - 23,6  0,3  

 

Интенсификация оттока сахаров из листьев способствовала не только повышению содержания 

сахара в корнеплоде, но и ростовым процессам всего растения. Более ранняя обработка растений не 

оказала особого влияния на сахаристость корней, но существенно увеличила массу растения. Это 

означает, что при создании благоприятных условий растение действует по экстенсивному сценарию. 

Сначала развивается мощность фотосинтетического аппарата растения, а уже потом увеличивается 

репродуктивный или запасающий продукты фотосинтеза орган. Важно, что эффект от обработки 

аммиакатами оказался зависимым от уровня вносимых в почву азотных удобрений. При более 

низких дозах азотных удобрений положительное влияние аммиакатов возрастало. В результате 

оказалось, можно увеличить урожайность при одновременном снижении использования 

минеральных азотных удобрений. Расчет баланса азота в системе почва-растение показал, что по-
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явилось некоторое количество дополнительного азота. Величина этого избыточного количества азо-

та уменьшалась (с 59 до 47кг/га) с увеличением количества вносимых с весны азотных минеральных 

удобрений (рис. 1).  

Рисунок 1 - Влияние обработки посева сахарной 

свеклы на баланс азота в системе почва-растение при 

разном уровне вносимых в почву минеральных азот-

ных удобрений 

Figure 1 – The effect of sugar beet treatment on the 

nitrogen balance in the system soil - plant  under the dif-

ferent levels of minelal N-fertilizers 

 

Усиление потока ассимилятов в корни обеспечи-

вает дополнительным питанием и микробов-свободных 

азотфиксаторов. Известно, что активность свободных 

азотфиксаторов в почве подавляется нитратами.   

 

Таблица 3 - Влияние аммиакатов на сырую массу растений (г) сахарной свеклы (в числителе - 

масса целого растения, в знаменателе - масса корнеплодов). 

Table 3 - The influence of ammoniates on fresh weights (g) of sugar beet plants (the weight of a whole 

plant is written in a numerator, and this of a root crop – in a denominator) 

Вариант опыта Сроки анализа 

14.08 28.08 10.09 24.09 

Контроль 579  70 

284  38 

756  61 

426  39 

776  74 

474  50 

730  106 

512  42  

Обработка 14.08 

- 

761  123 

418  75 

950  66 

614  43 

1056  151 

671  100 

Обработка 14.08 + 

28.08 - - 

884  107 

566  81 

1046  64 

641  46 

Обработка 10.09 

- - - 

821  79 

562  56 

 

Таким образом, используя аммикаты, можно при уменьшении использования мине-

ральных удобрений увеличивать продуктивность растений и количество органического ве-

щества в почве, повышая, тем самым, ее плодородие.  

 

CONTROL OVER PLANT PRODUCTIVITY BY CHANGING 

APOPLASTIC INVERTASE ACTIVITY 

Chikov V.I., Batasheva S.N. 

 

photosynthesis, assimilate transport, apoplast, invertase, productivity   

 

A means of regulation of assimilate export from leaves by changing the pH of extracellular 

media with cuprum and zinc ammoniates is proposed. It was shown that feeding ammoniates into 

the shoot apoplast through the transpiration water stream or spraying native plants with ammoniate 

solutions resulted in increased carbohydrate synthesis from 
14

CO2 in photosynthesis, the higher la-

beled sucrose to hexoses ratio, enhanced growth processes and productivity.  
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МНОГООБРАЗИЕ РЕГУЛЯЦИИ ПРОТОННЫХ ПОМП ПЛАЗМАЛЕММЫ 

И ТОНОПЛАСТА В ХОДЕ РОСТА РАСТЯЖЕНИЕМ 

Шишова М.Ф. 
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рост растяжением, Н
+
-АТФаза, Н

+
-пирофосфатаза, ауксин, протонная сигнальная систе-

ма 

 

Введение 

Многократное увеличение клетки, как и любой морфофизиологический процесс, затра-

гивает все компартменты клетки. Рост растяжением включает в себя несколько этапов, за-

ключающихся в последовательном соизменении тургорного и осмотического давления, раз-

мягчении клеточной стенки, усилении синтетических процессов, приводящих к удлинению 

плазмалеммы, тонопласта, формированию вторичной клеточной стенки и т.п. Изменение 

тургорного давления и размягчение клеточной стенки опосредовано активацией Н
+
-АТФазы 

плазмалеммы. Резкое изменение объема вакуоли, отражающее изменение осмотического 

давления, невозможно без вовлечения протонных насосов тонопласта. Следует подчеркнуть, 

что все перечисленные процессы связаны с энергизацией (изменением величины трансмем-

бранного потенциала) на плазмалемме и тонопласте, а, следовательно, являются процессами 

энергетически затратными и определяются физиологической активностью клетки. Концен-

трация макроэргов и осмотически активных соединений определяется стадией развития 

клетки и, тем самым, может приводить к перераспределению функций протонных насосов 

плазмалеммы и тонопласта в ходе роста растяжением. Предыдущие исследования позволили 

предложить схему изменения активности Н
+
-АТФаз плазмалеммы и тонопласта, а также ва-

куолярной пиррофосфатазы. Полученные ранее результаты (Рудашевская и др., 2005; 2009; 

Шишова и др., 2012) свидетельствуют о нелинейном изменении активности протонных насо-

сов клетки в ходе роста растяжением. Тем не менее, не ясно, связано ли изменение активно-

сти транспортеров с изменением числа ферментных комплексов, а, следовательно, с регуля-

цией на транскрипционном уровне, или опосредовано изменением их свойств в результате 

пост-транскрипционных перестроек. В связи с этим особой интерес представляет собой про-

ведение исследований на модельных объектах с расшифрованным геномом. 

Будет представлен сравнительный анализа изменения экспрессии генов, кодирующих 

Н
+
-АТФазы плазмалеммы и тонопласта, а также вакуолярную пирофосфатазу в ходе роста 

растяжением и при действии фитогормона ауксина. Впервые будет предложена модель мно-

гоуровневой регуляции работы Н
+
-помп плазмалеммы и тонопласта на транскрипционнм и 

пост-трансляционном уровнях. 

Материалы и методы 

Растительный материал. Семена Arabidopsis thaliana (экотип Columbia) высаживали 

на стерильную минеральную среду Мурасиге и Скуга (2,2 г/л) с добавлением сахарозы (5 

г/л), содержащую в качестве твердого носителя агар (7 г/л), pH среды 5,7-5,8. В каждую чаш-

ку Петри (диаметр 100 мм) и содержащую 30 мл среды высаживали по 50 семян в два ряда. 

Проростки выращивали в стерильных условиях, вертикально в темноте при комнатной тем-

пературе в течение 9 дней 

Количественный анализ экспрессии генов оценивали с помощью стандартной процеду-

ры ПЦР с детекцией в реальном времени.  

Получение общей микросомальной фракции проводили с помощью дифференциального 

ультрацентрифугирования. 
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Определение содержания белка в мембранной фракции проводили микрометодом М. 

Бредфорд.  

Определение числа ферментных комплексов в микросомальной фракции оценивали с 

помощью Вестерн-блотт анализа.  

Результаты и обсуждение 

Полученные данные свидетельствую о том, что на этапе, предшествующем удлинению 

клеток, преимущественно усиливается транскрипция гена, кодирующего Н+-пирофосфатазу 

— фермент, обусловливающий поддержание рН цитоплазмы и транспортные процессы на 

тонопласте в отсутствие или при значительно сниженной концентрации АТФ и преоблада-

нии пирофосфата. Последующее развитие клетки и переход к росту растяжением сопровож-

даются усилением экспрессии генов, кодирующих Н
+
-АТФазы плазмалеммы и тонопласта, 

что увеличивает число этих ферментов в составе соответствующих мембран, а, следователь-

но, обеспечивает механизм реализации ростовых процессов. 

Выводы 

Результаты, полученные на транскрипционном уровне, полностью подтверждают пред-

ложенную ранее модель изменения активности протон-транспортирующих ферментов плаз-

малеммы и тонопласта. Рассматривается роль фитогормона ауксина в модуляции работы ос-

новных ферментных систем протонной сигнальной системы растительных клеток в ходе 

инициации и реализации роста растяжением.  

 

 
 

Рисунок 1 - Гипотетическая модель перераспределения функций между основными 

протон-транспортирующими насосами растительной клетки в процессе роста растяжением 

(Шишова и др., 2012). 

Figure 1 - Hypothetical scheme of the redistribution of functions between the most important 

proton-transporting pumps of plant cells during elongation growth (Shishova et al., 2012).  
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THE VARIETY IN REGULATION OF PROTON PUMPS IN PLASMA MEMBRANE AND 

TONOPLAST DURING ELONGATION GROWTH 

Shishova M. F. 

 

elongation growth, Н
+
-АТPаse, Н

+
- pyrophosphatase, auxin, proton signaling 

 

The results, obtained at transcriptional level, prove early suggested model of the shift in the 

activity of proton-transporting enzymes of plasma membrane and tonoplast. The role of phytohor-

mone auxin in the modulation of the main enzymes of plant cell proton signaling network during 

initiation and further realization of elongation growth is discussed. 

  



143 

 

УДК 582.632.1:577.115.3:630*322.4 

РЕАКЦИЯ МЕМБРАННЫХ ЛИПИДОВ ЛИСТЬЕВ 

BETULA PENDULA ROTH НА УДОБРЕНИЯ 
Шуляковская Т.А., Ильинова М.К. 

 

Учреждение РАН Институт леса КарНЦ РАН, ул. Пушкинская, 11, г. Петрозаводск, 185910, 

Россия, E-mail: tashulyak@gmail.com 

 

береза повислая, карельская береза, ауксибласты, брахибласты, жирные кислоты, линолевая 

кислота, линоленовая кислота, азотные удобрения, комплексные удобрения 

 

Введение 

Главная функция мембранных липидов состоит в том, что они формируют бислойный 

матрикс, с которым взаимодействуют белки. Важным параметром, определяющим актив-

ность большинства мембранных ферментов, безусловно, является физическое состояние 

бислоя. Увеличение содержания ненасыщенных липидов ведет к уменьшению плотности 

упаковки липидов в мембране и, таким образом, поддерживает текучесть мембраны. Липиды 

действуют как аллостерический регулятор, модулирующий активность ферментов [1].  Од-

ной из важнейших биологических функций мембранных липидов является функция приспо-

собительная, адаптационная [2]. 

Мембраны хлоропластов показывают высокую степень пластичности и адаптации к 

различным условиям, важным для их эффективного функционирования. Главный механизм 

для адаптации– изменение жирнокислотного состава мембранных липидов. 

Гликолипиды входят в состав мембран хлоропластов, главной жирной кислотой кото-

рых является α-линоленовая кислота (18:3), участвующая в биогенезе хлоропластов [3,4]. 

Она служит для поддержания цепи транспорта электронов и взаимосвязанного с ним процес-

са фосфорилирования [5]. В работах на ячмене было показано, что фотосинтетическая актив-

ность листьев  зависит от соотношения жирных кислот линоленовая /линолевая (18:3/18:2). 

Мембраны хлоропластных тилакоидов поддерживают стабильность фотосинтетического ме-

ханизма [6]. Повышение содержания триеновых кислот, в частности линоленовой (18:3) 

обеспечивает более высокий уровень фотосинтетических процессов [4,7]. 

Целью настоящей работы было исследование  жирнокислотного состава мембранных 

липидов – гликолипидов - листьев двух типов побегов (ауксибластов и брахибластов) сажен-

цев двух форм березы Betula pendula Roth в естественных (контрольных) условиях в различ-

ные периоды развития листьев, а также при подкормках азотными удобрениями и комплекс-

ными удобрениями NPK. 

Материалы и методы 

Объектами исследований являлись 6-летние (в 2012 году) и 5-летние (в 2013 году) са-

женцы карельской березы Betula pendula Roth var. carelica и обычной березы повислой B. 

pendula var. pendula. Были выделены по три группы двух форм березы, в каждой из которых 

подобраны по три дерева одного класса развития. Первая из групп представляла контроль, 

саженцы которой росли без удобрений. Вторая группа – это растения, удобрявшиеся азот-

ными удобрениями (азотнокислым аммонием) и третью группу подкармливали комплексны-

ми удобрениями NPK. В 2012 году внесли за сезон по 56 г азота на дерево (6 внесений в те-

чение июня – июля), а в 2013 году по 40 г азота на дерево по действующему веществу. В 

комплексном удобрении азот также был в виде NH4NO3, фосфор в виде P2O5, калий – в виде 

K2CO3, исходя из соотношения элементов 100:10:50 (20г:2г:10г на дерево). Отбор листьев на 

анализ производили в начале июня, когда шел активный рост листовой пластинки, в начале 

июля, когда лист полностью сформировался, в середине июля – в период активного оттока 

сахарозы из листьев. Листья выдерживали в камере глубокой заморозки при -75°С, высуши-

вали в лиофильной сушилке. Высушенный материал измельчали на электрической мельнице, 
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просеивали на сите в 1 мм и далее проводили экстракцию липидных соединений. Суммарные 

липиды экстрагировали смесью хлороформа и метанола в соотношении 2:1 по объему. 

Фракционирование суммарных липидов осуществляли методом колоночной хроматографии 

с силикагелем Davisil 100-200 mesh. Гликолипиды (ГЛ) элюировали ацетоном. Жирные кис-

лоты гликолипидов исследовали в виде их метиловых эфиров, которые получали переэтери-

фикацией липидов метанолом в присутствии ацетилхлорида, и разделяли на хроматографе 

«Хроматэк – Кристалл-5000.1» (Йошкар-Ола, Республика Марий Эл). 

Результаты и обсуждение 

Опыты с применением удобрений двух видов по составу показали, что подкормки NPK 

приводили к заметному росту содержания линоленовой кислоты в гликолипидах листьев 

ауксибластов 6-летних саженцев карельской березы, причем, чем дольше проводилась под-

кормка, тем выше поднимался уровень линоленовой кислоты. Внесение азотных удобрений 

под саженцы карельской березы приводило к росту содержания линоленовой кислоты только 

в начальный период подкормок. Подобно содержанию кислоты под влиянием комплексных 

удобрений изменялось и соотношение линоленовой и линолевой кислот в гликолипидах ли-

стьев карельской березы (рис.1Б).  

 

                                                                                                                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1 - Соотношение содержания С18 – кислот в гликолипидах листьев ауксибла-

стов 6-летних саженцев березы повислой (А) и карельской березы (Б) при удобрении 

Figure 1- Ratio of С18 – acids from glycolipids of auxiblasts leaves of the 6-year-old seedlings 

of silver birch (A) and curly birch (B) during fertilization 

 

У саженцев березы повислой повышение соотношения этих ключевых жирных кислот 

происходило под влиянием азотных удобрений (рис.1А). Подобная реакция на удобрения 

наблюдалась и в листьях брахибластов: у карельской березы соотношение линоленовой и 

линолевой кислот было выше в варианте с комплексной подкормкой, у березы повислой – с 

подкормкой азотом. Эксперименты с азотными и комплексными удобрениями были продол-

жены в 2013 году на 5-летних саженцах берез. К концу периода формирования листьев про-

явилась та же закономерность, что и в 2012 году: величина соотношения С18- кислот выросла 

в листьях березы повислой под влиянием азотных подкормок, а у карельской березы под 

воздействием комплексных удобрений. 

Таким образом, саженцы двух форм березы (обычной березы повислой и карельской 

березы), произрастая в одинаковых условиях и получая одинаковые подкормки, по-разному 

реагировали на них. Об этой реакции мы судили по отношению ключевых С18- кислот (лино-

леновой 18:3 и линолевой 18:2) в основных мембранных липидах хлоропластов – гликолипи-

дах, учитывая тот факт, что α-линоленовая кислота участвует в биогенезе хлоропластов, а 

соотношение кислот 18:3 / 18:2 отражает фотосинтетическую активность листьев. Под влия-
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нием подкормок мембраны хлоропластов приспосабливаются к новым условиям произраста-

ния (к поступлению из почвы минеральных элементов в новом соотношении) путем измене-

ния жирнокислотного состава мембранных липидов (гликолипидов), оптимизируя фотосин-

тетическую активность листьев саженцев березы.  

Заключение 

Обычная береза повислая заметней реагирует на дополнительное поступление азота в 

корни, а карельская береза показывает рост соотношения С18-  кислот в гликолипидах листь-

ев в ответ на внесение комплексного удобрения. Разная реакция растений на одинаковые 

воздействия говорит о различиях в их метаболизме, о разных требованиях к условиям произ-

растания для формирования ассимиляционного аппарата листьев. Значит, карельская береза, 

которая в возрасте 5-6 лет только начинала проявлять внешние особенности строения ствола 

данной формы, может развиться в типичное растение Betula pendula Roth var. carelica при 

наличии соответствующих условий произрастания, что является желательным результатом. 

Литература 

1. Геннис Р. «Биомембраны: Молекулярная структура и функции». М.:Мир, 1997. 622с 

2. Крепс Е.М. Липиды клеточных мембран. Л.: Наука, 1981. 339 с. 

3. Somerville C. and Browse J. Plant Lipids: Metabolism, Mutants and Membranes// Science. 1991. 

V.252. P.80-87. 

4. Hugly S., Somerville C. A role for membrane lipid polyunsaturation in chloroplast biogenesis at 

low temperature // Plant Physiol. 1992. V.99. P.197-202. 

5. Laskay G., Lehoczki E. Correlation between linolenic acid deficiency in chloroplast membrane lipids 

and decreasing photosynthetic activity in barley // Biochim. Biophys. Acta. 1986. V. 849. N1. P. 77-84. 

6. Routaboul J.-M., Fischer S.F., BrowseJ. Trienoic fatty acids are required to maintain chloroplast 

function at low temperatures // Plant Physiol. 2000. V.124. P.1697-1705. 

7. Liu X.-Y., Li B., Yang J.-H., Sui N.,Yang X.-M., Meng Q.-W. Overexpression of tomato chloro-

plast omega-3 fatty acid desaturase gene alleviates the photoinhibition of photosystems 2 and 1 under 

chilling stress // Photosynthetica. 2008. V.46(2). P.185-192. 

 

REACTION OF MEMBRANE LIPIDS OF THE BETULA PENDULA ROTH 

LEAVES ON FERTILIZERS 

Shulyakovskaya T.A., Iljinova M.K. 

 

silver birch, curly birch, auxiblasts, brachyblasts, fatty acids, linoleic acid, linolenic acid, nitrogen fertilizer, 

combined fertilizer 

 

We have studied the effect of additional nitrogen and NPK fertilizing on the fatty acid composition of 

glycolipids of silver birch and curly birch leaves. It has been discovered that the amount of linolenic acid and 

linolenic and linoleic acids ratio from glycolipids increase in silver birch leaves under the influence of nitro-

gen fertilizer, in curly birch leaves - under the influence of NPK fertilizer. 
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фитохром, криптохром, фототропин, энергообмен 

 

Свет вызывает разнообразные эффекты у всех низших и высших растений, независимо от их 

способности к фотосинтезу. Регуляторная роль света проявляется не только в контроле роста и раз-

вития растений, но и в метаболизме и функциях. На молекулярном уровне охарактеризованы ответ-

ственные за фотовосприятие света фоторецепторы покрытосеменных растений. Это прежде всего 

фитохромы, криптохромы, фототропины. В последнее время появились работы касающиеся транс-

дукции светового сигнала. Вопрос о физиологической роли отдельных фоторецепторов в большей 

степени остается открытым. В работах К. Холлидей и М. Сысоевой [1,2] показано, что фитохром В 

участвует в регуляции морозоустойчивости у растений. Физиологическая роль других фоторецепто-

ров пока не выяснена. Целью нашего исследования явилось изучение скорости теплопродукции и 

дыхания у мутантных по основным фоторецепторным белкам растений Arabidopsis thaliana.  

Растения выращивали в условиях фитотрона. Тепловыделение регистрировали дифференци-

альным темновым изотермическим микрокалориметром TAMIII при температуре 25
о
С, согласно 

процедуре, описанной [3]. Дыхание измеряли на инфракрасном газоанализаторе ADC Bio Scientific 

Ltd, Англия. Объектом исследования были дефицитные мутанты Arabidopsis thaliana по PhyA, PhyB, 

Phot1,Cry1,Cry2. 

Для изучения энергетического баланса у трансгенных растений проводили определение дыха-

ния и тепловыделения. Определения проводили в 2-х кратной биологической и 3х кратной аналити-

ческой повторностях. Данные обрабатывали с использованием программы «Статистика 10». 

Дыхание – центральное звено массо- и энергообмена растений. Энергия, выделяющаяся при 

дыхании,  тратится как на процессы роста, так и на поддержание в активном состоянии уже закон-

чивших рост органов растения. Изучение дыхания позволяет оценить функциональную активность 

направленность метаболизма. Дыхание растений сильно варьирует в зависимости от объекта, стадии 

онтогенеза, физиологического состояния и действия факторов окружающей среды. Показана важная 

роль дыхания в адаптации растений к изменяющимся условиям среды, поскольку необходимы до-

полнительные затраты энергии для приспособления организмов к новым условиям существования 

[4,5]. Нами было проведено исследование дыхания на целых растениях. Наибольшая интенсивность 

дыхания наблюдалась у дефицитных по PhyB мутантов.  Дефицитные мутанты по Cry1 отличались 

низким уровнем интенсивности дыхания. Отсутствие апопротеинов phot1, phyA, cry2 – не оказывало 

существенного влияния на процесс дыхания. Совокупность биохимических реакций строго коорди-

нирована во времени и пространстве. Именно такая упорядоченность допускает эффективное и кон-

тролируемое использование энергии, продуцируемой энерговырабатывающими системами клетки. 

С другой стороны, поддержание необходимой упорядоченности (высокой степени организации как 

в отношении структуры, так функциональной активности) требует непрерывного притока энергии, 

т.е. является энергозависимым процессом.Снижение функциональной активности и способности 

живой системы совершать работу, уменьшение запаса свободной энергии приводит к необратимым 

изменениям в организме. 
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           Рисунок 1- Дыхание ( RCO2 )  дефицитных мутантов Arabidopsis thaliana 

Figure 1 - Respiration of scarce mutants Arabidopsis thaliana  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2 - Интенсивность тепловыделения у дефицитных мутантов Arabidopsis thaliana 

Figure 2 - Specific heat energy scarce mutants Arabidopsis thaliana 

 

В силу этого, представляется логичным изучение скорости теплопродукции, которая отражает 

изменение всех анаболических и катаболитических процессов, происходящих в растительном орга-

низме [6]. Тепловыделение – один из интегральных и важных показателей функционального состо-

яния растительных тканей и клеток. Экспериментальные данные показали, что наибольшее тепло-

выделение наблюдалось у дефицитных по PhyB, фоторецептору. Наименьшее тепловыделение 

наблюдали у дефицитных мутантных форм Cry1, Phot1. Интенсивность выделения метаболитиче-

ского тепла у дефицитных мутантов по фоторецептору синего света Cry2и фоторецептору красного 

света PhyA оставалась на уровне растений, не имеющих мутации (контроль). В целом интенсив-

ность тепловыделения имела прямую зависимость от интенсивности дыхания. Наиболее эффектив-

ную метаболитическую активность имели растения дефицитные по мембранному фоторецептору 
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синего света Phot 1. У этих мутантов наблюдался достаточно высокий уровень дыхания и низкий 

уровень тепловыделения. 

Таким образом, отсутствие одно из фоторецепторов приводило к изменениям в энергетиче-

ском обмене растений. Наиболее существенные изменения в энергообмене наблюдались у дефицит-

ных мутантов по фоторецептору красного света PhyB и фоторецептору синего света Phot1. 
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ENERGY EXCHANGE AT MUTANT FORMS ARABIDOPSIS THALIANA 

OF THE MAIN PHOTORECEPTORS 

Yakushenkova T.P., Skoczowski A.M., Rout G. R., Strzalka K. 

 

phytochrome, cryptochrome, phototropin, energy exchange 

 

At the result of energy metabolism researches at mutant forms Arabidopsis thaliana it was es-

tablished that the most essential diviations were observed at mutant phytochrome B, phototropin 1. 
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Introduction  

Various interactions between proteins and their lipid surrounding are responsible for many 

features, like optimal efficiency of a protein, its function or proper incorporation into a membrane 

[1]. In case of photosynthetic efficiency both in natural and artificial systems the main photosyn-

thetic antenna complex (the light-harvesting pigment-protein antenna of photosysthem II complex 

(LHCII) can be a good example of such dependence. Isolated LHCII is often used as a model sys-

tem to study the photosynthetic apparatus under different conditions [2]. In this case we will try to 

show that different lipid surrounding can affect the level of LHCII aggregation and, eventually, its 

efficiency. We will try to study LHCII in most natural of still highly controllable conditions - incor-

porated into the liposome system - 200 nm unilamellar liposomes built from plant galactolipids: 

monodigalactosyldiacylglycerol (MGDG), digalactosyldiglycerol (DGDG) and phosphatydylglyc-

erol (PG) with 5% (w/w) addition of free fatty acids.  

Materials and Methods  

LHCII was isolated according to the previously described method by W.I.Gruszecki [3]. First, 

lipids solved in chloroform-methanol (1:1 v/v) mixture were put together into a glass vial and evap-

orated under argon. Then 10 mM Tricine pH 7.8 was added. Liposomes where formed with lipo-

some extruder (Avanti Polar Lipids, Inc.) equipped with a 200 nm pore membrane. After the for-

mation of liposomes LHCII was added, stirred and centrifuged. The excess of non-incorporated pro-

tein was removed. For more details about the procedure see [3]. Two kinds of free fatty acid was 

added before liposome formation: C14:0 - myristic acid and C14:1 - myristelaidic acid (Fig.1.). All 

measurements were performed both in non-aggregating and aggregating conditions (0 mM and 6 

mM MgCl2, respectively). Low-temperature (77K) fluorescence measurements as well as ATR-

FTIR measurements were performed according to [4]. The obtained data were processed with 

Grapher8 and GRAMSAI software. 

Figure 1 - Chemical structures of free fatty 

acids added to MGDG/DGDG/PG proteolipo-

somes 

 

Results and Discussion  

Light spectroscopy is a grateful and noninvasive 

method that can be applied for studies on isolat-

ed complexes, especially the ones whose func-

tion is actually based upon interactions with light 

radiation. Just as for the previous measurements 

of aggregating thylakoids, we applied a few spectroscopic methods – low-temperature (77K) fluo-

rescence and ATR-FTIR (attenuated total reflection Fourier transformed infrared spectroscopy) [4]. 

The first one allowed us to determine unobstructed fluorescence of chromophores in liquid nitrogen, 

while the other revealed the interaction between proteins and lipids within the membrane. The long 

wavelength fluorescence showed a strong temperature dependence and it may be absent in room 

temperature [5]. The aggregation of LHCII, both in natural and artificial conditions, was found to 
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have profound effect on its functionality as an energy harvesting processor as it changes the proper-

ties of bound pigments [2]. The obtained data suggest that it is not only the aggregation itself but 

also the lipid content that may have some influence on LHCII complex performance. We used care-

fully planned lipid mixture as a background of our liposomes. We took MGDG, DGDG and PG, of 

which thylakoid membranes are built. Although first two are galactolipids, MGDG forms reversed 

hexagonal structure while DGDG is bilayer forming lipid. Due to its packing parameter, MGDG 

can facilitate protein incorporation into the membrane and its undisturbed functioning [6]. The PG 

is necessary for optimization of LHCII function, because proteins are often dependent on the pres-

ence of specific, usually anionic lipids [7]. We added two C14 fatty acids: the saturated one and the 

mono-unsaturated one for our study. Chemical structures of the lipids are shown in Fig.1. The fluo-

rescence spectrum of the proteoliposomes with C14:0 addition revealed a broad long-wavelength 

fluorescence band at 700 nm (Fig. 2, blue panel), which usually serves as a fingerprint of aggrega-

tion [4] and is correlated with the extent of fluorescence quenching [8]. In case of C14:0 enriched 

liposomes LHCII complexes aggregated both in presence and in absence of magnesium ions, alt-

hough in the more aggregating conditions the level of even longer wavelength at 730 nm is about 

ten percent higher than in 0 mM Mg buffer (Fig. 2, lower panel). 

 

 
Figure 2 - The influence of C14 fatty acid addition on low-temperature (77K) fluorescence 

(blue panel) and FT-IR spectra of Amid I region of aggregating proteoliposomes. The spectra were 

normalized to 1 at maximum absorption. The 77K excitation wavelength was at 470 nm 

 

The positive fluorescence at 730 nm can be explained by excitonic interaction between the 

chlorophyll molecules during LHCII aggregation [9]. In case of C14:1 fatty acid such a change did 

not occur. The band did appear at 694 nm during the aggregation, but there are no excitonic interac-

tions between complexes, and at 0 mM Mg LHCII is mainly in its monomeric state.  

There, our results suggest that the function of protein aggregates is not directly dependent on 

the relative protein structure inside the membrane as the FTIR spectra of Amid I region were the 

same for both fatty acids (Fig. 2.). In the differential spectrum we observed a positive contribution 

in the band assigned to turns and loops (1664 cm-1), and in the one assigned to aggregates at 1610 

cm-1. More studies should be conducted on ascribing the negative band at 1574 cm-1, since it may 

be correlated with proper protein incorporation. We observed a 20% increase in the relative content 

of lipids in case of the C14:0 proteoliposomes (Fig.3.). This fact combined with the analysis of the 

region corresponding to deforming stretching vibrations of CH2 and CH3 groups of membrane lipid 

acyl chains (Fig. 4.) revealed the character of protein placement within the membrane. The changes 
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in fatty acyl chains disorder correspond to the upshifted frequency of the symmetric stretching band 

of CH2 groups (vsymCH2) at around 2850 cm−1, which were observed in both C14 proteolipo-

somes during aggregation.  

Furthermore, the band centered at 2830 cm−1 can be assigned to the symmetric C―H stretch-

ing vibrations of acyl chains of lipids in the domains characterized by relatively low molecular mo-

tions, e.g. due to the interactions with proteins [10]. These results suggest that both structural lipid 

disorder and lipid–protein interaction were affected by MgCl2 presence but not by saturation of fat-

ty acids. However, they also suggest that the stability of the membrane is equally important, since 

under higher surface pressure the lateral mobility of lipids also decreases. 

What causes the difference between the studied fatty acids’ effect? Well, it may be the spacial struc-

ture of a particular lipid – both of them are shorter than the fatty acids coupled with MGDG or 

DGDG, so they can move freely inside the membrane, but because of one unsaturated bond C14:1 

may cause some problems with the optimal adjustment of LHCII monomers. 

 

 

 

Figure 3 - Relative lipid content of C=0 

ester region of infrared spectra of liposomes 

in aggregating conditions. Normalized to 

100% in 0 mM Mg conditions 

 

 
Figure 4 - Normalized absorption spec-

tra in the lipid ester region

In the future this observation may help determine the content of proteins surrounding. To sum 

up, we proved that even a small amount of free fatty acid can change the functional properties of 

protein complexes. More study on the details of reaction mechanisms should be performed, since 

they may be used for further optimization of artificial lipid-protein systems. 
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Introduction 

Producer hormone ethylene 2-chloroethylphosphonic acid no effect on the yield of the short 

semidwarf of barley varieties (Dahnous К. ,Vigue G.T., Law A.G.1982). Only has been reported to 

reduce lodging increases resistance to lodging. Was reduced the elongation of plants (Al-Jamali 

A.F., M.A. Turk, A.R.M. Tawaha 2002). For tall locally adapted varieties and farming practices can 

be a positive impact on productivity. Especially effective for the formation of elements of produc-

tivity hormone deficit ethylene inhibitor before may be possible lodging. At this time, it is clearly 

dominates the auxin in the balance of hormones in the main stem (Defling A.  1982). In phase   49 

(Zadoks) apex morphogenesis can significantly reduce the length of the main stem by the last inter-

node (Ma B.L, Smith, DL   1992).  Nitrogen fertilizers and excess of assimilates in the crop with 

insufficient productive stalks can cause appearance unproductive stems in this phase. The correla-

tion between the stems can be passed along to the apical dominance and productivity growth tillers 

without danger lodgings (Wareing, P.F., Phillips, I.D., Waring J. 1970). Adaptation to stress and 

increase productivity may be associated biological correlation is positive for tall varieties. 

Materials and Methods  

In field experiments on 6 tall stem winter barley variety in barley breeding department Kras-

nodar Research Institute of Agriculture named. Lukyanenko. Ethephon were explicated at the late 

boot stage. Rate was 1l/ha ethylene maker 48% by 2-chloroethylphosphonic acid treated before the 

formation of the last internode to reduced the elongation of plants. All accessions are tall varieties 

Samson genotype adapted to the conditions of the steppes of Krasnodar Region. Soil - a powerful 

black earth. Weather in 2010-2012 conditions was contributed to maximize yield of barley. 

Results  

Treatment before sowing growth last internode - boot flag leaf of the main stem 49 to the EU 

in the plant and crop flattened stems and increased grain content and plant adaptation to lodging re-

sistance (table 1). 

Table 1 - Yields of winter barley in the processing by 2-chloroethylphosphonic acid in phase 

49 EU 

Species Control application  2-chloroethylphosphonic 

acid 

Additional yield, t / ha 

1 59,8 66,1 + 0,63 

2 60,0 65,6 + 0,56 

3 47,5 55,5 + 0 ,80 

4 49,4 67,8 + 1,84 

5 62,9 73,0 + 1,01 

6 74,7 79,3 + 0,54 

Average 59,1 67,9 + 0,80 

 

Increased lodging in point for their 10 was 5-6 to 7-9 and was not absolute and sole cause of 

increasing yields (table.1). There were no losses on the control and the experimental version when 
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harvesting. Formation of increase of productivity to 1,84 t/ha provided not only by achieving acces-

sions maximum resistance to lodging. Lodging resistance increased only in 60% of varieties. Mor-

phogenesis by inhibiting ethylene apical dominance of the main stem levels tillers and the main 

stem of the plant and crop. Under favorable weather conditions, increased to a maximum level of 

productivity above the adaptive capacity of species. It suffices for the action of growth inhibition of 

the growth of correlation between the plant stems. If retardant reduces the height without changing 

the productivity, the growth inhibitor of ethylene has no decrease in weight of 1000 seeds, hollow-

ness shall grain, grain content and physiological functions, immunity in this phase, and in the envi-

ronment. Phase of plant development of application, weather and tall variety - biologically related. 

This is the rationale for adapting to lodging and max level of productivity above the adaptive capac-

ity of the tall varieties. Formation of increase of productivity is due to productive tillering and 

weight of 1000 seeds in all cases. In dry and hot weather conditions yield increase is absent, only 

increases the biological value of seeds by weight. Under conditions conducive to lodging of crops 

increases the number of grains per plant. Application in phase two leads to internode unrealizable 

productive tillering hence - hollowness shall grain.  Following internode elongation lengthened. The 

increase in the processing phase late boot stage only two variety indicates optimality phase applica-

tion inhibitor. Lodging of this phase is usually not yet occurs. No phototoxic effect on photosynthe-

sis as leaf flag leaf has erect form. Its effect was prolonged compared with the control. Flag leaf has 

an intense green color. No negative physiological action. Not appear unproductive stems in a dense 

planting the stem. Stem height to achieve stability and sowing limited once in a short period of 

time. 

Discussion 

Inhibition of hormone ethylene combined with the attractant power seeds in all stems barley 

plants to implement existing assimilates elements in productivity. Yield increase was not formed 

from yield losses in the control but in redistribution of nutrients within the plant due to the correla-

tion between the growth stems, expanding productive capacity. The number of grains in the main 

spike is reduced minimally by 0.6 pc./spike that indicates an increase in resistance to the inhibitor in 

this phase. Inhibition of hormone gibberellins regulator during growth first interlude less efficient in 

size and having to reapply, limited long-acting single phase. Return the balance of hormones in the 

next period of growth in the normal kept of the previous value increases the length of the next inter-

node, to reduce progress in elucidating hormone synthesis stems. Ethylene in balance with growth 

stimulants communicates with the environment, and the actual yield practically affects all level of 

harvest and   resistance to lodging.  The activities of hormone pathways can depend on each other 

(Wolters H.. Jurgens G. 2009). Inhibition only height stems by hormone ethylene is not possible. 

Biological basis of the further formation elements of yield is to transfer dominance auxin growth 

promoter in the tillers by ethylene inhibitor. Effective influence on the morphology of tillers 

through the apex and the initial cells promotes formation yields in favorable weather conditions to a 

new adaptive potential yield (Wolters H.. Jurgens G, 2009). Productivity of all varieties with genes 

tall inhibitor from launches one hormone inhibitor development productivity tillers without addi-

tional genes and transcription. Adaptation to lodging and yield increase can be correlated positively 

related to plant and crop. 

Conclusions 

1. Inhibition of ethylene in favorable weather conditions increase yield to maximum potential 

implements adaptive tall varieties.  

2. Exogenous inhibition in ontogenesis and in an environment not conducive to a balanced in-

hibitor is biologically justified on the morphogenesis of the apex and the correlation between the 

stems. 
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Introduction 

Due to the lack of data concerning the phytohormones localization, metabolism and dynamics 

during the growth and development of many plants groups, especially cryptogamous plants, at-

tempts taken to follow the evolution of the plants hormonal system are few [1, 2]. That is why the 

representative of vascular cryptogamous plants – horse-tail – is of a great interest to scientists in 

their studies of the formation and improvement of hormonal mechanisms of plant growth regulation 

in the process of living world evolution. Plants of the Equisetum genus are very ancient. They ap-

peared in the Devonian of Palaeozoic Age and were most widely distributed in Carboniferous. 

Those gigantic plants became extinct at the beginning of the Age of Reptile (Mesozoic). Now the 

Equisetum genus includes 25 species. The mechanisms of these plants growth regulation have been 

studied very poorly although they deserve attention because they have made it possible for the Eq-

uisetum genus to survive for the period of 300 million years.  

An important place in the plant growth and development regulation is taken by cytokinins. 

These hormones stimulate the meristem formation and activity, control the attractive capacity of 

tissues, retard leaves senescence, inhibit roots growth and branching as well as participate in seed 

germination and stress responses [3].  

There are few reports about endogenous cytokinin content in some cryptogamous plants spe-

cies including Equsetum sp. and about exogenous cytokinins effects on their development in vitro. 

For the first time the cytokinins in Equisetum arvense L. were chemically identified in 1983: 

isopentenyladenosine was isolated from fertile fronds and isopentenyladenine from sterile and 

fertile fronds of E. arvense by the combined gas chromatography-selected ion monitoring [4]. BAP 

was shown to stimulate the sporophyte shoot formation from gametophyte tissues [5]. BAP addition 

to the cultural medium was absolutely necessary for E. arvense sporophyte growth initiation in vitro 

[6], spores germination was controlled by cytokinins [7].  

Cytokinins distribution in organs of E. arvense sporophyte and vegetative shoots at different 

developmental stages was presented in our previous report [8]. Some similarities in the cytokinins 

status between this ancient plant and higher vascular plants, namely cytokinins qualitative composi-

tion, free forms dynamics during ontogenesis, presence of cytokinins biosynthesis local places were 

shown. The specificity of E. arvense includes a higher conjugate content at the earlier developmen-

tal stages, different types of cytokinins distribution along vegetative and generative shoot vertical 

axis [8]. 

Our next study deals with the investigation of cytokinins seasonal fluctuations in E. arvense 

organs. 

Materials and Methods 

E. arvense plants were grown in natural conditions on a loamy soil in the Kiev region with 

good sun daylight. Temperature and moisture conditions were correspondent with the average sta-

tistical ones typical of the climatic zone of Ukranian forest-steppe.  

Plant samples were homogenized with 80 % ethanol. After alcohol removal the water extract 

was frozen during 24 h and centrifuged at 15 000 g. Cytokinins were extracted by butanol at pH 8 

and purified by ion-exchanging chromatography on Dowex 50Wx8 column and by TLC chromatog-

raphy on Silicagel plates. For the stages of purification in detail see [9]. Cytokinins amounts were 

measured by HPLC (Agilent 1200 LC, USA) using Eclipse XDB-C 18 column (2,1x150 mm), par-
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ticles size 5 μм. Elution was carried out with solvents system methanol:water (37:63). Data were 

analyzed and processed by software Chem Station, version В.03.01 on line. 

Results and Discussion 

The samples for analysis were gathered in the period when E. arvense plants were in the qui-

escent state (from November to April) and at the beginning of sporophyte development (middle of 

the April). At this time only underground organism parts were available. Sporophyte (termed “win-

ter bud”) was small in size (1-2 cm). It consisted of stem with differentiated strobile and leaf pri-

mordia. 

 

Table 1 - Cytokinin content in different Equisetum arvense L. parts, ng/g fresh weight  

Таблица 1 - Содержание цитокининов в различных частях Equisetum arvense L.,  нг/г 

сырого вещества  

Plant material Z* ZR* iPa* iP* ZG* 

23.11.2011 

Winter buds 10,0±0,5 0   55,4±2,4   18,4±0,8 0 

Rhizomes 0,0   23,4±1,1   13,4±0,6     6,2±0,3 10,3±0,4 

21.12.2011 

Winter buds   8,7±0,4   16,8±0,8 188,8±9,3     4,9±0,2 27,6±1,3 

Rhizomes 19,1±0,8   17,9±0,8   12,2±0,5   12,1±0,5 19,1±0,8 

22.03.2012 

Winter buds   70,0±3,1   36,5±1,3   11,3±0,5   12,4±0,5 20,1±1,0 

Rhizomes 119,0±5,7   62,3±2,9 0     2,4±0,1 0 

3.04.2012 

Underground shoots 

with strobiles 

139,2±6,7   60,8±2,9 0   41,5±1,9 25,7±1,1 

Rhizomes 140,4±6,9   45,1±1,9 0   11,9±0,4 28,6±1,1 

13.04.2012 

Internodes with fronds 

rings 

0 0   87,7±4,2     2,6±0,1 11,0±0,5 

Strobiles 0 137,9±6,7 0 0 22,2±1,1 

Rhizomes 194,2±9,5   38,3±1,9 0 182,3±8,9   8,8±0,4 

* Z – Zeatin, ZR - Zeatin riboside, iPa – Isopentenyladenosine,    iP – Isopentenyladenine, 

  ZG – Zeatin-O-glucoside 

 

Both the winter bud and rhizomes contained a low cytokinin levels at the very beginning of 

plant transition to the quiescent state (November) with the predominance of isopentenyladenosine 

(Table 1). Later on (December) the total cytokinins content increased. Isopentenyladenosine re-

mained the most abundant cytokinin in the winter bud. Some cytokinins amount was stored in the 

form of zeatin-O-glucozide. These data showed the presence of certain metabolism of cytokinins in 

E. arvense tissues even in a cold winter time. Levels of zeatin and zeatin riboside increased consid-

erably whereas isopentenyladenine and isopentenyladenosine content decreased in spring (March). 

At that time the amount of Z-type cytokinins was about twice more in rhizomes than in winter buds. 

This indicates that E. arvense root system is capable of producing cytokinins like that of higher vas-

cular plants [10]. Thus, it can be assumed that root functions associated with the cytokinins produc-

tion emerged in plants at the beginning of evolutionary development and are preserved till now. In 

April the winter bud transformed into young growing sporophyte appearing over ground. By this 

time Z-type cytokinins and zeatin-O-glucozide accumulation occurred whereas isopentenyladeno-

sine disappeared. When sporophyte growth intensified (in the middle of April) zeatin was not there 

detected. At this time we found a considerable content of zeatin riboside in strobile and isopen-

tenyladenosine – in internodes with fronds rings. A high cytokinins level was maintained in rhi-
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zomes. The above data are in agreement with the results of our previous work [8] where we have 

established that conjugated cytokinins are dominant in growing E. arvense organs. 

Conclusion 

The results obtained support the assumption about a regulatory role of cytokinins in the vas-

cular cryptogamous plant E. аrvense. Both free and bound cytokinins were found to be present in 

different plant parts during quiescent period. Fluctuations in their content indicated that some meta-

bolic changes directed at the support of active and rapid sporophyte growth in the early spring were 

present. 
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Введение 

Одним из важнейших свойств растений является способность к регенерации in vitro из 

недифференцированных соматических тканей с получением нормальных, фертильных орга-

низмов. Такое свойство тотипатентности позволяет получать трансгенные растения через 

культуру тканей [1]. В современном мире генно-модифицированные растения используется 

как в практике сельского хозяйства, так и в научных целях. Поэтому очень важна разработка 

способов эффектиной регенерации растений in vitro. 

Ранее нами были проведены исследования по влиянию ауксиновых и цитокининовых 

фитогормонов на органогенез гороха из листовых эксплантов [2]. Были получены регенеран-

ты из целых листовых эксплантов гороха на средах с различными цитокининами (6-

фурфуриламинопурином (кинетином), 6-бензиламинопурином (6-БАП) и 6-γ,γ-

диметилаллиламинопурином (2-иП)) и ауксинами (2,4- дихлорфеноксиуксусной кислотой 

(2,4-Д), α-нафтил-уксусной кислотой (НУК)). Наилучший результат был показан для среды 

кинетин/НУК и 6-БАП/НУК в концентрации 1/0,1 мг/л. Цитологические исследования, пока-

зали, что морфогенез побегов шел по пути органогенеза. 

Известно, что на морфогенез растений in vitro оказывают влияние как соотношение фи-

тогормонов в среде, её минеральный состав, физические факторы: освещенность, влажность, 

температура культуральной комнаты, так и размер экспланта [3]. 

Поэтому целью наших исследований стало изучение влияния размера экспланта на об-

разование побегов in vitro для растений гороха (Pisum sativum L.) сорта Альбумен. 

Материалы и методы 

Индукция образования побегов на листовых эксплантах гороха разного размера прово-

дилась на среде Мурасиге-Скуга (МС) [4] с содержанием 6-БАП или кинетина и α-нафтил-

уксусной кислоты НУК. Цитокинины и ауксины присутствовали в среде в концентрациях 1 и 

0,1 мг/л, соответственно. В качестве эксплантов для образования побегов гороха использова-

ли листья 6 размеров (рис. 1). Экспланты высаживали на питательную среду по 10 штук в 3 

повторностях, после чего культивировали в условиях 16/8 фотопериода при освещении 4 кЛк 

и температуре 24°С. Наблюдение проводили в течении 6 недель. 

 
Рисунок 1 - Различные размеры листовых эксплантов гороха (черным выделены обла-

сти эксплантов, которые помещали на среды для регенерации)  

Figure 1 - Pea leaf explants (explants placed on regeneration media are coloured in black) 

mailto:ageyevamaria@gmail.com
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Pisum_sativum&action=edit&redlink=1
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Результаты и обсуждение 

На исследуемых средах происходило образование одного побега на эксплант в месте 

основания листьев. Наибольшее количество регенерантов (36,7%) было получено на среде 6-

БАП/НУК для эксплантов типа А (целые листья). Несколько меньший выход (30,7%) наблю-

дался у эксплантов типа Б на среде кинетин/НУК. У остальных эксплантов гороха на иссле-

дуемых средах уровень регенерации был невысоким. Отмечено, что экспланты типов Г, Д и 

Е давали в среднем 15% побегов. Возможно, такой результат связан с повреждением зоны 

регенерации у листа гороха. Через 6 недель образованные побеги пересаживали для элонга-

ции и микроразмножения.  

Также в 1985 году De K.K. и Roy S.C. получили регенерацию побегов из сегментов 

эпикотиля гороха сорта Early Wonder. Наиболее эффективной средой для образования каллу-

са из эпикотиля была МС с НУК/6-БАП или НУК/кинетин в соотношении 2/0,5 мг/л соответ-

ственно, а для дальнейшей инициации морфогенеза побега из каллусной массы – среда МС, 

содержащая  ИУК и 6-БАП в соотношении 0,2/5 мг/л.  

Выводы 

Таким образом, на целых листьях гороха морфогенез побегов эффективнее происходит 

на среде МС с 6-БАП/НУК в концентрации 1/0,1 мг/л, а на половинах листа без повреждения 

зоны регенерации – на среде МС с кинетин/НУК в концентрации 1/0,1 мг/л.  

Кроме того, в настоящее время проводятся исследования по влиянию соотношений раз-

личных концентраций цитокининов и ауксинов в среде на регенерацию гороха из листовых 

эксплантов, подобным образом планируется увеличить выход регенерированных побегов. 
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THE EFFECT OF LEAF EXPLANT SIZE AND PHYTOHORMONE RATIO 

IN MEDIA ON PEA ORGANOGENESIS IN VITRO 

Аgeeva М., Brilkina А. 

 

pea, organogenesis, shoot, regeneration, type of explants, phytohormones 

 

Effects of leaf explant size and phytohormone ratio in nutrition media on pea organogenesis 

in vitro were studied. The most effective media for whole leaves was MS with 6-BAP/NAA (in 

concentration 1/0.1 mg/l) and for half of leaves with undamaged regeneration area it was MS with 

kinetin/NAA (in concentration 1/0.1 mg/l). Morphogenesis level for leaves with damaged regenera-

tion area was low.  
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Введение 

Засоление почвы, загрязнение ее органическими и неорганическими веществами, де-

фицит минеральных элементов, эрозия и другие стрессовые эдафические факторы являются 

причинами снижения плодородия почв повсеместно в мире. Это, соответственно, приводит к 

уменьшению продуктивности ценных и полезных растений, тем самым препятствует успеш-

ному развитию сельского хозяйства и представляет угрозу для здоровья человека. Решение 

проблемы деградированных почв является одной из актуальных задач и в Азербайджане.  

Значительную часть агроэкосистем в республике занимают почвы, засоленные в ре-

зультате активности природных процессов и техногенной деятельности. Кура-Аразская низ-

менность, являющаяся одним из важнейших сельскохозяйственных регионов и занимающая 

46,7 % всех поливных земель страны, также страдает от средней и сильной засоленности и 

загрязнения почв тяжелыми металлами (ТМ) [1, 3, 6]. Это типично аридная-полуаридная зо-

на и в то же время крупнейший регион орошаемого земледелия, основная хлопковая, кормо-

вая и зерновая база Азербайджана. Степень засоления грунтовых вод здесь повышена, дости-

гая 10-50 г/л, а иногда 100 г/л [1], что приводит к еще большему увеличению содержания со-

лей на поверхности почвы. В результате значительная территория этого массива преврати-

лась в маргинальные деградированные земли, не пригодные для сельскохозяйственного ис-

пользования.  

Применение различных агротехнических и мелиоративных подходов для удаления со-

лей и других токсикантов из почв в силу своей дороговизны и длительности не всегда оправ-

дано в местных условиях. Развитие более эффективных, экономически выгодных фитотехно-

логий как альтернативный биологический подход в последние десятилетия занимает основ-

ное место в решении данной проблемы. Попытки применения этих подходов в аридных и 

пустынных регионах Центральной Азии дали успешные результаты [13]. Цель работы – вы-

явить потенциал галофитов Кура-Аразской низменности для реабилитации ее деградирован-

ных почв.  

Материалы и методы  

Полевые исследования по изучению состояния растительности, формирующейся в раз-

личных экологических условиях Кура-Аразской низменности, проводились маршрутным ме-

тодом с использованием современных фитоценологических методик [7]. 

Результаты и обсуждение  

Территория Кура-Аразской низменности, где доминируют солеустойчивые травы и ку-

старники, охотно поедаемые скотом, интенсивно используется как зимние пастбища. Мони-

торинг современного состояния аридных и полуаридных зимних пастбищ был проведен в 

одном из наиболее засоленных и загрязненных регионов Кура-Аразской низменности – в 

Кюрдамирском районе. Результаты выявили, что доминантными галофитами здесь являются 

виды Salsola nodulosa (Mog) Ilin, Salsola dendroides Pall, Halostaсhys сaspiсa (Biob). S.A. Mey, 

Sueda dendroides (C.A. Mey) Mog, Artemisia frаgrans L., Atriplex tatarica L., Tamarix 

ramosissima Ldb. и др. Большие территории на деградированных почвах низменности заняты, 

в основном, пустынным (Salsoletum nodulosae) и полупустынным (Salsoletum dendroides и 

Artemisetum lerchiana) типами растительности. В горной солянковой ассоциации Salsoletum 
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nodulosae доминантным видом оказалась Salsola nodulosa, сопровождаемая злаковыми (19%) 

и другими травами. В ассоциации Salsoletum dendroides доминирующим и суб-

доминирующим видами являются, соответственно, Salsola dendroides с проектным покрыти-

ем в 15% и Нalocnemum strobilaceum в 13%. Salsola ericoides и Suaeda microphylla встречают-

ся довольно редко. Доминирующим видом в сообществе Artemisetum lerchiana выявлена 

Artemisia fragrans, обладающая значительным проектным покрытием на слабо засоленных 

участках. Согласно литературным данным, здесь также преобладают сухие степи и 

полупустыни с эфемерами, солянками и полынями, с солянко-полынными ассоциациями на 

сероземах и серо-коричневых почвах, злаково-полынными, бородавчатыми ассоциациями на 

темных серо-коричневых почвах [4, 5]. 62% видов только из семейства Chenopodiaceae, ши-

рокораспространенного на Кура-Аразской низменности, идентифицируются как галофиты. 

Большинство из этих видов являются ценными кормовыми растениями, отличающимися вы-

соким содержанием первичных и вторичных метаболитов, определяющих их перспектив-

ность для создания пастбищ, устойчивых к различным экстремальным факторам. 

Галофиты, как известно, не только хорошо адаптируются даже к высокой засоленности, 

но способны аккумулировать высокие уровни ионов натрия и хлора в своих надземных орга-

нах, не проявляя симптомов токсичности. Морфо-физиологические особенности этих расте-

ний, такие как суккулентность, наличие волосков на листьях и стеблях, солевых железок и 

головок, трихом и утолщенной кутикулы листьев, уменьшение количества устьиц, секве-

страция и компартментация ионов Na
+
 и Cl

-
, а также их детоксикация в вакуолях, осморегу-

ляция с помощью синтеза совместимых осмопротекторов, синтез стрессовых белков и анти-

оксидантных ферментов и т. д., определяют специфические механизмы их устойчивости. Эти 

галофиты, а также ряд других солеустойчивых видов и ценных кормовых растений обладают 

генетическим потенциалом для удаления, деградации, метаболизации и иммоболизации ши-

рокого спектра загрязнителей из почв [13].  

Роды Salsola, Suaeda и др., обладающие суккулентной структурой, являются солеакку-

мулирующими растениями, концентрация ионов Na
+
 и Cl

-
 в их вакуолях обычно значительно 

превосходит их содержание в наружной среде и равна или превышает содержание в морской 

воде [12]. Особая аккумуляционная способность к солям отмечена у видов Suaeda (C.A.Mey) 

Mog, которые могут уменьшать содержание ионов солей в почве, удаляя их из нее (до 1088,6 

кг с акра за сезон) и таким образом приводят почву в пригодное для культивирования 

состояние [8]. Atriplex L. с помощью специальных волосков на стеблях и листьях локализует 

большое количество соли в своем организме. Это растение зарекомендовало себя не только 

как гипераккумулятор NaCl, но и как аккумулятор ТМ (Pb, Zn, Cd), загрязняющих засолен-

ные почвы [9]. Виды Tamarix L. обладают солевыми железками, через которые листовые 

ткани экскретируют на листовую поверхность как ионы Cl, так и Cd, Zn, Cu и Pb, поглощен-

ные из почв [10]. Растения Artemisia L., толерантные к широкому кругу стрессовых факторов 

(засуха, засоление, высокая температура, различные органические и неорганические поллю-

танты) и обладающие высокой аккумуляционной способностью к Cd, Zn, Cu и Pb, могут 

быть использованы для оздоровления деградированных земель [2, 6]. Таким образом, гало-

фиты, отличающиеся от гликофитов и своей устойчивостью к ТМ и накапливающие их в 

больших количествах в своих тканях, считаются потенциально идеальными растениями для 

фитоэкстрации или фитостабилизации засоленных почв и почв, загрязненных ТМ [6, 10-12, 

13].  

Инновационная стратегия основывается на соответствующем отборе растений, успеш-

но растущих и продуцирующих семена в засушливой и засоленной среде, обладающих высо-

кой скоростью накопления биомассы в корнях и надземных частях, глубокой корневой си-

стемой и устойчивостью к высоким pH, засолению и засухе. Эти дикие металлогалофиты мо-

гут быть введены в практику реабилитации почв вокруг корневых зон растений и увеличения 

экономической продуктивности сельскохозяйственных культур. 
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POTENTIAL OF HALOPHYTES FOR REHABILITATION OF MARGINAL LANDS OF 

KUR-ARAZ LOWLAND 

Ali-zade А.M., Shukurov E.S., Jafarova A.B., Alirzayeva E.G., Shirvani T.S. 

 

halophytes, salt-affected soils, rehabilitation, Kur-Araz lowland  

 

Monitoring of modern status of the vegetation in the Kur-Araz lowland by means of phyto-

coenological methods revealed that dominant halophytes here are Salsola nodulosa (Mog) Ilin, 

Sueda dendroides (C.A. Mey) Mog, Artemisia frаgrans L., Atriplex tatarica L., Tamarix 

ramosissim etc. These plants possessing a high capacity to accumulate ions of salt and HM can be 

used for the rehabilitation and restoration of marginal lands of lowland.  
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изолированные органы, черенки, укоренение, эпибрассинолид, NaCl, CuSO4 

 

Введение 

Брассиностероиды – наиболее поздно выделенная и интенсивно изучаемая группа природных 

регуляторов, обладающая широким спектром физиологической активности, способностью повы-

шать устойчивость растений к различным неблагоприятным факторам: низким температурам, засу-

хе, засолению, некоторым болезням [1 ,2]. Широко известна их роль в повышении роста и продук-

тивности растений. Встречаются и сведения о влиянии брассиностероидов на рост и продуктивность 

[2, 3]. Менее изученным остается вопрос о возможной защитной роли в условиях действия тяжелых 

металлов и об их влиянии на процессы регенерации [4]. Целью данной работы была конкретизация 

роли эпибрассинолида в реакции укореняющихся черенков растений на действие NaCl и CuSO4. 

Материал и методы 

Материалом для исследований служили черенки колеуса – Coleus x hybridus (Coleus blumei 

Benth.), абутилона (Abutylon x hybridum hort), фасоли - Phaseolus vulgaris L , сои - Soja hisdida Moench 

и маша - Vigna radiata L., семена и черенки редиса - Raphanus sativus L. 

У редиса, фасоли, сои и маша использовали гипокотильные черенки проростков, у колеуса и 

абутилона – облиственные стеблевые черенки. Культивирование черенков проводили в водной 

культуре с предварительной обработкой раствором эпибрассинолида (ЭБ) («Эпин-экстра» фирмы 

НЭСТ-М, разведение 0.01 – 0.05 % , срок предобработки – 24 ч). Часть черенков после обработки 

эпином переносили в растворы хлорида натрия или сульфата меди. Семена редиса проращивали в 

чашках Петри на фильтровальной бумаге, смоченной раствором CuSO4 (1мМ) или водой. Часть се-

мян предварительно замачивали в растворах эпина. Состояние черенков оценивали по выживаемо-

сти, общей укореняемости, срокам развития корней и величине ризогенной зоны (участка черенка, 

покрытого корнями), семян – по темпам прорастания и размерам проростков.  

Результаты и обсуждение 

Гипокотильные черенки фасоли, сои и маша отличались по реакции на засоление среды хло-

ридом натрия. Наибольшую чувствительность проявили черенки маша, они отмирали без укорене-

ния в растворах с наиболее низкой концентрацией NaCl. Большую устойчивость проявили черенки 

сои и фасоли, выживаемость и укореняемость в условиях засоления у них превышала соответству-

ющие показатели черенков маша. Так, в растворе 20 мМ на 12-е сут. опыта выживало 40% черенков 

сои, 20% - фасоли, а у маша к этому сроку все черенки отмирали. Выше была и общая укореняе-

мость черенков сои. Этот показатель составил для сои, фасоли и маша в растворе 20 мМ – 60%, 40% 

и 0%, а в растворе 10 мМ – 70,% 55% и 20% соответственно. ЭБ повышал выживаемость и укореня-

емость как контрольных, так и культивируемых в растворах NaCl черенков фасоли, сои и маша 

(табл. 1). У предобработанных изолированных структур наблюдали закладку большего количества 

боковых корней, чем в контроле. Активный ризогенез наблюдался во всех вариантах, однако в усло-

виях засоления только при предобработке ЭБ он сопровождался повышением продолжительности 

жизни и выживаемости. Укореняемость контрольных черенков фасоли при предобработке ЭБ в кон-

троле (без засоления среды) возросла с 75 до 100%, а в растворе NaCl – с 55 до 65% при его концен-

трации 10 мМ, с 40 до 55 % - при 20 мМ. Даже при более высокой концентрации (40 мМ) наблюда-

лось ослабление эффекта действия хлорида натрия. У маша при повышении засоления укоренялись 

только черенки, предобработанные ЭБ. 
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Таблица 1 - Реакция гипокотильных черенков бобовых на растворы NaCl после предобработки ЭБ 

Table 1 - Reaction of hypokotil cutting legumes to NaCl after pretreatment of epibrassinolide 

Вариант Выживаемость на 12 сут,% Средняя ПЖ, сут. Общая укореняемость,% 

соя фасоль маш соя фасоль маш соя фасоль маш 

1а   80   75 20 24 16 12   90   75 60 

2а 100 100 50 24 20 12 100 100 80 

1б   90   60   5 26 13 11   70   55 20 

2б 100   90 10 26 16 12   90   65 35 

1в   40   20   0 23   9   9   60   40   0 

2в   90   80   0 23   9 11   80   55 10 

1г   40     0   0 23   9   9   40   35   0 

2г   75   20   0 23   9 10   50   45   0 

Примечание. Здесь и в табл. 2: обозначения вариантов - предобработка: 1 – Н2О, 2 – ЭБ; культиви-

рование: а – H2O, б-г  –  NaCl 10, 20, 40 мМ.  

 

Предобработка черенков колеуса эпином ускоряла развитие корней, они быстрее завершали 

полное массовое укоренение. У необработанных черенков сроки ризогенеза оказались более растя-

нутыми. У абутилона в варианте с эпином укореняемость достигла 100% и увеличивалось количе-

ство корней на 1 черенок (с 5 до 9), хотя на размеры корней и величину ризогенно-активной зоны 

обработка не влияла независимо от объекта (табл.2). 

Таблица 2 - Влияние эпина на укореняемость черенков колеуса (А) и абутилона (Б) в условиях 

засоления 

Table 2 - Influence on the rooting of cuttings of Coleus (A) and Abutilon (B) in saline conditions 

Вариант Укореняемость, % Число корней на 

1 черенок, шт. 

Максимальная 

длина корня, 

мм 

Ризогенная 

зона, мм 

1 2 3 1 2 3 

А               1а 30 60 100 11 12 30 14 30 

2а 75 100 100   2   6 60 11 32 

1б 20   55 100   6   9 30 12 30 

2б 60  70 100   4   7 40 13 30 

Б               1а 30  45   60   1   5 5 14 62 

2а 30  50 100   1   5 9 10 30 

1б   0  15   25 -   1 1   3   8 

2б   0   0     5 - - 1   1   5 

1д   0 10  15 -   1 2   1 10 

2д   0   0  10   0 - 1   1   5 

 

Черенки колеуса развивали корни и при засолении среды, но с задержкой. Обработка эпином 

ускоряла темпы ризогенеза и снижала отрицательный эффект хлорида натрия. Абутилон оказался 

менее устойчивым к засолению. Лучший результат укоренения наблюдали при обработке ЭБ, хотя 

не удавалось ослабить эффект полулетальных и летальных концентраций соли (50 мМ).  

Защитная роль ЭБ при действии медного купороса изучена на проростках и черенках сортов 

редиса (сортов «РБК» (розово - красный с белым кончиком) и «18 дней»). Более выраженными были 

различия контрольных и опытных вариантов по биомассе проростков и размерам корней. Так, у сор-

та 18 дней масса проростков в контроле составила 164, при обработке эпином – 203 мг. Эти же пока-

затели у проростков семян, проращиваемых в растворе сульфата меди, составили 149 и 300 мг соот-

ветственно. У сорта РБК подобная картина наблюдалась при сравнении размеров корней, по их 

биомассе различия были менее выражены. Некоторое ослабление отрицательного действия медного 

купороса отмечено у черенков с предобработкой эпином (табл. 3). 
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Таблица 3 - Влияние медного купороса и ЭБ на состояние проростков (1) и черенков (2) сортов 

редиса  

Table 3 - Influence of copper sulfate and epibrassinolide on the state of germs (1) and cuttings (2) va-

rieties of radish 

Варианты Всхо-

жесть, 

% 

Укореня-

емость, 

% 

Биомасса, 

мг 

Длина  корня, 

мм 

Длина надзем-

ной части, мм обра-

ботки 

культиви- 

рования 
1 2 1 2 1 2 1 2 

РБК 

Н2О Н2О 100 100 118 105 30 21 25 30 

ЭБ Н2О 100 100 111 107 33 25 36 30 

Н2О CuSO4   80  70 104   85 37 17 24 28 

ЭБ CuSO4   90   80   96   92 40 20 28 29 

18 дней 

Н2О Н2О 100 100 164 110 75 31 25 18 

ЭБ Н2О 100 100 203 115 44 36 45 21 

Н2О CuSO4   94   65 149 101 33 27 45 14 

ЭБ CuSO4   88   57 300 106 37 30 57 17 

 

В целом сравнение разных показателей жизнеспособности черенков свидетельствует о воз-

можности использования ЭБ для ослабления действия засоления и тяжелых металлов на растения и 

изолированные органы. При этом реакция черенков и проростков на действие хлорида натрия мед-

ного купороса, как и  предобработку гормоном, оказывается видо- и сортоспецифичной. Показанная 

возможность повышения жизнеспособности черенков, наблюдаемая как в благоприятных условиях 

культивирования, так и при стрессе, имеет и практическое значение и нуждается в проверке на 

трудноукореняемых черенках древесных растений.  
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Brassinosteroids - a group of natural regulators capable of improving the growth and productivity of 

plants, their resistance to various adverse factors. The aim of this work was to specifying the role of 

epibrassinolide on reaction of rooting cuttings plants to NaCl and CuSO4. The comparison of different indi-

cators of viability cuttings indicates the possibility of the use of epibrassinolide to reduce the effects of salini-

ty and heavy metals on plants and isolated organs.  
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Неоттианта клобучковая (Neottianthe cucullata (L.) Schlechter) – представитель семей-

ства орхидные (Orchidaceae). Внесена в Красную книгу Республики Мордовия [1], Россий-

ской Федерации [2] и РСФСР [3]. Категория редкости 2 – уязвимый вид. На территории 

Мордовии зарегистрирована в Большеберезниковском, Темниковском и Ичалковском райо-

нах [4]. Лимитирующими факторами для неоттианты клобучковой являются: вырубка корен-

ных лесов, антропогенное воздействие, нарушающее лесную подстилку и травостой, небла-

гоприятные климатические условия [1]. 

Интерес к культивированию орхидей определяется как декоративными свойствами, так 

и проблемой сохранения их биоразнообразия. Наряду с традиционными методами сохране-

ния растений ex situ, применение культуры изолированных тканей и органов становится все 

более распространяющимся. Метод культур тканей, или размножение in vitro, исключитель-

но удобен для быстрого размножения и сохранения здоровых растений [5].  

Одним из важных этапов введения в культуру in vitro является стерилизация посадоч-

ного материала, так как это влияет на инфицированность и жизнеспособность эксплантов. 

Целью нашей работы было изучить влияние режима стерилизации на инфицированность и 

жизнеспособность эксплантов Neottianthe cucullata (L.) Schlechter.  

Для стерилизации использовали следующие стерилизующие агенты: 0,1% КMnO4, 70% 

этанол, 6% хлорамин, 50% Domestos. Стерилизацию кусочков корневищ проводили по двум 

схемам. Первая включала в себя промывку объектов проточной водой, затем мыльным рас-

твором, ополаскивание в дистиллированной воде и экспозицию в 0,1% KMnO4 (25 мин.), 70% 

этаноле (1–2 мин.), 6% хлорамине (15–20 мин.). Во втором случае стерилизацию осуществ-

ляли по той же схеме, но 6% хлорамин был замещен на 50% Domestos (25 мин.). Посадку 

эксплантов проводили на агаризованную (0,7%) среду по прописи Мурасиге и Скуга (pH 5,6–

5,8), дополненную 1,5 мг/л индолилуксусной кислоты (ИУК) и 2,5 мг/л 6-

бензиламинопурина (6-БАП). Культивирование эксплантов осуществляли в пробирках при 

естественном освещении и температуре 23–25 ºС.  

В ходе проведения эксперимента получены следующие результаты. Комбинация 0,1% 

КMnO4 (25 мин) + 70% этанол (1 мин) + 6% хлорамин (15 или 20 мин) показала процент ин-

фицированности эксплантов 76 и 63% при времени экспозиции 15 и 20 минут, соответствен-

но. В то же время комбинация 0,1% КMnO4 (25 мин) + 70% этанол (1мин) + 50 % Domestos 

(25 мин) привела к резкому снижению инфицированности эксплантов (до 9%).  

Второй характеристикой, указывающей на эффективность режимов стерилизации, яв-

ляется жизнеспособность эксплантов, которую оценивали по внешнему виду эксплантов, 

морфогенезу и последующему росту. Максимальное количество жизнеспособных эксплантов 

(91%) зафиксировано в варианте стерилизации с использованием 0,1% КMnO4 (25 мин) + 

70% этанола (1мин) + 50 % Domestos. В дальнейшем, после появления каллусной ткани 

и/или органогенеза, будет проведена регенерация растений и их клональное размножение.  

Таким образом, при введении Neottianthe cucullata в культуру in vitro более эффектив-

ной оказалась комбинация 0,1% КMnO4 (25 мин) + 70% этанол (1мин) + 50 % Domestos (25 
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мин), которая позволила получить максимальное количество жизнеспособных эксплантов с 

минимальной инфицированностью.  
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IN CULTURE IN VITRO 

Andryushechkina G.V., Fateeva E.V., Mokshin E.V., Lukatkin A.S. 

 

Neottianthe cucullata, Orchidaceae, in vitro, Murashige and Skoog medium, sterilization, viability 

 

Neottianthe cucullata (L.) Schlechter is a species from Orchidaceae, included in Red Book of 

the Mordovia Republic as well as in Red Book of the Russian Federation, with category 2 - a vul-

nerable species. The effect of N. cucullata sterilization was studied on the explants (fragments of 

rhizomes) infection and viability. As a sterilizing agent was used 0,1% KMnO4, 70% ethanol, 6% 

chlorine amine, 50% Domestos. At N. cucullata introduction to the culture in vitro was noted more 

effective combination of 0,1% KMnO4 (25 min) + 70% ethanol (1 min) + 50% Domestos (25 min), 

which allowed to obtain the maximum number of viable explants with minimal infection. 
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трансгенные растения, ультраструктура органоидов, эпидермис, gfp, aadA, recA, FeSOD1, 

OsMyb4, ∆-12-ацил-липидная десатураза 

 

Введение 

Одним из ключевых этапов генетической трансформации растений является отбор транс-

формированных клеток, тканей и, соответственно, растений при помощи маркерных и/или се-

лективных генов. Кроме того, они существенным образом упрощают проведение отбора в по-

следующих поколениях, а также, в ряде случаев, позволяют проводить прижизненную оценку 

экспрессии. Все методы оценки представляют собой визуальную идентификацию преимуще-

ственно по изменению окраски как с использованием субстратов, так и без них, а также сохра-

нению, либо потере жизнеспособности. В настоящее время используется более 50 таких генов 

[1]. Наиболее часто для отбора трансгенных растений используют гены, придающие устойчи-

вость к антибиотикам или гербицидам, либо маркерные гены, например, gfp и uidA. В экспери-

ментах по трансформации, в которых интегрируемый ген должен экспрессироваться в опреде-

ленном компартменте клетки, используются селективные и маркерные гены с измененным со-

ставом кодонов, и снабженными регуляторными последовательностями для функционирования 

генетического аппарата в этих органоидах, или гены, приводящие к изменению функциональ-

ных особенностей компартмента, например, придающие растениям золотистую окраску [2]. В 

связи с этим, важным представляется изучение изменений структурно-функциональных харак-

теристик листа, влияющих на наиболее значимые процессы жизнедеятельности растения – фо-

тосинтеза, дыхания, транспирации и других. Целью настоящей работы было выявление влияния 

экспрессии маркерных, селективных и целевых генов на цитологические характеристики и 

структурную организацию митохондрий и пластид в клетках тканей листа. 

Материалы и методы 

Растительный материал. Объектом исследований служили трансгенные растения: 

транспластомные растения N. tabacum L., содержащие в хлоропластном геноме кассету экс-

прессии с селективным геном aadA
au

 [2]; B. napus L., экспрессирующие гены gfp и OsMyb4 

[3]; S. tuberosum L., экспрессирующие гены recA и ∆-12-ацил-липидной десатуразы [4]; N. 

tabacum L. и S. lycopersicum L., экспрессирующие гены nptII и FeSOD1 [5]. 

Анализ поверхности нижнего и верхнего эпидермиса листа. В работе использовали 

фрагменты срединной части 3-го листа (1-1,5 см
З
) контрольных, трансгенных и транспластом-

ных растений. На верхнюю или нижнюю сторону листовых высечек наносили 1,5% парлодия, 

растворенного в амилацетате. После высушивания пленку закрепляли на предметном стекле и 

просматривали под световым микроскопом в фазовом контрасте при увеличении х10 и х20.  

Анализ ультраструктуры пластид мезофилла листа. Поперечные кусочки средин-

ной части листа контрольных, трансгенных и транспластомных растений фиксировали в 

2,5% растворе глутарового альдегида на 0,1 М фосфатном буфере Серенсена (рН 7,2) и 1% 

растворе OsO4. Образцы заключали в смолу по стандартной методике. Ультратонкие срезы 

контрастировали препараты уранилацетатом и цитратом свинца по Рейнольдсу. Исследова-

ние препаратов проводили на микроскопе Н-500 (Hitachi, Япония).  
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Результаты и обсуждение 

Ранее было установлено, что экспрессия ряда генов оказывает влияние на структурную 

организацию пластид [4,5]. Вопрос влияния маркерных и селективных генов остается не яс-

ным. Считается, что они не вызывают значительных структурных изменений. Нами установ-

лено, что использованные в работе гены aadA
au

, gfp, recA влияли на структуру клеток эпи-

дермиса, количество и расположение устьиц у трансгенных и транспластомных растений. 

Это свидетельствует о том, что экспрессия гетерологичных генов может существенно влиять 

на процессы фотосинтеза, дыхания и структурную организацию растительных тканей. Для 

ряда трансгенных линий, экспрессирующих маркерные и селективные гены, нами выявлено 

изменение ультраструктурной организации клеток тканей листа. Однако в отличие от транс-

генных растений, экспрессирующих как маркерные/селективные, так и целевые гены, изме-

нения у растений, экспрессирующих только маркерные или селективные гены, не приводили 

к кардинальной перестройке субкомпартментов исследовавшихся клеточных органоидов.  

Работа выполнена при финансовой поддержке грантов РФФИ № 13-08-01323 а, 13-08-01248. 
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CYTOLOGICAL EFFECTS OF EXPRESSION HETEROLOGICAL GENES 

IN TRANSGENIC PLANTS 

Baranova E.N., Khaliluev M.R., Danilova S.A., Kurenina L.V., Gulevich A.A., 

Yur'eva N.O., Raldugina G.N. 

 

transgene plant, ultrastructure of organelles, epidermis, gfp, aadA, recA, FeSOD1, OsMyb4, Δ-12-

acyl-lipid desaturase 

 

The effect of heterologous genes leading to changes in the structural organization of the cells 

of the lower and upper epidermis and ultrastructure of organelles in the mesophyll cells of leaves of 

transgenic plants of tobacco, tomato, canola, and potato expressing the different selectable marker 

genes and the genes of interest was studied. Some selective and marker genes had a significant im-

pact on the structural organization of cell organelles. 

  

http://link.springer.com/search?facet-author=%22E.+K.+Serenko%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+I.+Balachnina%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22A.+A.+Kosobruhov%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22L.+V.+Kurenina%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22A.+A.+Gulevich%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22A.+N.+Maisuryan%22


172 

 

УДК 581.19 

РАЗМНОЖЕНИЕ МЕСТНЫХ СОРТОВ ВИНОГРАДА В КУЛЬТУРЕ IN VITRO 

Бободжанова Х.И., Абдулалишоева С.Ф., Бабаева С.Х., Ясаулова Ш.К. 

 

Таджикский национальный унверситет, проспект Рудаки 17, г. Душанбе, 734025, 

Таджикистан, E-mail: bobojankh_7@bk.ru 

 

виноград, культура in vitro, клональное микроразмножение 

 

Введение 
Таджикистан считается одним из центров происхождения и разнообразия винограда 

(Vitis vinifera L.) по Н.И. Вавилову [1] и в стране выращиваются самые разнообразные по 

биологии и хозяйственно-ценным свойствам, назначению и срокам созревания сорта вино-

града. Всего на территории страны произрастает более двух тысяч сортов, ряд из них явля-

ются аборигенами различных районов республики. Среди них наиболее известны такие сорта 

как – Тагоби, Сохиби, Чиллаги черный, Худжанди – в Ходженте, Чиллаги белый и Ангури 

калон (Нимранг) – в Истаравшане, Расми и Хамирак – в Раште, Лаъл, Мухчилони, Джаус бе-

лый (Султони) – в Гиссаре, Ангур сафеди, Лаъли хуша дароз, Ангури чочи шутур – в Куляб-

ской зоне, Ангури сиёх шаартузский – в Нижнекофарнихонской долине и ряд других [2].  

С целью сохранения генетического разнообразия сортов винограда в коллекции Центра 

биотехнологии собрано более 100 сортов и форм культуры. Среди них есть и сорта, получен-

ные таджикскими селекционерами, такие как Гиссарский ранний, Зариф, Миёна, Боботог, 

Зебо, Анзоб, и др. К сожалению, многие местные ценные сорта винограда представлены не-

сколькими кустами на коллекционных виноградниках или приусадебных участках, часть из 

них находится на грани исчезновения.  

Современные методы биотехнологии методы успешно используются для сохранения и 

воспроизводства представителей многих видов растений, в том числе ценного генофонда ви-

нограда. Морфогенез винограда в культуре in vitro характеризуется высокой видовой специ-

фичностью и разработанная методика не может быть эффективной для всех сортов. В связи с 

этим, цель настоящей работы заключалась в получении стерильной культуры жизнеспособ-

ных эксплантов местных сортов винограда. Важным моментом остается сохранение ста-

бильности морфо-физиологических особенностей и хозяйственно-ценных признаков сортов 

при оздоровлении винограда и многократном черенковании in vitro. 

Материалы и методы  
Объектами исследования служили сорта винограда местной селекции. В качестве исход-

ных эксплантов использовали апикальные и пазушные почки. Инициацию культуры in vitro 

проводили в апреле месяце, в начале вегетации винограда in vivo. Стерилизацию осуществляли 

по следующей схеме: 70%-ный этанол – 1 мин., 30%-ная перекись водорода – 10 мин., про-

мывка автоклавированной дистиллированной водой – 5 мин. Для размножения in vitro исполь-

зовали модифицированную среду Мурасиге-Скуга [3]. Условия культивирования:  освещение 

4000 тыс. Лк, температура - +23-25
о
С, влажность воздуха 70-80%, фотопериод 16/8 ч.  

Результаты и обсуждение 

Сотрудниками Центра биотехнологии в течении 2011-2014 гг. из различных регионов 

республики собрано более 100 сортов и форм винограда. Среди них есть и местные сорта, 

характеризующиеся разными сроками созревания. Коллекционный фонд имеет также сорта 

винограда, находящиеся на грани исчезновения. 

Применение методов биотехнологии для решения проблем обеспечения сертифицирован-

ным посадочным материалом имеет преимущества перед традиционно используемыми подхода-

ми. Широко используемый метод культуры in vitro является одним из наиболее эффективных ме-

тодов ускоренного размножения и производства исходного посадочного материала. Данный метод 

позволяет в короткие сроки получить материал, свободный от  вирусной инфекции в необходимом  
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Рисунок 1 - Развитие меристем винограда в микропобеги 

Figure 1 - Meristem development of grapes in microshoots 

 

                            
                           А                                                                         Б 

Рисунок 2 - Множественное побегообразование в культуре винограда 

Figure 2 - Multiple shoot formation in the grapes culture 

 

                       
Рисунок 3 - Корнеобразование  растения винограда 

Figure 3 - Rooting of grape plant 

 

                      
Рисунок 4 - Пробирочные растения винограда 

Figure 4 - Test-tube plants of grape 
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количестве и получить потомство, генетически идентичное исходному виду или форме. Однако 

для каждого растения разрабатываются свои методы и подходы, в том числе и для винограда. 

На данный момент в работу включены 44 сорта винограда. В результате проведенных 

исследований для всех объектов показана специфичность поведения эксплантов, которая ха-

рактеризуется разной степенью их выживаемости и способности к дальнейшему размноже-

нию в стерильных условиях. Очевидно, что для этих сортов следует тщательно отработать 

данный этап. В результате экспериментальных работ получена коллекция пробирочных рас-

тений, состоящая из 20 сортов винограда. 

                 
Рисунок 5 - Адаптация пробирочных растений винограда к почвенным условиям 

Figure 5 - Adaptation of test-tube plants of grape to soil conditions 

 

Заключение 
В серии экспериментов проведено оздоровление, введение в культуру in vitro, 

размножение и адаптация к естественным условиям прорастания растений винограда. Среди 

основных проблем следует отметить отсутствие разработанных методов культуры in vitro 

для так называемых «трудных» видов. Однако эти проблемы являются разрешимыми. Мно-

гообразие возможностей современной биотехнологии растений позволяют использовать их 

для получения достаточного количества посадочного материала, а также сохранения редких 

и исчезающих видов растений. 
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THE REPRODUCTION OF LOCAL GRAPE VARIETIES BY APPLICATION 

OF IN VITRO CULTURE 

Bobodzhanova Kh.I., Abdulalishoeva S.F., Babaeva S,Kh., Yasaulova Sh.K. 

 

grape, in vitro culture, micro propagation 

 

Application of biotechnological methods for propagation of grape varieties for conservation 

of genetic resources, as well as for production healthy planting material and accelerating the breed-

ing process have been proven by carrying out a set of experiments. A collection test-tube plants of 

20 varieties of grapes is created.  
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Введение 

Растения семейства Plantaginaceae Juss.  широко используются в производстве ряда ле-

карственных препаратов и являются источником биологически активных веществ (БАВ). В 

настоящий момент растения этого семейства насчитывают 4 рода и 260 видов [1]. Однако 

России в качестве источника БАВ, в основном, востребован только Plantago major (подо-

рожник большой). В медицине других стран наряду с P. major используются  другие виды, 

например, Plantago lanceolata L. и Plantago afra L.– в Великобритании, P. psyllium – в Аме-

рике и Японии.  

В Государственной Фармакопее Российской Федерации одним из критериев, согласно 

которому данное растение входит в разряд лекарственных, является высокая (не менее 12% 

от сухого веса) концентрация полисахаридов (ПС). Биологически активные свойства 

проявляют и другие вещества. Так листья P. major, кроме ПС, обогащены флавоноидами, ок-

сикоричными кислотами, иридоидами, а семена – сапонинами, углеводами, слизью и жир-

ными маслами. Все эти вещества обладают определенными лечебными свойствами. Напри-

мер, ПС оказывают терапевтический эффект при лечении язвенной болезни и выведении из 

организма солей тяжелых металлов, радионуклеидов [2]. Флавоноиды используются в каче-

стве антиоксидантов, регулирующих свободнорадикальные процессы и обладающие капил-

ляроукрепляющей (Р-витаминной) активностью в косметике и медицине. На сегодняшний 

момент современная медицина в терапевтических целях активно использует экстрактивные 

компоненты мембран, такие как фосфолипиды (ФЛ) [3].  

Из литературы известно, что филогенетически родственные виды часто содержат схо-

жие по своей химической структуре соединения, однако качественное и количественное со-

держание полезных веществ может значительно различаться. Это связанно с тем, что на рас-

тительный организм огромное влияние оказывает среда обитания. Отметим также, что под 

влиянием антропогенных воздействий наблюдается значительное уменьшение ресурсов мно-

гих видов растений в зоне распространения популяции. В этой связи становится необходи-

мым целенаправленный поиск новых источников БАВ в недостаточно изученных растениях. 

Цель работы – исследовать качественный и количественный состав не исследованных 

ранее представителей сем. Plantaginaceae. 

Материалы и методы 

Растения P. media L., P. major L., P. lanceolata L., P. stepposa Kupr., P. uliginosa F.W. 

Schmidt отбирали  на территории Национального парка «Самарская Лука», P. cornuti Gouan, 

P. salsa Pall. – на территории Сергиевского района Самарской области в июле 2012 г. в фазе 

цветения. В работе использовали листья, собранные с 12–15 растений. Из общей массы со-

ставляли три независимых биологических пробы (2–4 г сырой массы). Разделение и анализ 

ФЛ, глико – (ГЛ) и нейтральных липидов (НЛ) проводили по методам, описанным ранее [4]. 

Содержание ПС определяли гравиметрическим методом, предварительно обрабатывая рас-

тительное сырье хлороформом для удаления неуглеводных компонентов, витамин С – по ме-

тоду описанному в Государственной фармакопеи [5], фенольные соединения – гравиметри-

ческим методом после удаления хлороформом липофильных веществ и хлорофиллов [6], а 

содержание фотосинтетических пигментов – по методу Lichtenthaler [7].  
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Результаты и обсуждение 

Данные, приведенные в таблице, показывают, что общее содержание ПС в листьях рас-

тений варьировало в интервале 321,0–793,1 мг/г сухой массы, при этом максимальное их ко-

личество было обнаружено в листьях P. cornuti и P. salsa. Содержание фенольных веществ 

уменьшалось в ряду P. cornuti > P. uliginosa > P. salsa > P. major > P. lanceolata >  P. media > 

P. stepposa. Листья P. media характеризовались наиболее высоким содержанием витамина С 

(до 2 мг/г сухой массы). 

 

Таблица 1 - Содержание БАВ в листьях растений сем. Plantaginaceae  

Table 1 - Content  of BAS in the leaves of the family Plantaginaceae  

 

Установлено, что наибольшее количество хлорофиллов накапливалось в листьях P. 

major и P. cornuti. Кроме того, у P. cornuti отмечен высокий уровень каротиноидов. 

Суммарное содержание веществ липидной природы распределялось в порядке убыва-

ния: P. cornuti > P. salsa > P. lanceolata > P. media > P. stepposa > P. major > P. uliginosa. При 

этом, как показывают данные рисунка, больше всего ГЛ накапливали листья P. lanceolata, 

ФЛ – P. salsa, а НЛ – P. cornuti. 

 

 

 
Рисунок 1 - Содержание ГЛ, ФЛ, и НЛ в листьях сем. Plantaginaceae (мг/г сырой массы) 

I – P. media, II – P. major, III – P. lanceolata, IV – P. stepposa, V – P. uliginosa, VI – P. 

cornuti, VII – P. salsa. 

Figure 1 - Contents of GL, PL and NL in the leaves of the family Plantaginaceae (mg/g fresh 

weight) 

 

Выводы 

Таким образом, по суммарному содержанию проанализированных БАВ растения рас-

полагаются в следующем ряду: P. cornuti > P. salsa> P. major > P. uliginosa > P. media > P. 

lanceolata > P. stepposa. Полученные данные свидетельствуют о том, что исследованные ви-

ды растений могут быть рекомендованы в качестве альтернативного источника сырья для 

производства на их основе лекарственных препаратов. 
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Содержание БАВ, мг/г сухой массы 

полисахариды 
фенольные  

вещества 

витамин С хлорофиллы каротиноиды 

P. media   321,0±0,01 100,0±0,1 1,8±0,07   1,39±0,03 0,28±0,06 

P. major   535,6±0,01 132,2±0,5 0,5±0,05   1,65±0,02 0,32±0,02 

P. lanceolata   530,3±33,2 126,5±4,5 0,7±0,03   0,84±0,01 0,14±0,01 

P. stepposa   441,6±14,3   87,8±5,1 0,9±0,04   0,95±0,06 0,23±0,01 

P. uliginosa 613,9±4,0 165,7±5,5 1,2±0,04   0,71±0,12 0,16±0,01 

P. cornuti 793,1±7,4 169,4±1,0 1,5±0,02   1,93±0,02 0,55±0,02 

P. salsa   741,6±37,1 142,4±4,7 0,3±0,03 1,22±0,1   0,30±0,06 
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PHYTORESOURCE POTENTIAL OF PLANTS OF THE FAMILY PLANTAGINACEAE 

Bogdanova E.S., Rozentsvet O.A., Nesterov V.N. 

 

Plantaginaceae, pigments, lipids, polysaccharides, phenolic compounds 

 

There was studied qualitative and quantitative composition of some biologically active sub-

stances (BAS) in the plant leaves of the family Plantaginaceae, including pharmacopoeia P. major. 

According to the total content of BAS the plants are located in the following order: P. cornuti > P. 

salsa > P. major > P. uliginosa > P. media > P. lanceolata > P. stepposa. The researched types of 

plants can be recommended as an alternative source for the production of raw materials based on 

these drugs. 
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мериклоны картофеля, Azospirillum brasilense Sp 245, in vitro, ex vitro 

 

Введение 
Технология регенерации растений из апикальных меристем с их последующим микро-

клональным размножением in vitro широко используется в современной биотехнологии для 

производства генетически однородного, оздоровленного посадочного материала пищевых, 

технических и декоративных культур. Но существует потребность в оптимизации данного 

метода в направлении усиления темпов роста микроклонов растений, а также повышения 

приживаемости полученных регенерантов после высадки в почву (ex vitro) (Деменко 2011). 

Актуальным является совершенствование технологии микроклонального размножения рас-

тений с использованием ассоциативных ростстимулирующих бактерий, к которым, в частно-

сти, относятся бактерии рода Azospirillum. Установлено, что азоспириллы способны не толь-

ко увеличивать продуктивность сельскохрзяйственных растений in vivo (Bashan 2010; Fibach-

Paldi 2012), но и усиливать рост и развитие микроклонов, в частности, картофеля in vitro 

(Волкогон 2006), а также улучшать акклиматизацию фруктовых растений в условиях ex vitro 

(Vettori et al., 2010). Следует заметить, что еще очень мало полных работ, где формирование 

активно функционирующего растительно-микробного комплекса происходит не на этапе 

адаптации растения к условиям ex vitro, а еще в процессе их культивирования in vitro, что 

усиливает влияние микропартнера в период дальнейшей акклиматизации полученных реге-

нерантов. 

Цель работы – изучение возможности повышения эффективности роста и 

адаптационной способности микроклонов картофеля путем создания активно 

функционирующей ассоциации растений с бактериями Azospirillum brasilense Sp245 в 

культуре in vitro. 

Материалы и методы 
Использовалось комбинирование методов бактериальной колонизации и микрокло-

нального размножения растений картофеля в условиях in vitro. Исследования проводили на 

четырех сортах картофеля Невский, Кондор, Розара и Аврора из пересадочной коллекции 

кафедры растениеводства, селекции и генетики агрономического факультета ФГБОУ ВПО 

«Саратовский ГАУ». Были определены физиолого-морфологические параметры микрокло-

нов картофеля в условиях in vitro (количество корней и узлов, длина побега и корня, митоти-

ческий индекс корневых меристем), а также адаптационная способность и урожайность по-

лученных регенерантов в условиях ex vitro. Проведена идентификация жизнеспособных бак-

териальных клеток, ассоциированных с корнями растений картофеля сорта Кондор в имму-

нохимической тест-системе с использованием моноспецифических антител к целым клеткам 

A. brasilense Sp245.  
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Результаты и обсуждение 
Было показано, что азоспириллы усиливали митотическую активность клеток корневых 

меристем микроклонов картофеля в культуре in vitro, что согласуется с данными, получен-

ными нами ранее при бактеризации проростков пшеницы в экспериментах in vivo (Evseeva et 

al 2011), а также показано в работе бразильских ученых (Levanony, Bashan 1989). Можно 

предположить, что усиление митотической активности клеток корневых меристем микро-

клонов картофеля приводило к активизации морфогенетической программы развития реге-

нерантов, что мы и наблюдали при определении морфологических параметров бактеризо-

ванных растений на 20 сут. культивирования. Темпы роста растений, инокулированных бак-

териями, увеличивались по сравнению с контрольными вариантами. В частности, бактеризо-

ванные растения отличались более развитой корневой системой с большим количеством то-

чек роста боковых корней. 

На следующем этапе из культуры в почву были высажены не стерильные растения, а 

активно функционирующая стабильная ассоциативная система «растение – микроорганизм». 

По полученным нами данным растения картофеля достаточно успешно перенесли высадку в 

грунт в контролируемых условиях оранжереи. Однако, в жестких стрессовых условиях после 

высадки в открытый грунт при значительном колебании суточных температур, существен-

ном снижении влажности воздуха и повышенной интенсивности солнечного света эффект 

бактеризации проявился в значительной степени. По-видимому, разветвленная корневая си-

стема бактеризованных растений позволила им быстрее укорениться и обеспечить себя во-

дой и минеральными компонентами. Бактеризованные растения быстрее приступили к веге-

тативному росту за счет повышенной адаптационной способности, сформировали большее 

число листьев с увеличенной площадью поверхности. На закладку клубней бактерии суще-

ственного значения практически не оказывали. Но бактеризованные растения формировали 

большую биомассу клубней, в среднем на 40% превышающую соответствующий показатель 

контрольных растений. При пересчете урожайность клубней с 1 м
2
 достоверно увеличива-

лась в результате использования приема бактеризации микрорастений в культуре in vitro по 

всем сортам и в среднем по каждому генотипу более, чем на 45%. 

Заключение 
Наши исследования показали, что бактеризация растений может значительно повысить 

эффективность выращивания растений, как в культуре in vitro, так и в условиях ex vitro по 

сравнению с существующей традиционной техникой микроклонального размножения. Даль-

нейшее использование ростстимулирующих бактерий рода Azospirillum для инокуляции 

культурных растений при их микроклональном размножении является одной из перспектив-

ных направлений агробиотехнологий, которые могут обеспечивать лучшую приживаемость 

растений к условиям ex vitro и урожайность семенного материала высших категорий. 
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ASSOCIATIVE INTERACTION OF POTATO MERICLONES AND BACTERIA 

AZOSPIRILLUM BRASILENSE SP 245 IN VITRO AND EX VITRO 

Boykova N.V., Тkachenko О.V., Еvseeva N.V., Matora L.Yu., Burygin G.L., 

Avdeeva E.S., Shchyogolev S.Yu. 

 

potato mericlones, Azospirillum brasilense Sp 245, in vitro, ex vitro 

 

The positive influence of bacteria Azospirillum brasilense Sp 245 on growth and development 

of potato mericlones in conditions in vitro, as well as adaptive capacity and productivity of plants in 

conditions ex vitro. Survival ability of bacterized plants in the open ground conditions was 1.5 times 

higher compared to the control group. Tuber yield from 1 m
2
 increased by more than 45% as a re-

sult of bacterization of microplants in culture in vitro. 
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летний посев, плодородие почвы, зеленый корм, сидерация почвы  

 

Целью данной технологической разработки является обоснование эффективности летних 

посевов кормовых культур, повышение питательной ценности корма и экономичности процесса 

его получения с одновременным сохранением плодородия почв Калининградской области. 

Поставленная цель решается тем, что кормовые культуры высевают в первой–второй 

декадах июля, первой декаде августа. Такие сроки посева повышают качество зелёного кор-

ма за счёт увеличения содержания каротина, белка и других питательных веществ, снижения 

уровня клетчатки, сохранения плодородия почвы. 

Световые и температурные условия второй половины лета более благоприятны для вегетации 

растений, формирования у них мощной ассимиляционной поверхности, которая по своим размерам 

превосходит общепринятые пределы. Именно благодаря этому, а также удлинения периода произ-

растания летних и позднелетних посевов, несмотря на сокращение притока в конце лета – начале 

осени активности радиации, обеспечивается получение высоких урожаев биомассы кормовых куль-

тур. У среднеспелых сортов овса урожай зелёной массы при  весеннем посеве составляет 33,56 т/га 

(сухого вещества 5,05 т/га), при летнем посеве – 49,34 т/га (6,52) и позднелетнем – 34,23 т/га (4,47 

т/га), а у скороспелого сорта, соответственно – 24,28 т/га (3,96), 32,06 т/га (4,0) и 35,10 т/га (4,7 т/га). 

Примерно такая же закономерность в урожае зелёной массы и сухого вещества наблюдается у капу-

стовых и бобовых культур. В летних посевах кормовых культур наблюдается повышенное качество 

их зелёной массы со снижением содержания сырой клетчатки (табл. 1). 

Таблица 1 – Качество зелёной массы овса в зависимости от сроков посева (средние значения) 

Table 1 – Quality of green material of oats depending on crops periods (mean values) 

Показатели 

(в переводе на абсолютно сухое вещество) 

Весенний посев, 

20 апреля 

Летний посев, 

1-20 июля 

Протеин сухой, г/кг 109,7 138,1 

Протеин переваримый, г/кг   61,5   96,8 

Каротин. мг/кг   44,7   65,2 

Кальций, г/кг   11,6   14,0 

Фосфор, мг/кг     0,91     1,3 

Сырая клетчатка, %   40,2   25,8 

Непрерывное определение химического состава зелёной массы весеннего и летнего 

сроков посева показала, что в ней повышается содержание каротина, жира, минеральных ве-

ществ и снижается количество труднорастворимой клетчатки и безазотистых экстрактивных 

веществ. С наступлением осенью пониженных среднесуточных температур, в зелёной массе 

закономерно возрастает количество сахаров, что способствует приближению сахарно-

протеинового отношения к оптимальному уровню. В весеннем посеве овса этот показатель 

составлял 0,49…0,58 : 1, в летнем – 0,56…0,97 : 1, в позднелетнем – 0,58…0,59 : 1. 

Расчёты экономической эффективности однолетних кормовых культур проводились с 

учётом белковой полноценности кормов. Урожайность выражалась в условных кормопроте-

иновых единицах (у.к.е.) и рассчитывалась по формуле Кп=У·Ка·Б, где Кп – количество у.к.е., 

т/га; У – урожай абсолютно сухого вещества, т/га; Ка – кормовое достоинство, к.е. в 1 кг 
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корма; Б – показатель обеспеченности корма белком – отношение фактического содержания 

на 1 к.е. к нормативному по зоотехническим требованиям (105 г на 1 к.е.). Расчёты показы-

вают, что особенно высокая обеспеченность белком наблюдается у сурепицы при позднелет-

нем сроке посева, когда количество протеина в ней достигает 341,9 г на 1 к.е. (табл. 2). 

Таблица 2 – Сбор условных протеиновых единиц с урожаем зелёной массы однолетних 

кормовых культур 

Table 2 - Collection of the conventional protein units with a crop of green material of one-

year forage crops 

Срок посева Урожай сухого 

вещества, т/га 

Содержание сы-

рого протеина, г 

в 1 к.е. корма 

Обеспеченность 

белком 

Сбор условных 

КПЕ, т/га 

Овёс скороспелый 

Весенний 3,96 217,9 2,07   6,31 

Летний 4,00 218,7 2,08   6,40 

Позднелетний 4,70 260,1 2,47   8,93 

Сурепица 

Весенний 3,72 332,4 3,16   9,05 

Летний 5,92 327,5 3,11 14,18 

Позднелетний 5,00 341,9 3,25 12,51 

Редька масличная 

Весенний 6,00 239,5 2,28 10,53 

Летний 7,20 244,5 2,33 12,91 

Увеличение нормы высева семян кормовых культур в летних посевах не отражалось на 

темпах развития растений, но сопровождалось снижением интенсивности побегообразова-

ния, площади листьев на одном растении и чистой продуктивности фотосинтеза. 

Предпосевное внесение различных доз азотных удобрений под весенний посев овса и 

летний для масличной редьки оказывало положительное влияние на кущение и ветвление рас-

тений, продуктивность культур, содержание и сбор белка с урожаем зелёной массы. Дополни-

тельная прибавка сбора протеина на 1 кг внесённых удобрений составляла 2,22…7,92 кг/га. 

Проведение внекорневой подкормки посевов кормовых культур мочевиной повышает 

уровень прибавки урожая и сбора протеина от удобрений, внесённых перед посевом. 

Учёт затрат на проведение весенних и летних посевов однолетних кормовых культур на 

зелёный корм показал, что существенных различий по статьям расходов (зарплата, семена, 

топливо и смазочные материалы, амортизация, текущий ремонт, техническое обслуживание) 

в зависимости от сроков посева не наблюдается (от весенних посевов, принятых за 100%, 

летние посевы составляют 111,1…116%). Незначительное увеличение затрат в летних посе-

вах связано с ростом расходов на уборку и транспортировку более высокого урожая зелёной 

массы. Однако за счёт большего сбора с урожаем кормопротеиновых единиц их себестои-

мость снижается, а уровень чистого дохода и рентабельности существенно повышается. 

Технология получения зеленого корма в летний и позднеосенний период одновременно 

используется как очень эффективный способ сохранения плодородия почвы в Калининград-

ской области. Данная технология предусматривает широкое внедрение летних посевов, 

насыщенных бобовыми культурами, которые благодаря хорошо развитой, глубоко проника-

ющей корневой системе, поднимают доступные питательные вещества в пахотный горизонт, 

структурируют почву и оставляют после запашки биологический азот, усвоенный с помо-

щью нитрифицирующих бактерий. 

В летний и позднелетний период в Калининградской области в ряде лет, по среднеста-

тистическим данным, имеет место переувлажнение почвы. Летние смешанные посевы из 

определенного набора культур и сортов могут способствовать регулированию влаги в почве 

из-за огромного поглощения влаги ассимилирующей поверхностью растений. 
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Летние посевы однолетних культур рекомендуется включать в каждый полевой сево-

оборот в Калининградской области как эффективный агроприем в борьбе с деградацией почв 

и повышением её плодородия. При этом способ поступления органики в почву будет дости-

гаться за счет осенней сидерации как более эффективной. Высеянный для этих целей летом 

однолетний люпин, без применения удобрений в условиях благоприятных по увлажнению 

Калининградской области позволяет получать осенью зеленую массу в размере от 50 до 70 

т/га, а вместе с корневыми остатками – до 60-80 т/га. 

Многие сидеральные сорта обладают высоким содержанием алкалоидов (до 12%). Это 

свойство также использовано в разработанной технологии. После запахивания сидеральных сор-

тов люпина узколистного в почву поступает большое количество очень горьких биологически 

активных веществ – алкалоидов. Алкалоиды способствуют снижению активности патогенных 

организмов и даже такой вредитель как жук-проволочник предпочитает избегать откладку яиц 

на полях с корневыми остатками сидерального люпина. Поэтому позднеосенняя сидерация лет-

них посевов в предлагаемой нами технологии рекомендована как оптимальный предшественник 

для таких культур как картофель, зерновые, кукуруза, капустовые (в том числе рапс). 

Запаханная сидеральная зеленая масса будет способствовать увеличению мобильной 

части свежего органического вещества в почве. Ведь основная опасность снижения плодоро-

дия почвы в Калининградской области кроется не в масштабах снижения общего гумуса в 

почве (за исключением потерь от эрозии), а в том, что при недостаточном поступлении в почву 

источников гумуса (послеуборочных остатков, сидератов, органических удобрений) снижается 

содержание в ней наиболее мобильной части органического вещества, которая определяет 

жизнь почвы, её важнейшие агрономические свойства и эффективное плодородие. Почву надо 

«как корову кормить». Кстати давая корове корм, мы кормим не корову, а тех, кто поселился у 

неё в рубце, а продукты их жизнедеятельности использует организм коровы. Так и с почвой – 

растение использует продукты жизнедеятельности организмов, населяющих почву, которые 

перерабатывают растительные остатки, поступающие в почву после окончания вегетации рас-

тений. Поэтому организмам, населяющим почву ежегодно необходимо новое поступление ор-

ганического вещества. Увеличение органического вещества в почве носит стратегический ха-

рактер, так как в этом случае достигается долгосрочное захоронение углерода, которого в 

настоящее время в атмосфере находится в избыточном количестве. 

Таким образом, технология производства повышенного количества зеленого корма в 

позднеосенний период богатого белком и углеводами, часть которого с определенным видовым 

составом может быть запахана как сидерат и использована для сохранения плодородия почвы 

Калининградской области. На данную технологию получен патент на изобретение «Способ со-

хранения плодородия почвы путем выращивания зеленых кормов (№227301, зарегистрирован в 

Государственном реестре изобретений РФ 10.04.2013, Бюлл. №10, МПК А23К1/00). 

 

RECEIVING THE GREEN FORAGE WITH HIGH PROTEIN CONTENT DURING 

THE LATE AUTUMN PERIOD AND SAVING FERTILITY OF THE SOIL 

OF THE KALININGRAD REGION 

Buyankin N.I., Krasnoperov A.G. 

 

summer crops, fertility of the soil, a green forage, a soil sideration 

 

The offered method allows to use effectively one-year cultures in case of summer crops as a 

green forage, high which fodder advantages are acquired after influence of autumn night frosts with 

simultaneous saving fertility of soils of the Kaliningrad region. For this purpose daily from a field 

daily need for a green forage is removed and is delivered from a field to a farm in feeding troughs 

of animals, thereby, adapting agricultural animals during the critical period – transition from sum-

mer pasturable type of feeding to winter – stall. 
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Введение 

Разработка надежной системы регенерации является важным и неотъемлемым этапом при со-

здании трансгенных сортов экономически ценных сельскохозяйственных культур. Отсутствие эф-

фективных методик, способных обеспечить высокую частоту регенерации побегов из соматических 

тканей, оказывается главным препятствием при создании трансгенных растений персика. Наиболее 

важными факторами, влияющими на регенерацию растений, являются минеральный состав среды, 

вид и концентрация углевода, гормональный состав среды, тип и возраст эксплантов. В различных 

исследованиях для регенерации персика были использованы питательные среды такие, как 

Murashige-Skoog medium (MS) [4, 9, 10], Quoirin-Lepoivre medium (QL) [3]. 

Целью настоящего исследования являлась разработка эффективного метода регенерации из 

соматических тканей подвоя персика «Bailey», а также получение трансгенных растений персика с 

экономически ценными сельскохозяйственными признаками. 

Материалы и методы 

В наших исследованиях подвой персика «Bailey» выращивали на среде MS [7] с добавлением 6-

БАП (1-1,5 мг/л) и ИМК (0,1 мг/л) с целью получения морфогенного каллуса, образующегося на базаль-

ной части побега [9]. По истечении двух месяцев каллус срезали и помещали на среду регенерации с до-

бавлением 6-БАП (2 мг/л) и НУК (1 мг/л), pH-5,7. Эффективность регенерации побегов из морфогенного 

каллуса подвоя «Bailey» оценивалась на 5 средах: Driver-Kuniyuki walnut medium (DKW) [2], MS, Nitsch 

and Nitsch medium (N&N) [8], QL [11], Woody Plant Medium (WPM) [5]. Образовавшийся каллус был 

разделен на сегменты толщиной 2 – 3 мм, которые затем помещали на агаризованную среду регенерации 

при 24 – 25º С и 16-часовом световом дне. Регенерацию наблюдали два месяца. 

В опытах по изучению влияния вида и концентрации углевода на частоту регенерации из мор-

фогенного каллуса использовали сахарозу, глюкозу, мальтозу в концентрациях 10, 20, 30, 40, 50, 60 г/л. 

Трансформацию персика осуществляли двумя способами: агробактериальным и биобаллисти-

ческим. При агробактериальной трансформации был использован штамм Agrobacterium tumefaciens 

AGL 0, несущий бинарный вектор pCamPPVRNAi, который содержал фрагменты гена белка обо-

лочки вируса оспы сливы в обратной и прямой ориентациях, разделенных pdk-интроном, репортер-

ный gus ген, кодирующий β-глюкуронидазу, селективный ген hpt, кодирующий фермент гигроми-

цинфосфотраснферазу и придающий устойчивость к антибиотику гигромицину [6]. Кокультивиро-

вание проводили в течение 2 дней, затем сегменты переносили на среду с антибиотиком (цефотак-

сим – 500 мг/л) с целью подавления роста А. tumefaciens. Через 3 недели выкладывали на среду с се-

лективным антибиотиком (гигромицином – 3 мг/л). 

Для биобаллистической трансформации использовали вектор pCamGFP, содержащий маркер-

ный кодон-оптимизированный ген зеленого флуоресцентного белка (gfp), селективный ген hpt, ко-

дон-оптимизированый ген bar, придающий устойчивость к биалофосу. Вектор был создан на стан-

ции искусственного климата ”Биотрон”, ФИБХ РАН. Перед бомбардировкой сегменты каллус вы-

кладывали на среду, содержащую дополнительно 0,4 М маннита и культивировали для повышения 
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эффективности проникновения частиц в ткани [1]. Обстрел каллуса производили вольфрамовыми 

частицами М10 (BioRad, США) с нанесенной на них плазмидной ДНК. 

Результаты и обсуждение 

Максимальную частоту регенерации побегов подвоя «Bailey» из морфогенного каллуса 

наблюдалась на среде MS и составила 31,6 % (рис. 1). Напротив, на среде QL эффективность регене-

рации оказалась минимальной – 11,1%. 

 
Рисунок 1 - Влияние минерального состава питательных сред QL, MS, DKW, N&N и WPM на 

адвентивную регенерацию побегов персика. Различия между а и b достоверны при p<0,05 

Figure 1 - The influence of mineral composition of culture media on shoot adventitious regeneration 

of peach 

 

На питательной среде с добавлением мальтозы частота регенерации была минимальной 2,8 – 

7,9%. Глюкоза и сахароза стимулировали образование и рост каллуса. Увеличение концентрации в 

питательной среде как сахарозы, так и глюкозы повышало частоту регенерации. Наиболее интен-

сивно закладка меристематических очагов происходила на среде с сахарозой (30 г/л), где эффектив-

ность регенерации составила 30,0% (рис. 2). Последующее увеличение сахарозы (больше 40 мг/л) 

привело к сокращению образования побегов и увеличению массы каллусных клеток. 

 
Рисунок 2 - Влияние концентрации сахарозы на адвентивную регенерацию побегов персика. 

Различия между а, b и c достоверны при p<0,05 

Figure 2 - The influence of sucrose concentration on shoot adventitious regeneration of peach 

 

В экспериментах по трансформации наблюдали транзиентную экспрессию. В результате агро-

бактериальной трансформации были получены предположительно трансгенные сегменты каллуса, 

растущие на селективной среде. Транзиентную экспрессию наблюдали на 3 день после трансформа-

ции, которая составила 17,2%. Метод гистохимического определения GUS-активности использовал-

ся как способ визуальной идентификации трансформированных клеток. После биобаллистической 

трансформации наблюдали транзиентную экспресиию гена gfp с помощью микроскопа Discovery. 

V12 Carl Zeiss (Германия) через 24 ч – эффективность трансформации составила 27,8%. 

Заключение 

В результате проведенных опытов выявлено существенное преимущество среды MS при ад-

вентивном органогенезе из морфогенного каллуса, частота регенерации составила 31,6%. Самая 

низкая частота регенерации наблюдалась на среде QL – 11,1%. При сравнении трех источников уг-

лерода показано, что мальтоза не подходит для культивирования каллуса. На среде с мальтозой 
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наблюдали низкое каллусообразование, индукция морфогенетических процессов была очень слабой. 

Глюкоза и сахароза стимулировали образование и рост каллуса, а также дифференциацию адвен-

тивных побегов. Поэтому использование сахарозы в концентрации 30 мг/л  является эффективным.  

Использование супервирулентного штамма A. tumefaciens с бинарным вектором pCamPPVRNAi 

позволяет получать потенциально трансгенные каллусы персика при использовании описанной в данной 

работе методики регенерации. При использовании биобаллистической трансформации вектором 

pCamGFP также получены трансгенные каллусы. В настоящее время продолжаются эксперименты по 

оптимизации гормонального состава питательной среды и опыты по агробактериальной и биобаллисти-

ческой трансформации подвоя «Bailey» с применением выше описанной методики регенерации. 
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THE DEVELOPMENT OF REGENERATION AND TRANSFORMATION METHODS 

OF PEACH ROOTSTOCK ‘BAILEY’ 
Vagapova T.I., Sidorova T.N., Dolgov S.V. 

 

Agrobacterium-mediated transformation, bioballistic transformation, adventitious shoot regeneration 

 

The influence of various culture media on callus formation and adventitious shoot regenera-

tion of peach rootstock ‘Bailey’ from callus slices has been investigated. It was shown that MS me-

dium was preferred for organogenic plant regeneration. Also the influence of various carbon 

sources has been researched. The presence of sucrose (30 g/l) provided high rate of shoot regenera-

tion. Agrobacterium-mediated transformation and bioballistic transformation of callus slices were 

performed. Transient expression of gfp and gus genes was observed.  
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Saussurea orgaadayi, селенит натрия, клеточная культура, малоновый диальдегид, рост 

 

Все более широкое распространение получают биотехнологические приемы культивирования 

лекарственных растений, поскольку естественные ресурсы многих видов ограничены, а их метабо-

литы экономически невыгодно получать синтетическим путем. Кроме этого, культивирование in 

vitro позволяет получать экологически чистый растительный материал с заданными свойствами, 

контролируя скорость ростовых и метаболических процессов клеток в течение круглого года.  

В последнее время много внимания уделяется проблеме обогащения селеном различных про-

дуктов фармацевтической и пищевой промышленности [1], поскольку стало известно об антиокси-

дантных функциях селен-содержащих соединений [2]. Селен входит в состав важных селенопротеи-

нов человека (глутатион-пероксидаз, тиоредоксинредуктаз и других), предупреждая развитие более 

четырех десятков заболеваний у человека и животных. Имеются все основания для изучения роли 

селена в регуляции жизнедеятельности растений, поскольку известны органоспецифическая дина-

мика уровня этого соединения и его антиоксидантные свойства. Не достаточно изучено влияние се-

лена на рост клеточных культур [3, 4]. Решение вопросов оптимизации условий культивирования 

клеточных культур и повышения их терапевтического значения для человека требуют дополнитель-

ных исследований роста клеточных культур. В связи с этим целью наших исследований было изу-

чение ростовых и окислительных процессов клеточной культуры растений в зависимости от уровня 

селенита натрия в питательной среде. 

Объектом исследования служила каллусная культура клеток Saussurea orgaadayi (V. Khan. et 

Krasnob.) (Горькуша оргаадай) – редкого лекарственного вида, обитающего в субальпийском поясе 

высокогорий. Клеточная культура получена из изолированных клеток и тканей растения S. orgaadayi 

на питательной среде Мурасиге-Скуга (MS) c добавлением гормонов 2,4-Д и 6-БАП в условиях in 

vitro на кафедре физиологии растений и биотехнологии [5]. Культивирование клеток проводили на 

среде MS без (контроль) или с добавлением различных концентраций селенита натрия («Sigma» 

США) в диапазоне от 10 пМ до 10 мкМ (опыт) в течение 20-ти сут. в полной темноте. По истечении 

20 сут. культивирования оценивали ростовой индекс культуры по сырой и сухой биомассе. Микро-

скопирование каллуса, визуализация и определение размеров клеток проведены с помощь видеока-

меры и компьютерной программы Moticam 2300 (Испания). Для оценки активности перекисного 

окисления липидов спектрофотометрически определяли содержание малонового диальдегида 

(МДА) в клеточной культуре. 

В результате цитологических исследований было показано, что в каллусе встречаются 3 клас-

са клеток, отличающихся по форме: округлые, эллипсоидные и вытянутые клетки. Кроме этого в 

каждом классе существуют подклассы мелких меристематических клеток, крупных паренхимных 

клеток и промежуточный класс средних по размерам клеток. Присутствие мелких клеток может 

свидетельствовать об ускорении клеточного деления в культуре, а крупных клеток – активации рас-

тяжения каллуса. В средний класс попадали клетки, растущие как перед митотическим делением, 

так и при формировании паренхимных клеток, что затрудняло интерпретацию событий клеточного 

роста. 

Дополнительно введенный в питательную среду микроэлемент селен изменял форму и разме-

ры клеток каллусной культуры S. orgaadayi, оцененной по доли встречаемости каждого класса кле-

ток в каллусе. Селенит натрия всех концентраций способствовал образованию эллипсоидных клеток 

в каллусной культуре, уменьшая формирование вытянутых клеток. Действие микроэлемента более 
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высоких концентраций увеличивало образование округлых клеток. Селенит натрия средних концен-

трации увеличивал количество округлых клеток малого и среднего размера. Все концентрации селе-

на более чем в два–три раза увеличивали встречаемость средних эллипсоидных клеток, а низкие 

концентрации – долю крупных эллипсоидных клеток.  

Анализ ростового индекса клеточной культуры показал, что накопление сухой и сырой био-

массы культуры клеток S. orgaadayi происходило активно в контрольном варианте до 20-ти сут. 

культивирования. Добавление в питательную среду ионов SeО3
-
 низких концентраций  увеличивало 

сырую массу культуры, не меняя скорость накопление ее сухой биомассы. Этими данными конста-

тировали увеличение обводненности клеток селенитом натрия, сопровождающей их рост. С увели-

чением концентрации ионов SeО3
-
 сырая биомасса культуры сохранялась на уровне контроля, тогда 

как ее сухая биомасса уменьшалась. При введении SeО3
-
 более высоких концентраций в питатель-

ную среду и культивирование на ней каллуса происходило снижение параметров, отражающих ин-

тенсивность свободнорадикальных процессов, прежде всего снижение содержания МДА. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что селенит ион участвует в регуляции росто-

вых процессов (размеры и форма клеток, сухая и сырая масса), изменяя оксидантный статус клетки.  

Исследование выполнено при финансовой поддержке ФЦП «Научные и научно-педагогические 

кадры инновационной России» на 2009–2013 гг. (Госконтракт № П283). 

Литература 

1. Головацкая И.Ф., Карначук Р.А., Кулагина Ю.М., Павлова Д.Г., Лаптев Н.И. Способ обо-

гащения селеном овощей и злаков // Федеральная служба по интеллектуальной собственности, па-

тентам и товарным знакам, Москва. 2012. Бюл. №15. Патент на изобретение №2451442 от 

27.05.2012. Заявка №2010149934 от 07.12.2010 г. 

2. Селен в биосфере / А.Ф. Блинохватов, Г.В. Денисова, Д.Ю. Ильин и др. – Пенза: РИО 

ПГСХА, 2001. 324 с. 

3. Головацкая И.Ф., Кулагина Ю.М., Крахалева А.В., Карначук Р.А. Влияние селена на мор-

фогенез и биохимические параметры растений Triticum aestivum L. в зависимости от селективного 

света // Агрохимия. 2013. № 5. С. 558-565. 

4. Головацкая И.Ф., Володина Н.А. Регуляция роста и вторичного метаболизма клеточной 

культуры Saussurea orgaadayi 28-гомобрассинолидом и селеном // Известия Самарского НЦ РАН. 

2013 .Т 15, № 3 (5). С. 1591-1596  

5. Карначук Р.А., Лихачева А.В. Питательная среда для культивирования клеточной культуры 

Saussurea orgaaday V.Khan. and Krasnob // Федеральная служба по интеллектуальной собственности, 

патентам и товарным знакам, Москва. 2012. Патент на изобретение №2428472. Заявка №2010149934 

от 11мая 2010 г. 

 

SODIUM SELENITE REGULATES GROWTH OF SAUSSUREA ORGAADAYI  

CELL CULTURE 
Volodina N.A., Golovatskaya I.F. 

 

Saussurea orgaadayi, sodium selenite, cell culture, malondialdehyde, growth  

 

The degree of variability of the cytomorphological characteristics and malondialdehyde contents of 

Saussurea orgaadayi callus culture is determined. It is shown, that sodium selenite regulates the growth pro-

cesses (the sizes and the form of cells, dry and fresh weight) with the help of change of the oxidative status of 

cells.  
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рис, интенсивные и экстенсивные сорта, кущение, редукция побегов, густота стояния, про-

дуктивность метелок, устойчивость к полеганию, урожайность 

 

Введение 

Особенности продукционного процесса у сортов зерновых, в том числе и у риса, лежат в осно-

ве формирования у них разной урожайности и устойчивости к неблагоприятным факторам среды [1-

3]. Среди этапов этого сложного процесса основные различия сортов наблюдаются по характеру 

распределения ассимилятов по побегам растения и по органам отдельного побега и в зависимости от 

этого они разделяются на интенсивные и экстенсивные. Изучение у них продукционного процесса 

представляет большой научный и практический интерес. Этому посвящена настоящая статья.  

Материалы и методы 

Опыты проводили в 2008-2011 гг. в специальных железобетонных микрочеках, заполненных 

лугово-черноземной почвой и позволяющих поддерживать нужный режим орошения риса, харак-

терный для производственных посевов. В качестве объектов исследования использовали разные по 

урожайности и устойчивости к полеганию сорта риса – Рапан, Гамма (интенсивные) и Соната (экс-

тенсивный). Фон минерального питания – N24P12K12 г д.в. на 1 м
2
, близкий к оптимальному. Густота 

всходов – 300 штук на 1 м
2
. На закрепленных площадках фиксировали уровни кущения растений и 

отмирания части боковых побегов. В фазу цветения отбирали пробы побегов для определения их 

сухой массы и отдельных органов: листьев, стеблей и метелок. В фазе полной спелости фиксировали 

уровень полегания посевов, отбирали пробы стеблей и определяли их устойчивость на изгиб и со-

держание в их тканях целлюлозы, а также урожай и элементы его структуры. Статистическая обра-

ботка полученных результатов выполнялась по принятому во ВНИИ риса способу [4]. 

Результаты и обсуждение 

Ранее проведенные исследования [3] показали, что более высокая урожайность посевов интен-

сивных сортов риса Рапан и Гамма, по сравнению с экстенсивным сортом Соната, не связана с соот-

ветствующей фотосинтетической деятельностью их агрофитоценозов, а определяется более эффек-

тивным характером распределения ассимилятов по побегам растения и по органам отдельного побе-

га в период их роста и развития. Однако механизм такого распределения метаболитов у сортов изу-

чен недостаточно. Нами установлено, что у генотипов риса формирование основных элементов 

урожайности – густоты стояния и зерновой продуктивности побега в значительной степени зависит 

от уровня общего кущения растений и степени редукции образовавшихся боковых побегов. Эти 

процессы связаны с особенностями донорно-акцепторных отношений в системе целого растения. 

Начальное развитие боковых побегов в пазухах листьев материнского побега происходит за счет 

использования его ассимилятов и фитогормонов и при сильном кущении, что наблюдается у экстен-

сивного сорта Соната, ослабляется их поток к конусу нарастания и развивающейся метелке главного 

побега, что приводит к формированию у него менее продуктивного плодоноса (табл. 1). Однако в 

фазе трубкования у этого сорта из-за усиленного доминирования главных побегов основная доля 

образовавшихся боковых побегов (82 %) отмирает, при этом значительная часть продуктов их де-

струкции оттекает в продуктивные побеги, увеличивая их массу за счет её роста у формирующихся 

стеблей. На развитие метелок эти соединения уже не оказывают влияния, так как их потенциальная 

продуктивность к наступлению периода редукции побегов уже сформировалась, на что указывает 

пониженная их масса у сорта Соната в фазе цветения (табл. 2). 
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У интенсивных сортов риса – Рапан и Гамма общее кущение растений значительно ниже, чем у 

Сонаты, что уменьшало долю расхода ассимилятов главных побегов на развитие боковых и увеличи-

вало уровень их использования на формирование собственных высокопродуктивных метелок. 

Таблица 1 - Общее кущение растений и редукция боковых побегов и их влияние на густоту 

продуктивного стеблестоя 

Table 1 - Total tillering of plants, reduction of lateral tillers, and their impact on density of productive 

plant stand 

 

Сорт 

 

Кущение, ед. Число боковых 

побегов, 1/м
2 

Редукция 

боковых 

побегов, % 

Число 

продуктивных 

побегов, шт./м
2
 общее продуктивное об-

щих 

продуктивных 

Рапан 

Гамма 

Соната 

2,3 

2,2 

3,2 

1,7 

1,6 

1,4 

392 

361 

660 

210 

180 

120 

46,1 

50,0 

81,8 

510 

480 

420 

НСР05  0,13 0,10 13,5 6,6 - 13,2 

Таблица 2 - Масса побега и его органов в фазе цветения  

Table 2 - Mass of stem and its organs in flowering stage 

 

Сорт 

Масса 

побега, 

г 

Масса органов побега 

стебля, г листьев, 

г 

метелки число колосков 

на метелке, шт. г её доля в массе побега, 

% 

Рапан 

Гамма 

Соната 

2,21 

2,39 

2,85 

1,28 

1,40 

1,89 

0,55 

0,60 

0,68 

0,38 

0,39 

0,28 

17,2 

16,4 

  9,9 

94,7 

97,0 

74,0 

НСР05  0,13 0,06 0,07 0,10 -   2,7 

В фазу трубкования у этих сортов уровень редукции образовавшихся боковых побегов значи-

тельно ниже, чем у экстенсивного сорта, более половины из них развиваются в продуктивные, кото-

рые вместе с главными побегами образуют оптимальный по густоте высокопродуктивный агрофи-

тоценоз (табл. 1). Однако из-за недостатка высвобожденных метаболитов в процессе редукции 

меньшего числа боковых побегов и повышенного расхода ассимилятов на формирование метелок у 

этих сортов уменьшилась доля пластических веществ, идущих на образование стебля и его анато-

мических структур, что привело к снижению его массы, содержания в ней целлюлозы, его сопро-

тивляемости на изгиб и как следствие к заметному уровню полегания посевов (табл. 3). 

Таблица 3 - Масса стебля и его сопротивляемость на изгиб и содержание в нем целлюлозы в 

фазе цветения 

Table 3 - Mass of steam and its resistance to bending and its cellulose content in flowering stage 

Сорт Масса стебля, 

г 

Содержание целлюлозы в 

1 см длины стебля, мг 

Устойчивость 

стебля на изгиб, г 

Полегаемость, % 

Рапан 

Гамма 

Соната 

1,28 

1,40 

1,89 

4,20 

4,28 

5,77 

53,4 

56,1 

71,5 

40,0 

31,5 

  0,0 

НСР05 0,03 0,27   2,7 - 

У сорта Соната масса стебля, содержание клетчатки и его устойчивость на изгиб были суще-

ственно выше, чем у интенсивных сортов, а полегание его посевов не наблюдалось. 

Биологическая урожайность у исследуемых сортов риса различалась незначительно, а хозяй-

ственная у экстенсивного сорта была на 22 % ниже, чем у интенсивных генотипов (табл. 4). Главной 

причиной этого явилось снижение озерненности метелок, которая у сорта Соната уменьшилась на 

19 %, что связано с повышенным уровнем общего кущения растений у этого генотипа. Другой при-

чиной стала повышенная доля редукции образовавшихся боковых побегов, в результате которой 
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число продуктивных стеблей на 1 м
2
 у Сонаты была на 12-18 % меньше, чем у интенсивных сортов 

Рапан и Гамма. Уменьшение количественных величин этих элементов урожайности привело к сни-

жению числа зерен на единице площади и уборочного индекса (Кхоз.).  

Таблица 4 - Биологическая и хозяйственная урожайность и элементы её структуры  

Table 4 - Biological and economic productivity and elements of its structure 

 

Сорт 

 

 

Урожайность, 

кг/м
2
 

Число 

зерен 

на метел-

ке, 

шт. 

Число 

зерен 

на 1 м
2
, 

тыс. шт. 

Масса 

1000 

зерен, 

г 

Пусто-

зер- 

ность, 

% 

 

Кхоз, 

% биологи-

ческая 

хозяй-

ственная 

Рапан 

Гамма 

Соната 

2,023 

1,980 

1,978 

1,040 

1,001 

0,809 

82,0 

83,8 

67,8 

41,8 

39,4 

28,5 

22,24 

22,29 

24,91 

13,2 

13,6 

9,1 

44,2 

43,5 

35,2 

НСР05 0,04 0,03 2,7 1,33 0,10 - - 

Таким образом, интенсивные и экстенсивные сорта риса мало различаются по параметрам фо-

тосинтетической деятельности посевов. Основные их различия определяются уровнями общего ку-

щения растений, степенью редукции боковых побегов, характером распределения ассимилятов по 

органам продуктивного побега. Особенности этих процессов у данных генотипов определяют густо-

ту стеблестоя, его устойчивость к полеганию, озерненность метелки и урожайность сортов. Количе-

ственные параметры этих признаков важны при создании моделей сортов и при оценке селекцион-

ных образцов на продуктивность и устойчивость к полеганию.  
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PRODUCTION PROCESSES OF RICE VARIETIES 

Vorobyov N.V., Skazhennik M.A., Kovalyov V.C., Pshenitsyna T.S. 

 

rice, extensive and intensive varieties, tillering, reduction of tillers, panicles production, plant stand, lodging 

resistance, yield 

 

Different levels of the plant tillering and reduction of lateral tillers of extensive and intensive rice va-

rieties, determining panicle productivity, plant, lodging resistance and yield of these genotypes were deter-

mined. The obtained quantitative traits can be used in breeding during new intensive rice varieties. 
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УДК 630.8 

СИНЕРГЕТИКА ЯНТАРЯ КАК ОСНОВА ФИТОБИОТЕХНОЛОГИЙ 

Воротников Б.Ю. 

 

ФГБОУ ВПО «Калининградский государственный технический университет», 

Советский пр., 1, г. Калининград, 236022, Россия 

 

синергетика, информация, природные смолы, янтарь 

 

Сложные системы встречаются повсеместно на всех уровнях организации материи – 

физическом, химическом, биологическом, а также в психическом и социальном поведении 

объектов. Почему же окружающий мир устроен сложно? Сложные системы предназначены 

для выполнения определенных функций, и их реализация связана с согласованным действи-

ем множества частей. В первую очередь это характерно для биологических объектов создан-

ных природой в тесном взаимодействии с окружающей средой, таковым является янтарь. 

Междисциплинарное направление, изучающее роль кооперативных процессов в самооргани-

зации сложных систем называют синергетикой – в узком понимании нашего подхода – си-

нергетикой янтаря. 

Растительный организм (продуцент янтарной смолы) характеризовался определенным 

адаптационным комплексом к условиям окружающей среды. Он обеспечивал относительную 

гомеостатичность самих организмов и видоспецифическую трансформацию веществ образу-

емых в процессе их взаимодействия со средой. 

В многофакторной среде обычно переплетаются разнообразные стрессовые ситуации 

являющиеся разновидностью динамического хаоса формирующегося,  в случае если к систе-

ме подводятся вещества, энергия, информация в количествах которые она может ассимили-

ровать. Критической формой таких динамических процессов является хаос катастрофиче-

ский, когда кратковременное поступление указанных выше факторов из окружающей среды 

достаточно для полного уничтожения существующего объекта. Процессы, в которых как мы 

видим, одной из ключевых функций является время, приводили к «включению»  в расти-

тельном объекте механизма образования защитных терпеноидных веществ (1,2) – первичных 

молекул составляющих структуру янтаря. Одним из таких примеров могли быть паразитар-

ные инфекции, приводившие к биоповреждениям растительных тканей которые вызывали 

выделение физиологически активных веществ по отношению к микроорганизмам, называе-

мых фитонцидами. При этом роль сигнала (информатора) играли продукты метаболизма 

микроорганизмов изменявших мембранный потенциал клеток растения-хозяина (3). Другой 

пример – механические повреждения, вызывавшие появление раневых гормонов, которые в 

свою очередь активировали метаболизм хвойных образовывавших травматические смоляные 

ходы (4). 

Приведенные  примеры подтверждают функционирование различных по иерархии ре-

гуляторных (информационных) систем высших растений, на клеточном уровне и уровне ор-

ганов и тканей, через градиент мембранных потенциалов (биоэлектрический фактор) и фито-

гормональных взаимодействий. Сукциноз – первичный этап формирования янтаря представ-

ляет собой кооперативный процесс, теснейшим образом связанный с факторами внешней 

среды, а сам янтарь является продуктом самоорганизации биологического объекта обладаю-

щий синергетической информацией. Это явление носит скорее универсальный характер и 

должно быть прослежено и для других биообъектов. 

Важным свойством сукциноза является про-явление информации на макроскопическом 

уровне и сопровождавщееся эффектом сжатия информации. Процесс физического перехода 

янтарной смолы из вязкотекучего состояния в твердое янтароподобное является наиболее 

уникальным процессом, оформившимся по окончании биогенеза и про-явившемся в отверде-

вание информации о динамическом хаосе и ее сохранение в течение миллионов лет. 
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Возможность повторения уникального биотехнологического природного эксперимента 

актуальна и в наши дни.  
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SINERGETICS OF AMBER AS A BASIS FOR PHУTOBIOTECHNOLOGY 

Vorotnikov B.Y. 

 

synergetics, information, natural resin, amber 

 

From the standpoint of synergetics and plant physiology deals with the formation of the Baltic 

amber. Raises the question about the possibility of producing  biologically active substances 

through mechanisms similar to the processes of formation of natural resins of the past nowadays. 
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микроорганизмы, микроэлементы, саженцы,  рост растений, хлорофилл 

 

Введение 

Возделывание многолетних культур сопровождается ухудшением состава микроорга-

низмов в агроценозе и условий питания растений, снижением устойчивости к неблагоприят-

ным факторам среды [1,6]. Для интродукции в биоценоз полезных микроорганизмов пер-

спективен метод предпосадочной бактеризации посадочного материала - семян, клубней, че-

ренков, саженцев. Действие микроорганизмов оценивается с точки зрения индукции ими 

почвенной супрессивности, которая может обеспечиваться как непосредственным внесением 

в почву живых клеток бактерий с обработанным посадочным материалом, так и за счет оп-

тимизации условий развития аборигенной почвенной микрофлоры. Растение получает воз-

можность использовать дополнительные питательные ресурсы, которые могут стать доступ-

ны ему благодаря активизации полезной интродуцированной микрофлоры, что позволяет 

восстановить почвенное плодородие. Создание так называемых микробных биотехнологий 

является одним из основных направлений современного сельского хозяйства [2, 5, 6]. В 

настоящее время созданы многие полифункциональные композиции для применения в рас-

тениеводстве [1, 3, 4]. В то же время практически отсутствуют данные о применении микро-

организмов в питомниководстве. В статье представлены результаты использования продук-

тов жизнедеятельности двух штаммов микроорганизмов совместно с комплексом микроэле-

ментов Микроком-В, разработанного специально для применения в виноградарстве, с целью 

повышения качества и количества посадочного материала винограда и снижения химической 

нагрузки на окружающую среду. 

Материалы и методы 

Исследования были проведены в 2010-2012 годах в вегетационном комплексе и в про-

изводственном питомнике. Объек исследований - саженцы двух сортов винограда (Кодрин-

ский и Презентабельный). Черенки винограда высаживали в пластиковые сосуды объемом 12 

кг почвы и выращивали их в вегетационном комплексе или в питомнике. Почва – чернозем 

карбонатный слабосуглинистый. Двухсуточные суспензии штаммов бактерий Azotobacter 

chroococcum и Pseudomonas fluorescens, c титром10
7 

КОЕ/мл вносили в почву при посадке 

черенков. Для некорневой подкормки растений в процессе вегетации использовали продукты 

метаболизма микроорганизмов, полученные в результате центрифугирования концентриро-

ванных суспензий при 8000 об/мин в течение 20 минут. Растения обрабатывали трехкратно 

метаболитами микроорганизмов отдельно и совместно с половинной дозой специально раз-

работанного нами для винограда комплекса микроэлементов Микроком-В. Степень развития 

надземной части и корневой системы саженцев и общее накопление биомассы определяли 

после вызревании побегов при выкопке саженцев. 

Результаты и обсуждение 

Основной посадочный материал в виноградарстве – вегетативно размножаемые сажен-

цы. Их качество зависит от условий выращивания, в том числе от минерального статуса поч-

вы и растений. Основные показатели качества саженцев – это развитие корневой системы, 

рост и вызревание однолетних побегов. Анализ полученных нами данных показывает, что во 

всех вариантах с применением микроорганизмов и микроэлементов рост побегов и корней 

саженцев винограда был более интенсивным по сравнению с контрольными растениями 

mailto:dechevas@rambler.ru
file://растения
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(табл. 1). Более выражен ростостимулирующий эффект суспензии и метаболитов микроорга-

низмов в развитии корневой системы по сравнению с надземной частью. Совместное исполь-

зование половинных доз комплекса микроэлементов и метаболитов микроорганизмов в 

наибольшей степени стимулировано рост и развитие корневой системы (186.26 % по сравне-

нию с контролем). Важно также то, что на этих саженцах более интенсивно развиваются 

мелкие питающие корни. Надземная часть саженцев во всех вариантах, где были использо-

ваны корневые и некорневые подкормки, была развита лучше, чем в контрольном варианте. 

Наибольший прирост побегов отмечен при некорневой подкормке растений метаболитами 

микроорганизмов отдельно и совместно с микроэлементами. 

Таблица 1 - Влияние суспензии микроорганизмов и комплекса микроэлементов на рост и разви-

тие саженцев винограда, сорт Презентабельный, вегетационный комплекс, 06.08.2012 

Table 1 - Influence of microbial suspension and a complex of trace elements on the growth and devel-

opment  of grape seedlings, v. Presentable, green house, 06.08.2012 

Вариант 

Средняя 

длина кор-

ней, cм 

Средняя 

длина побе-

гов, cм 

% по отношению к 

контролю 

корни побеги 

Контроль 246.75±53.87 26.62±2.98  100 100 

Суспензия микроорганизмов  Pseudomonas 

fl.+Azotobacter ch.- в почву  

448.5±59.43 33.00±4.23 181.94 123.96 

 Суспензия Pseudomonas fl.+ Azotobacter ch. в 

почву + Микроком В 0,5 дозы, некорневая 

подкормка  

358.12±30.26 34.12±2.67 145.13 128.17 

 Метаболиы  Pseudomonas auref.+ Azotobacter 

ch., некорневая подкормка 
387.5±47.88 41.12±7.39 157.04 154.47 

Метаболиты  Pseudomonas auref.+ Azotobacter 

ch + Микроком В- ½ дозы, некорневая под-

кормка 

459.62±24.22 35.06±4.17 186.26 131.70 

Аналогичные результаты получены при испытании данных комбинаций  и на сорте  

Кодринский. В этих опытах отмечено  заметное увеличение общей биомассы растений, мас-

сы корней и диаметра основного корня, увеличение степени вызревания побегов саженцев на 

12-23 % по сравнению с контрольным вариантом, что свидетельствует о более высокой жиз-

неспособности полученного посадочного материала.  

В течение вегетационного периода было определено в динамике содержание фотосин-

тетических пигментов в листьях саженцев в вегетационном опыте и в производственном (пи-

томник). Внесение в почву суспензии микроорганизмов и некорневая подкормка растений 

метаболитами этих штаммов совместно с комплексом микроэлементов заметно повысило 

суммарное содержание хлорофилла в листьях Применение метаболитов трех штаммов мик-

роорганизмов Azotobacter chr. + Pseudomonas fl. + Bacillus sub в половинной дозе одновре-

менно с половинной дозой комплекса микроэлементов Микроком-В  способствовало повы-

шению суммарного количества хлорофилла (а + b) в листьях на 118,57 % по сравнению с 

контрольным вариантом (табл.2).  

Сумма хлорофилла увеличивалась главным образом за счет хлорофилла b. Соотноше-

ние форм а и b изменялось по вариантам опытов в пределах 2,01-2,09. Количество каротино-

идов, как правило, было на уровне контрольного варианта или ниже его. 

Анализ приведенных экспериментальных данных, полученных в контролируемых 

условиях и в открытом грунте, достоверно показали, что использование бактериальных про-

дуктов (суспензии и метаболиты определенных штаммов микроорганизмов) совместно с 

комплексом микроэлементов Микроком-В заметно улучшает рост и развитие саженцев вино-

града. Использование микроорганизмов позволяет существенно улучшить питание растений, 

корнеобразование и, соответственно, качество саженцев.  
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Таблица 2 - Влияние метаболитов микроорганизмов и комплекса микроэлементов на содержа-

ние фотосинтетических пигментов в листьях виноградных саженцев, мг/г. Сорт Кодринский, опыт в 

питомнике 

Table 2 - Influence of microbial metabolites and complex trace elements content of photosynthetic pig-

ments in the grape leaves, mg / g, v. Kodrinsky experience in the nursery 

Варианты Хлорофилл 

a 

Хлорофилл 

b 

Сумма 

a+b 

Каротиноиды 

Контроль 1,02±0,01 0,38±0,01 1,40±0.02 0,20±0.001 

Метаболиты  Azotobacter chr. + 

Pseudomonas fl. + Bacillus sub. – по 

½ дозы + Microcom-В - ½ дозы 

1,12±0,002 0,53±0.002 1,66±0.001 0,15±0.002 

Заключение 

Установлена возможность совместного применения суспензии или метаболитов  сапрофитных 

микроорганизмов и комплекса микроэлементов для улучшения роста и развития саженцев винограда. 

Внесение в почву суспензий микроорганизмов и некорневая подкормка саженцев метаболитами мик-

роорганизмов и микроэлементами положительно влияет на рост корней и побегов, что  очень ценно 

для повышения количества и качества посадочного материала. Использование  метаболитов микроор-

ганизмов дает возможность в два раза снизить суммарное количество микроэлементов в комплексе 

Микроком-В при выращивании саженцев, что снижает возможное  загрязнение окружающей среды за 

счет снижения количества применяемых химических удобрений. 

Работа проведена при частичной финансовой поддержке гранта STCU (проект 5391). 
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JOINT USE OF RHIZOSPHERIC BACTERIA ASSOCIATION AND TRACE ELEMENTS 

IN GRAPE NURSERY MANAGEMENT 

Veliksar S.G., Lemanova N.B., Tudorake G.F. 

 

microorganisms, trace elements, seedlings, plant growth, chlorophyll  

 

Under controlled and field conditions was demonstrate that the use of bacterial products (suspensions 

and metabolites of certain of microorganisms) together with a set of trace elements Microcom-B significantly 

improves growth and development of seedlings and saplings of grapes. This is a consequence of improving the 

nutrition of plants and of metabolic processes. The use of microorganisms with a complex of trace elements - is 

the ability to reduce the amount of used micronutrients and reduce the chemical impact on the environment. 
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УДК 581.1  

МЕТОДЫ КРИОСОХРАНЕНИЯ АПИКАЛЬНЫХ МЕРИСТЕМ И 

ПОСТКРИОГЕННОЕ ВОССТАНОВЛЕНИЕ КУЛЬТУРЫ ЗЕМЛЯНИКИ IN VITRO 

Высоцкая О.Н. 
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Введение 

В настоящее время сохранение генетического разнообразия дикорастущих и ценных 

сельскохозяйственных растений является очень важной стратегической задачей, решить ко-

торую можно с помощью криогенного хранения коллекций растительного материала. При 

температуре жидкого азота дегидратированные коллекционные образцы (пыльца, семена, 

клетки и органы, изолированные из растений) можно сохранять в жизнеспособном состоя-

нии десятилетиями без пересадок и пересевов, поскольку в этих условиях обменные процес-

сы в клетках полностью прекращены. Разработка методов криосохранения растительного ма-

териала, который плохо переносит дегидратацию (рекальцитрантные семена и большинство 

культур in vitro), как правило, является сложной научно-исследовательской задачей, связан-

ной с изучением физиологических особенностей формирования устойчивости к заморажива-

нию различных растений, их клеток, тканей и органов. Современные протоколы криосохра-

нения, разработанные для разных культур, отличаются друг от друга по количеству этапов, 

сложности выполнения, способам подготовки образцов к криогенному охлаждению, техно-

логическим особенностям процедуры замораживания клеток, тканей и органов до темпера-

туры жидкого азота (-196°С) и методам восстановления растительного материала. Техноло-

гия культивирования in vitro позволяет не только эффективно подготовить разнообразный 

растительный материал к криогенному замораживанию, но и восстановить его после жидко-

го азота в асептических условиях. Именно поэтому, любая информация об особенностях 

культивирования растительного материала, преодолевшего криогенный стресс, может ока-

заться полезной для обеспечения успеха при восстановлении культур разных видов растений 

после жидкого азота. В связи с этим были проанализированы результаты нескольких серий 

экспериментов с целью изучения особенностей посткриогенного восстановления культуры 

земляники (Fragaria L.) из апексов, которые были заморожены в жидком азоте с использова-

нием 6 различных способов. 

Материалы и методы 

Растения земляники (Fragaria L.) 50 различных российских и зарубежных сортов, при-

надлежащие к коллекции ИНСТИТУТ ФИЗИОЛОГИИ РАСТЕНИЙ РАН, ранее сохраняемой 

в режиме культивирования in vitro. Апексы, изолированные из растений этой коллекции, бы-

ли подготовлены к криогенному замораживанию с помощью различных протоколов криосо-

хранения: медленного замораживания с использованием программируемого оборудования 

ЗРК-1; замораживания в криобане; витрификации; витрификации-инкапсуляции; дегидрата-

ции-инкапсуляции и дегидратации. После сохранения в жидком азоте апексы помещали на 

агаризованную питательную среду для оттаивания, регидратации и освобождения от крио-

протекторов. Для восстановления роста апексы перемещали на свежую питательную среду, 

дополненную 0,5 мг/л 6-бензиламинопурина (6-БАП), и культивировали 30-35 дней при 16 

часовом дне, 20±2°С и освещенности 0,5 клк. Учёт количества меристем, восстановивших 

рост после криосохранения, проводили через 4 недели посткриогенного культивирования. 

Особенности посткриогенного восстановления культуры земляники изучали с помощью со-

поставления качественных и количественных характеристик растений – регенерантов. В не-

которых случаях, растения земляники, размноженные после хранения в жидком азоте, выса-
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живали в полевые условия, где они цвели, плодоносили.  

Результаты и обсуждение 

Многолетние эксперименты по криосохранению апикальных меристем земляники с ис-

пользованием разных методов показали, что наиболее эффективным и экономичным спосо-

бом можно считать метод замораживания дегидратированных апексов. Этот метод имеет ряд 

преимуществ над другими пятью протестированными методами. Нет необходимости исполь-

зовать дорогостоящие программируемые замораживатели. Протокол замораживания допус-

кает изолирование апексов размером в 2-3 мм и их не нужно обрабатывать токсичными 

криопротекторами. Процесс подсушивания образцов проводят в потоке воздуха, что позво-

ляет контролировать степень их дегидратации взвешиванием и регистрацией времени. Мери-

стемы восстанавливают рост быстро и без каллусообразования (рис.1). Кроме того, уровень 

посткриогенного восстановления растений в этом методе стабильно высокий (табл.1).  

  
А* Медленное замораживание: 

в жидком азоте с 1996 по 2013 г. 

Б** Быстрое замораживание: 

в жидком азоте с 2006 по 2013 г. 

А* Slow freezing method: 

cryopreservation from 1996 to 2013 

В** Dehydration method: 

cryopreservation from 2006 to 2013 г. 

Рисунок 1 - Восстановление земляники (cv. Алая зорька) после криосохранения мето-

дами: дегидратации (пат.РФ №2302107) и медленного замораживания (пат.РФ №2220563) 

Figure 1 - Recovery of strawberry plantlets ( cv. Alaya zorka) after meristem cryopreservation 

by: dehydration method (Pat. RF №2302107) and slow freezing method (Pat. RF №2220563) 

 

Таблица 1 - Восстановление роста земляники (cv. Алая зорька) после криосохранения 

апексов методами: дегидратации (пат. РФ №2302107) и медленного замораживания (пат. РФ 

№ 2220563) 

Table 1 - Recovery of strawberry plantlets (cv. Alaya zorka) after meristem cryopreservation 

by: dehydration method ( Pat. RF №2302107) and slow freezing method ( Pat. RF № 2220563) 

Метод 

криосохранения 

Продолжительность хранения 

апексов в жидком азоте 

Доля восстановивших рост ме-

ристематических апексов, % 

А. Медленное замора-

живание: патент РФ № 

2220563 

1 сутки 48 

более 16 лет* 38 

Б. Быстрое заморажи-

вание:  

патент РФ № 2302106 

1 час 94 

более 7 лет** 100 

 

Успешное применение метода дегидратации для криосохранения меристем различных 

сортов земляники дополнительно подтверждает его кардинальное превосходство над други-

ми способами криосохранения, испытанными нами.  

Метод дегидратации (патент РФ № 2302107) был использован для замораживания ме-
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ристематических верхушек земляники при пополнении коллекции криобанка ИНСТИТУТ 

ФИЗИОЛОГИИ РАСТЕНИЙ РАН в рутинном режиме. Таким образом, на долговременное 

сохранение в жидкий азот были помещены апексы, изолированные из растений 49 сортов 

земляники садовой (Fragaria x ananassa Duch.) и одного клона земляники лесной (Fragaria 

vesca L.).  

Выводы 

Криосохранение меристем методом дегидратации не предусматривает использования 

дорогостоящего программируемого замораживателя, в отличие от метода медленного замо-

раживания. Кроме того, апексы при подготовке к замораживанию в этом протоколе не обра-

батывают токсичными и канцерогенными криопротекторами (диметилсульфоксид и эти-

ленгликоль), которые используют в протоколах медленного замораживания, замораживания 

в криобане, витрификации и витрификации-инкапсуляции. Также не была использована ин-

капсуляция апексов в альгинате кальция. Альгинатная оболочка меристем, которая не позво-

ляет проникать к их тканям кислороду воздуха, ингибирует процессы дыхания, тормозит 

рост и развитие побегов. Особенно остро негативное влияние альгинатной аноксии на мери-

стематические клетки проявляется после криогенного воздействия. Таким образом, экспери-

ментально показано, что из шести разных протоколов криосохранения, испытанных нами, 

наиболее эффективным и экономичным и простым можно считать метод дегидратации (па-

тент РФ № 2302107) меристем в потоке воздуха.  

Литература 

1. Высоцкая О.Н., Попов А.С. Способ криосохранения меристем, изолированных из 

растений земляники садовой (Fragaria L.) in vitro: Патент № 2220563//Б.И. 2004. №1. Ч.III. 

С.574. 

2. Высоцкая О.Н., Данилова С.А., Попов А.С. Способ криосохранения in vitro мери-

стем, изолированных из растений земляники садовой (Fragaria L.): Патент № 2302107//Б.И. 

2007, № 19, Т.1. С.166. 

 

CRYOPRESERVATION METHODS FOR SOOT TIP MERISTEMS AND POST 

CRYOGENIC RECOVERY OF STRAVBERRY CULTURE IN VITRO 
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Six protocols were used for cryopreservation of strawberry apices isolated from plants propa-

gated in vitro. Strawberry cultures were successfully recovered after all these techniques. Some pe-

culiarities of post cryogenic regenerated plantlets were investigated. It was shown, that air dehydra-

tion method was most effective for cryopreservation of strawberry meristem. This patented method 

was used for include specimens of 50 strawberry cultivars in IPP RAS cryobank. 
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Введение 

Способность стимулировать рост растений обнаружена у ряда почвенных микроорга-

низмов [1], что послужило предпосылкой для их использования в растениеводстве для по-

вышения урожайности растений [2]. Предложено несколько объяснений этого феномена. 

Одно из них – это повышение доступности для растений соединений фосфора за счет мине-

рализации его органических форм и солюбилизации фосфатов кислотами, продуцируемыми 

микроорганизмами [3]. Повышение доступности почвенного фосфора важно для растений, 

поскольку из-за низкой растворимости фосфатов растения испытывают дефицит этого мак-

роэлемента даже на фоне внесения удобрений. Представляет интерес то, что фосфат-

мобилизующая способность рост-стимулирующих бактерий часто сочеталась с продукцией 

фитогормона индолилуксусную кислоту (ИУК) [3]. Способностью ИУК активировать рост 

растений объясняли рост-стимулирующее действие на растения бактерий, продуцирующих 

этот фитогормон. Между тем, ауксины влияют на ветвление корней и их экссудацию, что 

может улучшать усвоение фосфора растениями. Таким образом, продукция ауксинов бакте-

риями может играть комплексную роль в регуляции рост растений и усвоения ими элементов 

минерального питания. Для того, чтобы повысить эффективность бактериальных препаратов 

как средства увеличения урожайности растений необходимо более детальное изучение влия-

ния ауксин-продуцирующих бактерий на растения. Наша работа направлена на решение этой 

задачи. На ее первом этапе был проведен скрининг штаммов бактерий, обладающих фосфат-

мобилизующим свойством, на способность продуцировать ауксины и изучено влияние их 

инокуляции в ризосферу пшеницы на рост растений на субстрате с низким содержанием мо-

бильного фосфора. 

Материалы и методы 

Способность накапливать в среде культивирования ИУК оценивали у штаммов бакте-

рий Acinetobacter sp. IB Ki-1 (предварительно идентифицирован), Azotobacter sp. IB Ki-14, B. 

subtilis ИМВ В-7023, Flavobacterium IB Ki-7, Gluconobacter sp. IB Ki-11 и бактерии рода 

Pseudomonas – P. fluorescens IB Ki-19 и Pseudomonas sp. (3 штамма IB Ki-17, IB Ki-8-1, IB Ki-

8-2a). Штамм B. subtilis ИМВ В-7023 из коллекции Института микробиологии и вирусологии 

им. Д. К. Заболотного НАН Украины, все остальные штаммы (пока идентифицированные 

предварительно) из коллекции ИБ УНЦ РАН. Бактерии рода Pseudomonas культивировали в 

жидких питательных средах Кинг Б, где в качестве источника углерода был глицерин, а все 

остальные штаммы на модифицированной среде Менкиной − с глюкозой. Штаммы микроор-

ганизмов культивировали в колбах Эрленмейера на качалках (УВМТ-12-250) (160 об/мин
-1

) 

при 28
0
С в течение 96-120 часов. Полученная суспензия бактериальных клеток использова-

лась для внесения в корнеобитаемую зону растений. В процессе культивирования брали 

аликвоту среды для анализа ауксинов. ИУК из культуральной жидкости экстрагировали ди-

этиловым эфиром по модифицированной схеме [4]. Для определения содержания ауксинов 

применяли метод иммуноферментного анализа [4]. 

Изучали влияние бактерий на рост растений твердой пшеницы (Triticum durum Desf., 

сорта Башкирская 27) в лабораторных условиях. Вегетационные сосуды наполняли 0,7 кг 

почвы, отобранной по низкому содержания подвижных форм фосфора. Растения пшеницы 
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(по 12-14 семян/сосуд) росли при освещенности 90 вт/м
2
 и 14-часовой продолжительности 

светового дня. Температура воздуха в течение светового периода была в переделах 24-27 ºС. 

Ежедневно растения поливали дистиллированной водой, влажность почвы между поливами 

колебалась в пределах 55 - 80% полной влагоемкости. Инокуляция бактерий осуществлялась 

через два дня после появления всходов на поверхности почвы путем внесения суспензии 

бактериальных клеток в корнеобитаемую среду в количестве 7,7 х 10
7
 КОЕ/г почвы. 

Результаты и обсуждение 

Среди исследованных 4 штаммов рода Pseudomonas продуцентами ауксинов были все 

культуры, но в различной степени. Максимальное количество целевого продукта продуциро-

вали штаммы P. fluorescens IB Ki-19 (30 нг/мл) и Pseudomonas sp. IB Ki-17 (26-56 нг/мл), и 

несколько меньшее количество Pseudomonas sp. IB Ki-8-1 (19 нг/мл) и Pseudomonas sp. IB Ki-

8-2а (5-17 нг/мл). Продукцию ауксинов у штаммов рода Pseudomonas обнаруживали уже че-

рез 6 ч после начала культивирования с максимумом на 24 ч, а потом их концентрация плав-

но снижалась. Хорошим продуцентом ауксинов был штамм B. subtilis 7023. При культивиро-

вании штамма на среде с глюкозой образование целевого продукта во время спорообразова-

ния составляло стабильно около 60 нг/мл. Высокую способность к продукции ауксинов пока-

зал штамм Azotobacter sp. IB Ki-14, продуцирующий их в количестве 60 нг/мл к 72-120 ч ин-

кубации. По результатам оценки концентрации ауксинов в культуральной среде были ото-

браны Azotobacter sp. IB Ki-14 и B. subtilis 7023. 

 
Рисунок 1 - Влияние инокуляции бактерий Azotobacter sp. IB Ki-14 и B. subtilis 7023 в 

ризосферу на показатели роста растений пшеницы сорта Башкирская 27 при их выращивании 

в почве с низким содержанием подвижного фосфора. Через 10 дней после однократной обра-

ботки 

Figure 1 - Influence of inoculation of bacteria Azotobacter sp. IB Ki-14 and B. subtilis 7023 

into the rhizosphere of plants on the growth of wheat varieties Bashkir 27 when grown in soil with a 

low content of available phosphorus after 10 days following a single treatment 

 

Как видно из рис. 1, инокуляция ризосферы ауксинпродуцирующими бактериями по-

вышала вес побегов и корней, длину побега и соотношение массы подземных органов к 

надземным. Последний эффект указывает на относительную активацию развития корневой 

системы, что должно способствовать повышению их способности обеспечивать растение во-

дой и элементами минерального питания. Известно, что ауксины стимулируют ветвление 

корней и могут способствовать удлинению побега. Следовательно, поступление в растения 

ауксинов, синтезируемых бактериями, может способствовать активации развития корневой 

системы. Вместе с тем, не исключено, что увеличение массы растений в результате инокуля-

ции их ризосферы было результатом улучшения их питания за счет повышения доступности 
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фосфатов под влиянием микроорганизмов. В случае Azotobacter возможно также влияние 

бактерий на рост растений за счет фиксации ими азота. Вместе с тем, рост-стимулирующее 

действие потенциальных азотфиксаторов в наших опытах не превышало стимулирующий 

эффект от В. subtilis, т.е. неспособных к фиксации азота бактерий. Таким образом, скорее 

рост стимулирующий эффект мог быть связан с фосфат мобилизующей способностью самих 

бактерий или влиянием продуцируемых ими ауксинов. 

Исследования поддержаны грантами РФФИ 14-04-97049 Р_поволжье_а и 14-04-

00775А. 
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THE ABILITY OF PHOSPHATE-MOBILIZING BACTERIA TO PRODUCTION OF 

PHYTOHORMONES AND ITS INFLUENCE ON WHEAT GROWTH  
Vysotskaya L.B., Kuzmina L.Yu., Ryabova A.S., Gabbasova I.M., Melent'ev A.I. 

 

plant growth promoting bacteria, auxins, growth 

 

The ability of bacteria from genera Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, 

Gluconobacter to production of phytohormones of auxin group was studied. Auxin producers were 

found among strains of the first three genera by means of immunoassay. Inoculation of most active 

auxin-producing strains’ suspensions into rhizosphere of wheat plants grown on a medium with a 

low concentration of phosphate in the soil solution increased the length and weight of shoots and 

roots and the mass ratio of root/shoot. 
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Продуктивность является результатом всех функций растительного организма, но его 

основой служит фотосинтез. Усваиваемые растением в процессе фотосинтеза элементы – С, 

Н и О составляют 90-95% биомассы. В физиологически приемлемых условиях фотосинтети-

ческий аппарат обеспечивает реализацию генетически детерминированной программы роста 

и развития, используя солнечную энергию и другие ресурсы среды. Интеграция фотосинтеза 

и роста осуществляется через систему донорно-акцепторных отношений [1]. В обеспечении 

клеток энергией и метаболитами участвует дыхание. В дыхании окисляется 40-60% ассими-

лированного углерода [2]. Условия защищенного грунта позволяют контролировать основ-

ные факторы среды и оптимизировать их в соответствии с биологическими потребностями 

культур. Однако в условиях России развитие интенсивной светокультуры в зимний период 

практически невозможно без использования искусственных источников освещения. Целью 

работы было изучение световой регуляции фотосинтеза и оценка эффективности запасания 

энергии в моно- и многоярусных фитоценозах овощных растений в закрытом грунте. 

Исследования проводили на базе ООО «Пригородный» в черте г. Сыктывкар (первая 

световая зона). В теплицах (Агрисовгаз, Россия) функционируют автоматические системы 

управления микроклиматом (Sercom, Нидерланды). Применяются системы капельного поли-

ва, увлажнения, минерального питания, досвечивания растений. Листовой салат (сорт Афи-

цион и Лифли) выращивали в горшочках с торфом в смеси с агроперлитом, растения огурца 

(гибрид F1 Церес) – на минеральном субстрате (Агрос, Россия) под натриевыми лампами вы-

сокого давления (Reflux, Россия). 

Интенсивность ФАР измеряли квантовым датчиком LI-190 SA (Licor. Inc, США). Ско-

рость СО2-газообмена регистрировали с помощью системы LCPro
+
 (ADC BioScientific Ltd., 

Англия). Концентрацию пигментов в ацетоновых вытяжках определяли на спектрофотометре 

UV-1700 («Shimadzu», Япония). Функциональную активность ФС2 оценивали по показате-

лям индуцированной флуоресценции хлорофилла а, измеренным флуориметром PAM-2100 

(Walz, Германия). Площадь листьев находили по их фотоснимкам с помощью программы 

анализа изображений Image Tools (UTHSCSA, 1995-2002). Содержание растворимых сахаров 

и крахмала определяли по [3] с модификациями.  

Морфофизиологические и продукционные показатели листового салата. Растения 

формировали монослойный ценоз высотой 18-23 см. Поступление ФАР прямо зависело от 

количества светильников и составляло 150, 200 и 250 мкмоль/м
2
с. Листовая поверхность 

нарастала довольно быстро и к уборке достигала 10-15 м
2
/м

2
. С увеличением освещенности 

она возрастала на 30%. Листья содержали 6.5-7.7 мг/г сухой массы хлорофиллов и в 4 раза 

меньше каротиноидов. Скорость фотосинтеза (Фв) листьев молодых растений при действу-

ющей ФАР составляла 8-10 мкмоль СО2/м
2
с, а в области светового насыщения была в  1.7-2 

раза  выше. У зрелых растений Фв достоверно выше в варианте с лучшим освещением. Ско-

рость темнового дыхания (Дт) листьев составляла в среднем 1.5 мкмоль СО2/м
2
с. С возрас-

том культуры соотношение Дт/Фв повышалось, сильнее у листьев слабо освещенных расте-

ний. Урожайность салатной линии увеличивалась пропорционально повышению количества 

mailto:golovko@ib.komisc.ru
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поступающей к растениям ФАР и достигала у интенсивной светокультуры 7-8 кг/м
2
. Условия 

освещения не оказали заметного влияния на эффективность запасания световой энергии в 

биомассе (КЭ). Величина КЭ составляла 0.84-0.88 г сухой массы/моль ФАР, что эквивалент-

но 4.1- 4.5 г /МДж. КЭ салата в коммерческих теплицах равнялся 0.8 г/моль ФАР [4], а в по-

левых условиях 2.4 г/МДж [5]. В замкнутых системах этот показатель был вдвое ниже [4].  

Морфофизиологические и продукционные показатели огурца. Гибрид F1 Церес – расте-

ние с недетерминированным ростом. В условиях светокультуры нижние, стареющие листья 

огурца периодически удаляют, оставляя на растении 25 - 28 штук. При расположении све-

тильников над растениями, листья в глубине ценоза получали сильно ослабленный свет. 

Лампы над ценозом обеспечивали ФАР на уровне верхнего яруса около 200 мкмоль /м
2 

с. 

Размещение дополнительных ламп в междурядьях повышало освещенность листьев нижнего 

и среднего ярусов в 1.5-2 раза, до 70-100 мкмколь /м
2 

с. С учетом времени работы ламп (19 ч) 

поступление ФАР к растениям за сут. составляло около 15 моль/м
2
, в том числе, 14 % за счет 

ламп внутри ценоза.  

При всех работающих светильниках скорость Фв листьев верхнего яруса составляла 8 - 

11 мкмоль СО2/м
2 

с или  42 - 53 мг СО2/ г ч, у листьев среднего и нижнего ярусов была вдвое 

ниже. После полного отключения ламп регистрировали выделение СО2 из листьев (1-2 

мкмоль/м
2
с). Для восстановления 1 моля СО2 более молодые листья верхнего яруса расходо-

вали около 30 моль ФАР. Листьям в глубине ценоза требовалось в 1.5-2 раза больше свето-

вой энергии, что обусловлено онтогенетическими факторами снижения Фв [6] и увеличением  

соотношения Фв/Дт [2]. Верхушечные листья содержали меньше хлорофилла (в расчете на 

сухую массу) и отличались более высокой удельной поверхностной плотностью. Они асси-

милировали интенсивней и не испытывали значительной плодонагрузки, как листья среднего 

и нижнего ярусов. Во время фазы плодоношения (конец декабря) концентрация крахмала в 

листьях верхнего яруса была существенно больше, чем в листьях среднего и нижнего ярусов,  

и составляла 20-25% от сухой биомассы, а растворимых сахаров  около  3 %.  В нижераспо-

ложенных листьях отмечали выраженную динамику фонда неструктурных углеводов. Со-

держание крахмала в конце периода освещения (перед выключением ламп) было вдвое вы-

ше, чем в начале (после 5 ч темноты), но существенно (в 2-3 раза) ниже по сравнению с ли-

стьями верхнего яруса. Наибольшие значения величины максимального квантового выхода 

ФС2 (Fv/Fm= 0.81-0.83) были измерены у листьев среднего яруса. Хлоропласты верхних и 

нижних листьев  характеризовалась более низкой потенциальной активностью ФС 2 (Fv/Fm= 

0.75-0.78). Возможно, что у верхних листьев это было обусловлено высоким уровнем содер-

жания крахмала, а у нижних – возрастом. Расчеты показали, что для  образования 100 г пло-

дов (~22 г сухой массы) растения должны запасти не менее 5 моль или 1 МДж ФАР. Величи-

ны такого порядка приводятся  и другими авторами [7,8].  

Таким образом, нами выявлены закономерности распределения света в  ценозах одно- и 

многоярусных тепличных культур в зимнем обороте. Установлено, что увеличение потока 

ФАР к агроценозу листового салата приводило к повышению продуктивности за счет возрас-

тания скорости фотосинтеза и роста листовой поверхности. В области ФАР 150 – 250 

мкмоль/м
2
с  эффективность запасания световой энергии в биомассе салата не зависела от 

освещенности и составляла в среднем  0.8 г сухой массы /моль ФАР или 4 г /МДж. Перерас-

пределение света в ценозе огурца и улучшение освещенности листьев среднего и нижнего 

ярусов повышает  урожайность и позволяет получить  48-50 кг плодов/м
2
. Эффективность 

запасания энергии в полезной продукции составляла в среднем 100 г сырой массы/МДж 

ФАР. Используемые режимы освещения оправданны физиологически и позволяют сохра-

нить рентабельность производства тепличной продукции в осенне-зимнем обороте в первой 

световой зоне.  
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logical elements, growth and radiation use efficiency of cucumber // XVIIth World Congress of the 

International Commission of Agricultural and Biosystems Engineering (CIGR) (Québec City, Can-

ada – June 13-17, 2010). P. 1-9. (http://www.csbe-scgab.ca/docs/meetings/2010/CSBE101226.pdf) 

8. Nederhoff  E. M., Vegter J. G. Photosynthesis of stands of tomato, cucumber and sweet 

pepper measured in greenhouses under various CO2-concentrations // Annals of Botany. 1994. Vol. 

73. P.353-361. 

 

LIGHT REGULATION OF PHOTOSYNTHESIS AND RADIATION USE EFFICIENCY IN 

MONO- AND MULTISTAGE PHYTOCENOSES OF VEGETABLE PLANTS 

Golovko T.K., Dalke I.V., Grygoray E.E., Butkyn A.V., Tabalenkova G.N., Zakhoziy I.G. 

 

lettuce, cucumber, photosynthesis, productivity, lighting, greenhouse 

 

The lettuce and cucumber leaves' photosynthetic activity and crop yield dependence on light-

ing were studied during winter-round in greenhouse. The increase of PAR from 150 to 250 μmol/ 

m
2
s intensified the leaf photosynthetic and growth rate of lettuce and increased crop productivity by 

30-35%. Coefficient of radiation use efficiency of lettuce crop was ~ 0.8 g DW/mol PAR under all 

regimes of lighting. Positive effects of intracanopy lighting on photosynthetic characteristics in cu-

cumber were observed. Crop productivity increased to 50 kg fruit /m
2
,
 
and radiation use efficiency 

was 100 g fruit biomass/MJ PAR.  

  

http://www.csbe-scgab.ca/docs/meetings/2010/CSBE101226.pdf
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ ГЕРБИЦИДОВ В ПОСЕВАХ КУКУРУЗЫ (ZEA 

MAYS L.SSP.MAYS) НА ЗЕРНО В УСЛОВИЯХ КАЛИНИНГРАДСКОЙ ОБЛАСТИ 

Григорович Л.М.
1
, Проворова О.Н.

2
 

 
1
ФГБОУ ВПО «Калининградский государственный технический университет», 

Советский пр., 1, г. Калининград, 236022, Россия, E-mail: agronjmia@mail.ru 
2
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г. Нестеров Калининградской обл., 238010, Россия, E-mail: provorova.olga@mail.ru 

 

кукуруза, гербицид, эффективность  

 

Возделывание кукурузы в Калининградской области способно решить актуальные вопро-

сы обеспечения собственными кормами перспективно развивающуюся отрасль животноводства. 

Получение высоких урожаев кукурузы и полное раскрытие потенциала гибрида невозможно без 

своевременной защиты от нежелательной растительности. Изучение эффективности влияния 

гербицидов на засоренность посевов имеет большое значение для внедрения интенсивных тех-

нологий возделывания кукурузы в условиях региона. 

Производственные испытания гербицидов Лазурит (действующее вещество метрибузин) и 

ДУБЛОН Голд (д.в. никосульфурон + тифенсульфурон-метил) ЗАО Фирмы «Август» для отра-

ботки наиболее эффективных схем защиты посевов от нежелательной растительности проведе-

ны в посеве кукурузы (гибрид Галина венгерской компании «Вудсток КФТ) в ЗАО «Садовое» 

Нестеровского района. Площадь экспериментального поля - 8 га, предшественник – кукуруза на 

силос. Почва – дерново-скрытоподзолистая глееватая, по гранулометрическому составу – сред-

ний суглинок. Агрохимические показатели: pH – 5,2, содержание гумуса – 1,75, доступных форм 

фосфора – 7,7 мг/100 гр., обменного калия - 12,0 мг/100 г почвы, серы – 4,4 мг/кг почвы. Сев 

проведен 9 мая 2013 г., норма высева - 70 всхожих семян на 1 м².  

Схема опыта включала три варианта в четырех повторностях. Первый - с двукратным 

(довсходовым и послевсходовым) применением гербицидов: через 2 дня после посева Лазурит с 

нормой расхода препарата 0,6 кг/га; в фазу 4-6 листьев культуры (13 стадия развития по Zadoks) 

- ДУБЛОН Голд с нормой расхода 0,075 кг/га. Второй вариант с однократным (послевсходовым) 

применением гербицида: в фазу 4-6 листьев культуры (13 стадия развития по Zadoks) - ДУБЛОН 

Голд с нормой расхода 0,075 кг/га. Третий вариант – контроль без гербицидной обработки. Ве-

личину и качество урожая семян, биометрические показатели растений определяли стандартны-

ми методами [1; 2]. 

Результаты исследований ряда авторов свидетельствуют, что количество сорняков на еди-

ницу площади играет менее значимую роль, чем фаза развития кукурузы, при которой они по-

явились [3; 4]. По нашим наблюдениям, в условиях Калининградской области однократное при-

менение гербицидов показывало нестабильный результат в снижении засоренности посевов ку-

курузы.  

Применение препарата Лазурит до всходов культуры позволило уничтожить нежелатель-

ные растения в момент их прорастания, то есть обеспечило защиту посева на начальном этапе 

развития культуры. Через 20 дней после обработки в контроле (варианте без гербицида) на 1 

кв.м насчитывалось в среднем 47,6 нежелательных растений с преобладанием мари белой (Che-

nopodium album L.) - 18,6 шт., осота желтого (Sonchus arvensis L.) и падалицы рапса (Brassica 

napus L.) - по 12 шт. В варианте с применением Лазурита сорные растения были представлены 

только осотом желтым - 2,6 шт./кв. м. Таким образом, биологическая эффективность Лазурита в 

подавлении нежелательной растительности в этот период составила 94,5%. 

Однако, через 25 дней на опытном участке появились всходы широколистных сорняков, 

кроме того, был отмечен пырей ползучий (Elytrigia repens Nevski). Для повторной гербицидной 

обработки использовали двухкомпонентный ДУБЛОН Голд (0,075 кг/га), обладающий высокой 



207 

 

эффективностью против основных видов злаковых и двудольных сорняков, широко распростра-

ненных в посевах кукурузы.  

Учет засоренности по массе сорняков, проведенный в стадию развития кукурузы 32-34, 

показал высокую эффективность гербицидов в обоих вариантах: опытные участки были свобод-

ны от нежелательной растительности. Однако воздействие на пырей ползучий оказалось интен-

сивнее в варианте с двукратным применением гербицидов: биологическая эффективность соста-

вила 90,9%, при однократном послевсходовом опрыскивании этот показатель был значительно 

ниже – 72,5%. Учет продуктивности растений кукурузы и биологической урожайности зерна 

проведен перед уборкой урожая при влажности зерна 40%, результаты представлены в табл. 1. 

Таблица 1 – Эффективность применения гербицидов в посевах кукурузы на зерно 

Table 1 – Efficiency of application of herbicides in maize crops on grain 

 

Вариант 

Количество 

растений на 

1 м² 

Высота 

растений, 

м 

Масса 

початка, 

г 

Количе-

ство зерен 

в початке  

Масса 

1000 зе-

рен, кг 

Урожай-

ность зер-

на, т/га  

Лазурит, 0,6 кг/га 

+ ДУБЛОН Голд, 

0,075 кг/га 5,60 2,40 301,20 568,480 0,45 16,86 

ДУБЛОН Голд, 

0,075 кг/га 5,60 2,35 292,70 552,960 0,45 16,39 

Контроль (без 

гербицидов) 5,60 1,90 195,50 389,160 0,36 10,94 

Снижение засоренности в вариантах с применением гербицидов положительно сказалось 

на развитии кукурузы: сформировались более мощные растения, превышающие высоту в кон-

троле на 0,5 м. Повысилась продуктивность растений: масса початка с участка с двукратной гер-

бицидной обработкой составила в среднем 301,2 г со средним количеством зерен 568,48 шт., с 

однократной – 292,7 г (552,96 шт.), что в 1,5 раза выше показателя контрольного варианта. При-

бавка биологической урожайности в варианте с двукратной гербицидной обработкой по сравне-

нию с контролем составила 5,92 т/га, в варианте с однократной обработкой -  4,42 т/га при уро-

жайности 16,86 и 16,39 т/га, соответственно.  
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EFFICIENCY OF USE OF HERBICIDES IN SEEDING OF MAIZE (ZEA MAYS L. SSP. 

MAYS) ON GRAIN IN THE CONDITIONS OF THE KALININGRAD REGION 

Grigorovich L.M., Provorova O. N. 

 

maize, herbicide, efficiency 

 

Tests of schemes of herbicidal protection of seeding of maize from undesirable vegetation with 

double and single application of herbicides proved advantage of double processing. The option with 

processing by Lazurite (0,6 kg/ha) to Emergence maize in combination with application DOUBLOON 

Gold (0,075 kg/ha) in a phase of 4-6 leaf collar of crop appeared the most effective.  
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УДК 581.6 

ВЛИЯНИЕ ПРАВИЛЬНОЙ ПИРАМИДЫ НА ПРОРАСТАНИЕ СЕМЯН ЯЧМЕНЯ 

Гуревич А.С., Афанасьева К.С. 

 

ФГБОУ ВПО «Калининградский государственный технический университет», 

Советский пр., 1, г. Калининград, 236022, Россия, E-mail: agronjmia@mail.ru 

 

ячмень, правильная пирамида, прорастание, органогенез 

 

Правильные пирамиды в последние годы начинают все шире использоваться в практи-

ческих целях в Калининградской области. Так пирамиды, имеющие покрытие из янтаря ис-

пользуются в лечебно-профилактических целях в светлогорском санатории «Янтарный бе-

рег» (1), на включенной в экскурсионный маршрут смотровой площадке карьера Янтарного 

комбината в поселке Янтарном (2), (рис. 1 приложения), в краеведческом музее этого посел-

ка (рис. 2 приложения). Некоторые фермеры выращивают продовольственную продукцию в 

теплицах, имеющих форму правильной пирамиды. Получили распространение сооружения в 

форме правильной пирамиды и в европейских странах. В частности, такую форму имеют не-

которые овощехранилища. В многочисленных литературных источниках декларируется по-

зитивное влияние правильной пирамиды на здоровье человека, состояние животных и расте-

ний (3 – 6). 

Вместе с тем, влияние правильных пирамид на биологические объекты традиционной 

наукой остается практически неизученным. 

Учитывая сказанное выше, в настоящей работе мы поставили перед собой следующую 

цель: выяснить, способна ли правильная пирамида оказывать влияние на биологические про-

цессы, в частности – на прорастание семян ячменя.  

Семена ячменя сорта Нур проращивали в чашках Петри на фильтровальной бумаге по 

100 штук. Использовали водопроводную воду. Эксперименты осуществляли в комнатных 

условиях при температуре 17 – 24 градусов Цельсия. Применяли пирамиды двух видов: изго-

товленную из медной проволоки с длиной стороны основания 20 сантиметров, высотой 40 

сантиметров и изготовленную из деревянных реек с длиной стороны основания 23 сантимет-

ра и высотой 25 сантиметров.  

Чашку Петри с семенами опытной группы устанавливали в пирамиду. Контрольные 

семена проращивали без пирамиды. С целью повышения достоверности полученных данных 

был заложен дополнительный контрольный эксперимент (контроль 2). В нем две чашки Пет-

ри с проращиваемыми семенами устанавливали на расстоянии 20 сантиметров друг от друга 

вне пирамиды. Повторность опытов – тридцатикратная. Полученные данные обрабатывали 

методами математической статистики (9). 

В ходе экспериментов были получены следующие результаты. Первичные данные были 

подвергнуты математической обработке. В каждом эксперименте достоверность разности 

долей по каждому из изученных параметров между опытным и контрольным вариантом, а 

также между двумя контрольными вариантами (в контроле 2) оценивали по критерию Стью-

дента t для непараметрических признаков.  

Как следует из полученных данных, лишь в части опытов проявились достоверные от-

личия между вариантами. При этом под влиянием правильной пирамиды происходило как 

увеличение доли проросших семян и других изученных параметров, так и их уменьшение. В 

связи с этим была проведена оценка всего комплекса полученных данных по критерию Сть-

юдента t для параметрических признаков. 

Средние значения и стандартные отклонения проявившихся в опытах всхожести и 

энергии прорастания семян ячменя представлены в таблице 1. Как показал статистический 

анализ данных, различия средних значений между вариантами контрольного эксперимента 

(контроль 2) не достоверны. В то же время, уменьшение энергии прорастания и всхожести 
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семян ячменя под действием правильной пирамиды оказалось достоверным для уровня дове-

рительной значимости 0,05. 

 

Таблица 1 - Влияние правильной пирамиды на прорастание семян ячменя 

Table 1 - Influence of regular pyramid on germination of barley seeds 

Вариант Энергия прорастания, % Всхожесть, % 

Контроль 13,47±8,44 47,53±24,11 

Опыт 9,84±5,84 38,23±26,40 

Контроль 2,1 7,17±2,79 28,77±25,89 

Контроль 2,2 7,42±3,23 28,46±26,60 

 

Средние значения и стандартные отклонения выявленных в ходе экспериментов долей 

наклюнувшихся и проросших семян ячменя представлены в таблице 2. 

 

Таблица 2 - Влияние правильной пирамиды на органогенез всходов ячменя 

Table 2 - Influence of regular pyramid on organogenesis of barley shoots 

Вариант Проросших семян с ли-

стьями и корнями, % 

Проросших семян 

только с корнями, % 

Наклюнувшихся 

семян, % 

Контроль 20,30±14,40 19,23±16,90 7,80±7,46 

Опыт 16,77±11,02 14,77±16,27 6,83±7,65 

Контроль 2,1 11,08±6,82 10,33±16,77 4,50±5,82 

Контроль 2,2 11,58±7,83 9,25±14,24 5,92±9,69 

 

Различия средних между вариантами контрольного опыта не достоверны. Уменьшение 

доли проросших семян, образовавших листья и корнями, под влиянием правильной пирами-

ды достоверны для уровня доверительной значимости 0,05. Влияние правильной пирамиды 

на количество наклюнувшихся семян и проросших семян, образовавших только корни, не 

достоверно. 

В ходе анализа данных, полученных в опытах с пирамидами, изготовленными из про-

волоки и реек отдельно, получены аналогичные результаты. 

Результаты проведенных экспериментов позволяют сделать следующие выводы: 

Правильная пирамида несколько снижает всхожесть, энергию прорастания семян ячме-

ня и количество проросших семян, образовавших листья и корни. 

Правильная пирамида не оказывает достоверного влияния на количество наклюнув-

шихся семян и проросших семян, образовавших только корни. 

Материал, из которого изготовлена пирамида, не оказывает существенного влияния на 

ее действие на прорастание семян ячменя. 

Таким образом, в ходе эксперимента не получены данные, свидетельствующие в пользу 

предположения о позитивном влиянии правильной пирамиды на биологические объекты. 

Более того, без проведения дополнительных исследований использование правильной пира-

миды для стимулирования биологических процессов не целесообразно.  
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INFLUENCE OF REGULAR PYRAMID ON GERMINATION OF BARLEY SEEDS 

Gurevitch A.S., Aphanasyeva K.S. 

 

barley, regular pyramid, germination, organogenesis 

 

Studied the effect of a regular pyramid on the germination of barley seeds. Found that regular 

pyramid has a weak inhibitory effect on seed germination and shoots organogenesis. Using regular 

pyramid to stimulate biological processes is not recommended. 
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Nicotiana tabacum, транспластомные растения, ультраструктура хлоропластов, pKMS8,  aadA
au

, 

фенотип аurea, баллистическая трансформация  

 

Введение 

Транспластомная инженерия считается наиболее перспективной для супер-продукции ценных 

терапевтических белков, антигенов и компонентов вакцин, в том числе и так называемых, 

«съедобных». В связи с этим важной представляется более полно изучить изменения хлоропластов 

при генетических манипуляциях. Целью настоящей работы было выявление цитологических 

различий между фенотипическими и структурными параметрами пластид при использовании 

маркерного гена ааdA
au

 , придающего золотистую окраску транспластомным растениям. Важно 

было выяснить, имеют ли транспластомные растения табака с золотистой окраской листа отличия в 

ультраструктурной организации хлоропластов мезофилла листьев от хлоропластов мезофилла 

молодого и стареющего листа нетрансгенного растения, имеющих зеленую (средний ярус) и желтую 

(нижний ярус) окраску. 

Материалы и методы 

Растительный материал. Для работы использовали транспластомные растения табака 

Nicotiana tabacum cv. Petit Havana содержащие в хлоропластном геноме кассету экспрессии с 

селективным маркером – геном aadA
au

 [1]. 

Анализ ультраструктуры пластид мезофилла листа. Фрагменты срединной части 3-го листа 

(поперечные кусочки шириной 1 мм
З
) контрольных и транспластомных растений (имеющих 

золотистую окраску), а также фрагмент старого (желтеющего) и молодого листа зеленых 

нетрансформированных растений фиксировали в 2,5% растворе глутарового альдегида (Merck, 

Германия) на 0,1 М фосфатном буфере Серенсена (рН 7,2) с добавлением 1,5% сахарозы, 

дофиксировали 1,0% раствором четырехокиси осмия (ОsО4) (Sigma, США), обезвоживали в этаноле 

и окиси пропилена (Fluka, Германия) и заключали в смесь Эпон-Аралдит.Ультратонкие срезы 

изготовляли с помощью ультрамикротома LKB–V (LKB, Швеция). Контрастировали препараты 

уранилацетатом и цитратом свинца по Рейнольдсу [2]. Исследование препаратов проводили на 

электронных микроскопах Н-300 и Н-500 (Hitachi , Япония).  

Результаты и обсуждение 

Методом баллистической трансформации были получены транспластомные растения табака 

Nicotiana tabacum cv. Petit Havana с экспрессией гена aadA
au

,  придающую устойчивость к 

спектиномицину и вызывающую золотистую окраску листа при высаживании в почву после отбора 

на селективной среде [3]. Для исключения предположений о возможности пожелтения листьев в 

результате модификации пластид фотосинтезирующих клеток, характерного для поврежденных или 

стареющих листьев (рис 1.А), было произведено изучение структурной организации хлоропластов 

из фрагментов молодых и стареющих листьев контрольных нетрансгенных растений (рис.1.А,В,Г). и 

из фрагментов, обладающих золотистой окраской транспластомных секторов трансформированных 

растений (рис. 1.Б,Д). Структура хлоропластов мезофилла сформированных листьев контрольных 

растений (дикого типа) соответствовала ортодоксальной структуре, характерной для хлоропластов 

мезофилла настоящих листьев табака[4]. Пластиды (рис. 1.В) имеют характерную линзовидную 

форму, большое количество тилакоидов стромы, а также характерные для хлоропластов активно 
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фотосинтезирующих тканей: большое число гран, сформированных 4-10 тилакоидами. Во 

внутреннем пространстве пластид расположены мелкие крахмальные зерна, пластоглобулы и 

светлые участки (зоны расположения пластидной ДНК - нуклеоиды – указаны стрелками) на фоне 

плотной стромы (рис. 1.В). Пластиды мезофилла желтеющего старого листа нижнего яруса (рис. 1Г) 

имеют характерные изменения структурной организации, выражающиеся в появлении более 

крупных крахмальных зерен, увеличении в 3-7 раз количества и площади среза пластоглобул, 

просветлении стромы и отсутствие четко идентифицируемых светлых областей с нуклеоидами (рис. 

1Г). Количество тилакоидов гран и стромы несколько уменьшено - граны содержат от 3 до 8 

тилакоидов.  

Хлоропласты мезофилла фрагмента золотистой части листа гетеропластомного растения 

табака имеют существенные отличия от пластид контрольных растений. Размеры пластид 

уменьшаются в 1,5 – 2 раза. Кроме того, отличия выражаются в уменьшении количества тилакоидов 

в гранах до 2-5, увеличении количества светлых участков стромы, характерных для расположения 

нуклеоидов (рис.1Д). Еще одним отличием является неравномерные отложения осмиофильного 

материала в межмембранном пространстве по поверхности хлоропласта. 

 

 
 

Рисунок 1 - Структурная организация хлоропластов мезафила листа транспластомного 

растения табака с геном aadA
au

. А-контроль, Б-транспластом, В-фрагмент хлоропласта клетки 

мезафила зрелого листа, Г- фрагмент хлоропласта клетки мезафила стареющего (желтого) листа, Д-

фрагмент хлоропласта клетки мезафила зрелого листа транспластомного растения 

Figure 1 - Structural organization of chloroplasts mezafila sheet transplastomic tobacco plants with the 

gene aadAau. A-control, Б-transplastom, B-fragment of the chloroplast cells mezafila mature leaf, Г-

fragment of the chloroplast cells mezafila aging (yellow) leaf, Д-fragment of the chloroplast cells mezafila 

mature leaf transplastomic plants 
 

Изменения в структурной организации пластид ранее были отмечены и при получении 

трансгенных растений [5]. Таким образом, изменение ультраструктуры пластид может иметь 

различные последствия и быть частично нивелировано за счет увеличения их количества в клетке 

или за счет изменения работы различных систем обеспечивающих работу обеих фотосистем. 

В заключение, следует добавить, что в связи с выявленными изменениями 

фотосинтетического аппарата пластид при пластидной трансформации в нашем случае, применения 

маркера aadA
au 

, требуют дальнейшего изучения, принимая во внимание надежность и 

перспективность  использования пластидной трансформации. 

Работа выполнена при финансовой поддержке фонда РФФИ 13-08-01323 а. 
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THE ULTRASTRUCTURE OF CHLOROPLASTS 

IN TRANSPLASTOMIC TOBACCO PLANTS 

Danilova S.A., Baranova E.N., Gulevitch A.A., Kunakova E.A., Raldugina G.N. 
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ballistic transformation  

 

The mesophyll cells from leaves of wild-type tobacco plants (with green leaf fragments) and old 

leaves of wild-type and yellow leaf fragments with transformed chloroplasts (plastids with altered 

pigmentation due to expression of aadA
au

 transgene ) were studied by electron microscopy. Chloroplasts of 

transplastomic plants were differed in the number and arrangement of thylakoids, the number and size of 

starch grains and plastoglobules. 
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Одним из наиболее эффективных методов борьбы с инфекционными заболеваниями 

является вакцинация, основанная на программировании специфических иммунологических 

механизмов на защиту от возбудителей инфекций. Несмотря на то, что благодаря вакцина-

ции человечеству удалось избежать многих опасных инфекций, все еще остается актуальным 

вопрос об отрицательных эффектах, возникающих при использовании традиционных вакцин, 

которые основаны на аттенуированных или инактивированных патогенах (сенсибилизация 

организма, большая нагрузка на иммунную систему, реактогенность, токсичность и др.).  

Применение методов современной биологии дает возможность идентифицировать и 

изолировать биологические макромолекулы или их фрагменты, которые можно было бы ис-

пользовать в качестве иммуногенных компонентов. Такими компонентами могут выступать 

оболочечные белки патогенов и/или другие белки, являющиеся иммуногенами.  

При разработке вакцин нового поколения, основанных на использовании рекомбинант-

ных белков, актуальным остается вопрос о поиске высокоэффективных и экономически вы-

годных систем их экспрессии. В настоящее время для этих целей используются E.coli, Sac-

charomyces, клетки человека, клетки насекомых. Новые перспективы в наработке рекомби-

нантных белков открываются с использованием генетически модифицированных растений 

(биофарминг), которые могли бы выступать в качестве съедобных вакцин. Реальность и эф-

фективность такого подхода многократно подтверждена исследователями ведущих биотех-

нологических лабораторий мира, а также деятельностью многочисленных компаний и фирм, 

специализирующихся на производстве одного или нескольких близкородственных продуктов 

на основе собственной экспрессионной платформы. 

В настоящее время наряду с традиционными методами интенсивно разрабатываются 

новые подходы к получению вакцин против возбудителей инфекционных заболеваний. Ди-

намично развивается направление биотехнологии, связанное с разработкой съедобных вак-

цин. Несколько таких разработок уже завершены, так например, съедобная вакцина против 

чумы кур (Dow Agrosciences, США) одобрена и находится в продаже в США. Созданы съе-

добные вакцины против вируса гепатита В (трансгенный салат) и против  вируса бешенства 

(трансгенный шпинат), которые находятся на I стадии клинических испытаний (Университет 

Томаса Джефферсона, Филадельфия, США). Группа под руководством доктора Ч.Арнтцена 

(Университет штата Аризоны, США) разработала съедобные вакцины против различных 

возбудителей диареи – норовируса и энтеротоксигенной E.coli, (трансгенные картофель, ку-

куруза и томаты), а также вакцину против холеры и гепатита В в трансгенном картофеле, ко-

торые находятся на I и II стадиях клинических испытаний. Американская компания «Medica-

go Inc.» создала рекомбинантные вакцины от гриппа (H1N1 и H5N1), синтезируемые в тка-

нях трансгенных растений табака, которые находятся на I и II фазах клинических испытаний. 

Преимущество таких вакцин состоит в низких затратах на их производство и вакцинацию.  

В Институте цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск) выполнен цикл работ по созда-

нию трансгенных растений с генами иммуногенов возбудителя туберкулеза Mycobacterium tube-

rculosis. Выполнены дизайн и сборка генетических конструкций с генами cfp10 и esat6 

M.tuberculosis для экспрессии в растительных клетках Получены линии трансгенной моркови, в 
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тканях корнеплодов которых синтезировались рекомбинантные белки M. tuberculosis (ESAT6 - не 

менее 0,056% ОРБ; CFP10 - 0,002%). Продемонстрировано формирование клеточного и гумораль-

ного иммунных ответов при пероральной доставке исследуемых рекомбинантных антигенов экс-

периментальным животным (Uvarova et al., 2013). Формирование иммунного ответа при перо-

ральной доставке CFP10-иммуногена, синтезируемого в тканях корнеплодов трансгенных растений мор-

кови, установлено нами впервые. Установлено, что ESAT6 проявлял токсичность по отношению к 

мононуклеарам переферической крови. Мы предположили, что токсичность ESAT6 может быть 

снижена в присутствии адьюванта, в качестве которого мы использовали дельтаферон человека.  

Создана генетическая конструкция с генами cfp10 и esat6 M.tuberculosis в слитой форме, 

включающая дополнительно ген дельтаферона dIFN человека. Включение гена дельтаферона 

человека в состав генетической конструкции предполагало использование рекомбинантного 

дельтаферона в качестве адьюванта и иммуномодулятора, усиливающего иммунный ответ к 

антигенам туберкулеза. Дельтаферон является рекомбинантным аналогом γ-интерферона че-

ловека, синтезируется в растворимой нативной форме, имеет повышенную устойчивость к 

протеазам крови и сниженную противовирусную активность. Создано два варианта конструк-

ции - для экспрессии в прокариотической (E.coli) и эукариотической (Daucus carota) системах 

(Патент №2468082 от 27 ноября 2012 г.). В экспериментах с лабораторными животными нами 

установлено, что химерный белок CFP10-ESAT6-dIFN обладает способностью индуцировать 

гуморальные и клеточные звенья иммунитета при пероральном (корнеплоды трансгенной мор-

кови) и инъекционном (очищенный рекомбинантный белок, синтезируемый в E.coli) введении 

в организм животных (мыши). Важно отметить, что ESAT6, входящий в состав химерного 

белка, не оказывал цитотоксического эффекта на мононуклеары периферической крови. До-

бавление химерного белка или дельтаферона (контроль) оказывало пролиферативное влияние 

на спленоциты неиммунизированных мышей. Установлено, что пероральная доставка CFP10-

ESAT6-dIFN-антигена не отличалась по стимуляции клеточного иммунитета от эффективно-

сти, наблюдаемой при инъекциях соответствующего рекомбинантного химерного белка. Это 

особенно важно, поскольку именно Th1-тип иммунного ответа играет ведущую роль в проти-

востоянии организма заражению M. tuberculosis (Permyakova et al., 2014). Полученный нами 

химерный белок CFP10-ESAT6-dIFN безусловно представляет интерес в качестве кандидатной 

вакцины и нуждается в дальнейших дополнительных исследованиях. 

Литература 

1. Uvarova E.A. et al., “Oral Immunogenicity of Plant-Made Mycobacterium tuberculosis 

ESAT6 and CFP10,” BioMed Research International, vol. 2013, Article ID 316304, 8 pages, 2013. 

doi:10.1155/2013/316304.  

2. Permyakova N.V. et al., “Oral immunization of animals with the transgenic carrot express-

ing the fusion protein CFP10-ESAT6-dIFN”, Plant Biotechnology, 2014 (in press). 

 

TRANSGENIC PLANTS - BIOREACTORS SUBUNIT CANDIDATE EDIBLE VACCINES 

Deineko E.V. 

 

Mycobacterium tuberculosis, transgenic plants, edible vaccine expression system, the recombinant proteins  

 

While tuberculosis has quite high lethal rate, the BCG still remains the only antituberculosis 

vaccine, though it has a number of serious disadvantages. So, the absence of any alternative means 

for immune prophylactics makes necessary the development of new candidate antituberculosis vac-

cines. Thus, the development of subunit vaccines based on recombinant antigens combined with 

cytokines and the optimization of antigens delivery methods.  
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УДК 581.1 

ВЛИЯНИЕ ИОНОВ МЕДИ НА ГЕНОМ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ IN VITRO 

КЛЕТОК ARABIDOPSIS 

Долгих Ю.И., Седов К.А., Соловьева А.И., Терешонок Д.В. 

 

ФГБУН Институт физиологии растений им. К.А.Тимирязева РАН, Ботаническая ул., 35, 

127276, г. Москва, Россия, E-mail: gsc@ippras.ru 

 

Arabidopsis thaliana, культура тканей, генетическая изменчивость 

 

Введение 

Изоляция экспланта и введение его в культуру in vitro является серьезным стрессовым 

фактором для клеток растений. Дополнительные негативные воздействия усугубляют состо-

яние стресса. Известно, что неблагоприятные внешние факторы нарушают работу репараци-

онных механизмов, вызывают изменение характера метилирования ДНК, модификации ги-

стонов, амплификации и деамплификации участков генома [1]. Эти эпигенетические нару-

шения потенциально способны индуцировать генетические изменения [2]. Однако конкрет-

ных данных о возникновении мутаций под действием стрессов очень мало [3,4]. Целью дан-

ной работы было исследование влияния ионов меди в токсичных концентрациях на геном 

культивируемых клеток Arabidopsis thaliana.   

Материалы и методы 
Исследования проводили на двух клеточных линиях, полученных из тканей растений 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. экотип Columbia. Одной из них была каллусная линия, куль-

тивируемая в течение полугода, а второй – суспензионная культура, поддерживаемая in vitro 

более семи лет. Для анализа генетической вариабельности клеток из суспензии были выде-

лены отдельные клоны. Клетки обеих линий культивировали на среде МС с 1 мг/л 2,4-Д, 0,15 

мг/л БАП и 30 г/л сахарозы при температуре 26
о
С на свету интенсивностью 2 кЛк при длине 

светового дня 16 ч. 

ДНК выделяли по методике CTAB [4]. Уровень генетической изменчивости оценивали 

по вариабельности фрагментов ДНК, амплифицированных с RAPD и ISSR праймерами. Для 

определения уровня генетической изменчивости сравнивали спектры ампликонов исходных 

растений и каллусных линий, а также анализировали различия между отдельными пробами 

каллуса или клонами, полученными из суспензии.  

Сульфат меди CuSO4x5H2O добавляли в питательную среду в концентрациях 0,3-1,0 

мМ до автоклавирования. Каллус, разделенный на инкулюмы массой 40 мг, инкубировали на 

средах с сульфатом меди в течение месяца, рост оценивали по увеличению сырой массы тка-

ни. После месячного культивирования каллуса на среде с токсикантом, из тканей выделяли 

ДНК и проводили ПЦР-анализ. 

Результаты  

В каллусной ткани, культивируемой шесть месяцев на стандартной среде, ни с одним 

из праймеров или комбинаций праймеров не удалось обнаружить отличия спектров ампли-

конов от исходного растения, из которого была получена культура.  

Для изучения влияния длительного культивирования на стабильность ДНК было про-

анализировано 10 клонов, полученных из суспензии клеток. При проведении ПЦР-анализа с 

одиночными RAPD- и ISSR-праймерами не было обнаружено различий между геномами 

анализируемых клонов и геномом растений Arabidopsis.  Использование попарных комбина-

ций праймеров, обеспечившее увеличение количества ампликонов до 195, позволило найти 

изменения в спектрах фрагментов, полученных с четырьмя парами праймеров. В целом сте-

пень различия между суспензионными клонами и растениями A. thaliana оказалась очень 

низкой и составила 1.5%. Таким образом, по нашим данным для клеток A.thaliana характерен 

mailto:gsc@ippras.ru
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относительно низкий уровень генетической изменчивости при культивировании in vitro в 

стандартных условиях. 

Для изучения влияния токсиканта на геном клеток A.thaliana каллусы инкубировали на 

среде с 0,5 мм сульфата меди. В этой концентрации ионы меди ингибировали рост каллуса на 

50%. После инкубации клеток на среде с медью полиморфизм амплифицированных фрагмен-

тов ДНК, выявленный ранее при культивировании на стандартной среде, не был обнаружен. 

Вероятно, под действием стрессора часть клеток, несущих мутации, погибла. Вместе с тем по-

явились новые ампликоны, ранее не встречавшиеся ни в каллусных линиях, ни в исходных 

растениях. Доля таких вновь возникших полиморфных фрагментов не превышала 1%. 

Заключение 

Согласно полученным результатам, под влиянием культивирования в присутствии 

ионов меди происходит, вероятно, два процесса: с одной стороны возникают новые измене-

ния, а с другой стороны – элиминируются из культуры клетки с определенными изменения-

ми генома, то есть происходит отбор наиболее устойчивых к стрессу генотипов. Оба процес-

са имеют низкую вероятность, почти не нарушая стабильность генома.   

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 13-04-00950 
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EFFECT OF COPPER ON THE GENOME OF CULTIVATED IN VITRO CELLS 

OF ARABIDOPSIS 

Dolgikh Yu.I., Sedov K.A., Solov’yova A.I., Tereshonok D.V. 

 

Arabidopsis thaliana, tissue culture, genetic variability 

 

According to PCR analysis with RAPD and ISSR primers prolonged cell culturing Arabidop-

sis thaliana in vitro induced genetic variation at a frequency 1.5%. After incubation of calli on a 

medium containing copper sulfate the elimination of the previously identified mutations and simul-

taneously the emergence of new DNA changes were detected. 
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ячмень,  салициловая кислота, АФК, продукты ПОЛ  

 

Введение 
Повышение общей неспецифической устойчивости растений путем индукции природ-

ных защитных механизмов является важным и активно разрабатываемым направлением в 

растениеводстве. Особый интерес в качестве индуктора представляет оpтo-

гидроксибензойная (салициловая) кислота (СК), являющаяся промежуточным продуктом ре-

акций защитного ответа. Представлено большое количество работ, в которых оценивалось 

действие экзогенной СК на устойчивость к неблагоприятным факторам биотической и абио-

тической природы [1]. Интересно, что протекторный эффект отмечен и для структурных ана-

логов СК – бензойной, сульфосалициловой и метилсалициловой кислот [2]. Однако сведений 

об изменении содержания эндогенной СК в растениях, обработанных салицилатами, пока 

недостаточно. Учитывая способность природных фенольных соединений проявлять ростре-

гулирующую активностью и влиять на многие ферменты [3], в том числе про-

антиоксидантные, целесообразно оценить влияние экзогенной СК на эндогенный пул сали-

цилатов и окислительный статус растений. 

Материалы и методы 
Объектом исследования являлись 6-дневные проростки ячменя Hordeum vulgare L сор-

та Магутны, выращенные при температуре +23
о
C (±2ºС) в режиме 14/10 ч. В работе исполь-

зовали растворы СК, 3,5-динитросалициловой кислоты и фенилсалицилата (10
-5

 М), эмуль-

сию этилсалицилата (10
-5

 М). Семена проращивали на водопроводной воде, в возрасте 3-х 

дней проростки опрыскивали 4 мл растворов или дистиллированной воды (контроль) с по-

мощью пульверизатора. Содержание СК в проростках оценивали на 6-е сут. после высажи-

вания семян. Анализировали часть листовой пластинки, расположенную ниже 1 см от вер-

хушки. Экстракцию проводили последовательно 70- и 90%-ным этанолом, супернатанты 

двух экстракций объединяли. Спирт испаряли под вакуумом, сконцентрированные экстракты 

гидролизировали 4н HCl в течение 60 мин при температуре 80ºС. Салицилаты извлекали 

двукратной экстракцией смесью этилацетат:циклогексан (1:1). Органические растворители 

испаряли, салицилаты смывали 0,5 мл подвижной фазы (25%-й метанол + 75%-й ацетатный 

буфер, рН 5,5), Изократное разделение СК проводили на хроматографе Shimadzu LC 20 

Prominence (Shimadzu, Япония) на колонке EC 250/3 Nucleodur Hilik, 5 μm (Macherey-Nagel, 

Германия) при скорости потока 0,5 мл/мин. Выход СК регистрировали с помощью флуорес-

центного детектора. 

Общее содержание активных форм кислорода (АФК) оценивали с помощью спектро-

флуориметра Solar CM 2203 (Беларусь) по окислению 2`,7`-дихлорфлуоресцеина диацетата 

экстрактом листьев, содержание продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) –  по ко-

личеству ТБК-активных продуктов в ткани листьев.  

Результаты и обсуждение 

Обработка 3-дневных проростков раствором 3,5-динитросалициловой кислоты не из-

меняла общего содержания СК в листьях по сравнению с контролем (рис. 1). Действие экзо-

генной СК и фенилсалицилата приводило к возрастанию общего пула СК в листьях на 23% и 

34%, соответственно. При обработке этилсалицилатом наблюдали значительное возрастание 
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эндогенного уровня СК в листьях (в 4,6 раз). Т.о., степень повышения содержания эндоген-

ной СК при действии одинаковой концентрации разных производных СК значительно отли-

чалась. 
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Рисунок 1 - Влияние обработки салициловой кислотой (СК) и ее производными на со-

держание СК в листьях 6-дневных проростков ячменя. (ДНС - 3,5-динитросалициловая кис-

лота,  ЭС - этилсалицилат, ФС – фенилсалицилат).  

Figure 1 -  Effect of treatment with salicylic acid (SA) and its derivatives on total SA content 

in 6-day-old barley seedlings. (DNS -3,5- dinitrosalicylic acid, ES – ethyl salicylate, PhS – phenyl 

salicylate). 
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Рисунок 2 - Влияние обработки салициловой кислотой (СК) и ее производными на со-

держание АФК и продуктов ПОЛ в листьях 6-дневных проростков ячменя. (ДНС - 3,5-

динитросалициловая кислота,  ЭС - этилсалицилат, ФС – фенилсалицилат). 

Figure 2 - Effect of treatment with salicylic acid (SA) and its derivatives on ROS and TBARS 

content in 6-day-old barley seedlings. (DNS -3,5- dinitrosalicylic acid, ES – ethyl salicylate, PhS – 

phenyl salicylate). 

 

Возможно, одной из причин этих отличий является разная скорость метаболизма экзо-

генных салицилатов. Следует отметить, что, несмотря на повышение эндогенного пула СК в 

ткани листьев, особенно в варианте с этилсалицилатом, морфометрические показатели обра-

ботанных проростков не отличались от контроля (данные не представлены). 
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Известно, что эффекты СК в значительной степени связаны с ее способностью увели-

чивать содержание АФК. Анализ общего содержания АФК в ткани листа показал, что дей-

ствие салицилатов привело к его возрастанию во всех вариантах (рис.2, А), но наиболее су-

щественное повышение уровня АФК наблюдали при обработке этилсалицилатом. В листьях 

этого варианта регистрировали и значительное возрастание содержания продуктов ПОЛ (на 

58%) (рис. 2, Б), не обнаруживаемое в других вариантах опыта. Полученные данные свиде-

тельствуют о наличии окислительного стресса в проростках данного варианта, вызванного, 

скорее всего, значительным повышением содержания эндогенной СК.  

Заключение 
Внесение СК, 3,5-динитросалициловой кислоты, этилсалицилата или фенилсалицилата 

(10
-5

) вызывало разное по величине повышение пула эндогенной СК в листьях ячменя. Зна-

чительное возрастание содержания СК при действии этилсалицилата сопровождалось гене-

рацией АФК и существенной активацией процессов перекисного окисления липидов. Таким 

образом, при использовании экзогенных салицилатов, важно достичь концентрационного 

порога эндогенной СК, необходимого для активации систем защиты, но при этом не превы-

сить концентрации СК, обеспечивающей нормальное функционирование растения. 
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SALICYLIC ACID CONTENT, REACTIVE OXIGEN SPECIES AND 

LIPID PEROXIDATION PRODUCTS IN BARLEY SEEDLINGS 

UNDER TREATMENT WITH SALICYLATES 

Evdokimova O.V., Kabshnikova L.F., Savchenko G.E. 

 

Treatment of barley seedlings with exogenous salicylic acid (SA) and its derivatives (10
-5

M) 

leads to change of an endogenous salicylates pool in leaves in different extent. Under the influence 

of exogenous SA and phenyl salicylate there was moderate increase of the total content of endoge-

nous SA. Ethyl salicylate raises endogenous SA pool in leaves more than four times. Moreover this 

solution leads significant increase of reactive oxygen species (ROS) accumulation and activation 

lipid peroxidation in leaves. 
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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ МИТОХОНДРИЙ ПРОРОСТКОВ 

ГОРОХА В УСЛОВИЯХ СОЧЕТАННОГО ДЕЙСТВИЯ НЕДОСТАТКА ВЛАГИ, 

УМЕРЕННОГО ОХЛАЖДЕНИЯ И ОБРАБОТКИ ПРЕПАРАТОМ МЕЛАФЕН 
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ста растений 

 

Энергетический обмен играет важную роль в адаптивных реакциях организма. При 

этом митохондриям отводится ключевая роль в энергетических, окислительно-

восстановительных и метаболических процессах в клетке. В клетках животных и дрожжей 

эти органеллы объединены в разветвленную сеть, именуемую "митохондриальным ретику-

лумом» [1]. У высших растений митохондрии одиночны и имеют либо сферическую, либо 

цилиндрическую форму [2]. В условиях стресса (тепловой шок, гипоксия, УФ-облучение, 

или при воздействии сильных окислителей), митохондрии образуют плотные кластеры, 

группирующиеся вокруг хлоропластов или в других областях цитозоля. Формирование «ги-

гантских митохондрий» сопровождается увеличением генерации АФК. Антиоксиданты 

предотвращают как образование «гигантских митохондрий», так и рост генерации АФК эти-

ми органеллами [3]. Стандартная процедура выделения митохондрий в растворе сахарозы 

приводит к полному разрушению межмитохондриальных контактов. По этой причине, мито-

хондрии представлены в виде отдельных пузырьков, размер которых 0.86–1.18 мкм в диа-

метре и 0,3-0,4 мкм в высоту. При этом морфология изолированных митохондрий, возможно, 

отражает их функциональное состояние.  

Известно, что регуляторы роста и развития растений повышают устойчивость растений, 

как к биотическому, так и к абиотическому стрессу, в том числе и к водному дефициту. Од-

ним из таких регуляторов роста растений является мелафен, повышающий устойчивость рас-

тений к стрессовым воздействиям в концентрациях 10
-10

М - 10
-9

М.  В нашей работе мы ис-

следовали совместное влияние дефицита влаги, умеренного охлаждения до 10-14° С, и обра-

ботки семян гороха регулятором роста растений мелафеном (меламиновой солью бис (гид-

роксиметил) фосфиновой кислоты) на интенсивность перекисного окисления липидов (ПОЛ) 

и АСМ имиджи изолированных митохондрий 5 дневных проростков гороха (Pisum sativum). 

Материалы и методы 

Семена гороха (Pisum sativum L.), сорт Альфа замачивали в течение 60 мин либо в воде, 

либо в 2х10
–12

 М растворе мелафена. Спустя 2-ое сут. половину проростков, обработанных 

мелафеном, переносили на сухую фильтровальную бумагу в открытые кюветы, где они 

находились при 14°С в течение двух суток. Вторая половина семян, обработанных мелафе-

ном, и половина контрольных семян в течение этого же времени находилась в закрытых кю-

ветах с периодически увлажняемой фильтровальной бумагой при 14°С. Через двое сут. все 

проростки переносили в помещение с температурой воздуха 22° С и помещали в закрытые 

кюветы с периодически увлажняемой бумагой. Контрольная группа проростков в течение 

всего эксперимента находилась при температуре 22°С.  

Выделение митохондрий из 5-дневных эпикотилей проростков гороха проводили по 

методу [4] в нашей модификации. 

Образцы митохондрий для АСМ готовили на полированной силиконовой подложке. 

Промытые буфером без БСА митохондрии на подложке фиксировали 2% глутаровым альде-
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гидом в течение 2 мин с последующей промывкой водой и воздушной сушкой. Исследование 

проводили на приборе SOLVER P47 SMENA на частоте 150кгц в полуконтактном режиме. 

Использовался кантилевер NSG11 с радиусом кривизны 10нм. Геометрические параметры 

имиджа митохондрий определяли, используя “Image Analysis” и “Statistica 6” . Сечение про-

изводили на высоте 30 нм. В каждой выборке более 80 имиджей. 

Уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ) оценивали флуоресцентным методом 

[5]. Регистрацию флуоресценции проводили в десятимиллиметровых кварцевых кюветах на 

спектрофлуориметре FluoroMax-HoribaYvon GmbH (Германия). Результаты выражали в 

условных единицах флуоресценции пересчитанных на мг белка. 

Результаты и обсуждение 

Сочетанное действие недостаточного увлажнения и умеренного охлаждения приводило 

к существенному изменению АСМ имиджей митохондрий проростков гороха. Статистиче-

ский анализ длины и объема предварительно фиксированных, глутаровым альдегидом пре-

паратов митохондрий, выделенных из группы проростков, подвергшихся стрессовому воз-

действию, свидетельствует о появлении одиночных, не делящихся митохондрий большего 

объема и длины, чем митохондрии, выделенные из контрольной группы. Аналогичные дан-

ные были получены Logan D. C и Scott I. при обработке листьев Arabidopsis thaliana метил-

виологеном [3]. Сопоставляя литературные данные с данными, полученными в нашем экспе-

рименте, можно предположить, что сочетанное действие умеренного охлаждения и недоста-

точного увлажнения приводило к набуханию митохондрий с последующим увеличением ге-

нерации АФК [6]. Действительно, в мембранах митохондрий этой группы проростков 

наблюдалась активация ПОЛ. При этом интенсивность флуоресценции продуктов ПОЛ в 

мембранах митохондрий возрастала в 2,5 - 3 раза. Замачивание семян в 2 х 10
-12

М растворе 

мелафена приводила к снижению интенсивности флуоресценции продуктов ПОЛ почти до 

контрольного уровня. Такая обработка предотвращала изменения морфологии митохондрий. 

Размеры митохондрий были сопоставимы с контрольными. При этом происходило увеличе-

ние числа делящихся митохондрий, как это наблюдалось в контроле. Снижение интенсивно-

сти ПОЛ, а, следовательно, и сохранение морфологических характеристик митохондрий 

проростков гороха, вероятно, связано с антирадикальными свойствами препарата, поскольку 

эффективная константа скорости (k7) взаимодействия мелафена с пероксильными радикала-

ми довольно высока и составляет 1,64х10
6
(Мс)

-1
. 

Выводы 

Методом атомно-силой микроскопии (АСМ) обнаружено статистически достоверное 

изменение формы митохондрий - набухание и уменьшение числа делящихся митохондрий 

при сочетанном действии недостаточного увлажнения и умеренного охлаждения. Препарат 

мелафен в концентрации 2х10
-12

М предотвращал морфологические изменения митохондрий 

и восстанавливал их способность к делению. Предполагается, что протекторные свойства 

препарата обусловлены его антиоксидантными свойствами. 
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MITOCHONDRIAL MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF PEA SEEDLINGS 

UNDER COMBINED ACTION MOISTURE DEFICIT, MODERATE COOLING, AND 

MELAPHEN 

Zhigacheva I.V., Generozova I.P., Binyukov V.I., Mil’ E.M., Albantova A.A. 

 

mitochondria, atomic force microscopy, lipid peroxidation, plant growth regulators 

 

In our work, we investigated the effects of combined action of insufficient moisture with 

moderate cooling to 10-14 ° C, and melamine salt of bis(oxymethyl)-phosphonic acid (melaphen) 

on the AFM images of isolated mitochondria 5 day-old seedlings of pea (Pisum sativum). These 

stress actions lead to a significant increase in volume (swelling) of mitochondria and decreasing mi-

tochondrial division compared with mitochondria isolated from the control group. 2 x 10
-12

M 

melaphen prevented mitochondrial swelling and retain their ability to divide. 
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Введение 

Фенольные соединения являются одними из наиболее распространенных в высших рас-

тениях вторичных метаболитов [1]. В большинстве случаев в надземных органах их накоп-

ление выше, а состав разнообразнее, по сравнению с подземными, что может быть следстви-

ем формирования в зеленых тканях растений – хлоропластов, являющихся одним из важ-

нейших мест биосинтеза флавоноидов [1, 2]. Следует также отметить, что растения значи-

тельно отличаются по содержанию полифенолов. И в этом случае большой интерес вызыва-

ют представители рода Fagopyrum, широко культивируемые во многих странах мира [3,4]. В 

частности, F. esculentum L. является одной из важнейших крупяных и медоносных культур 

Россия, которая помимо пищевой ценности, широко применяется в народной медицине и 

фармакологии [5]. Именно из ее листьев получают препарат рутин (3-О-рутинозид кверцети-

на), обладающий антиоксидантными, ангиопротекторными, антибактериальными и гепато-

протекторными свойствами [6]. 

В ряде литературных источников отмечалась взаимосвязь между уровнем плоидности 

растительных тканей и их способностью к образованию различных классов фенольных со-

единений [7, 8]. Однако до сих пор этот вопрос является дискуссионным. 

Целью исследования являлось изучение особенностей образования флавоноидов в про-

ростках сортов гречихи, отличающихся уровнем плоидности. 

Материалы и методы 

Объектом исследования являлись два сорта гречихи (F. esculentum L.): диплоидный – 

Девятка и тетраплоидный – Большевик 4. Сорт Девятка являлся среднеспелым, детерми-

нантным ограниченноветвящимся, высоко урожайным, устойчивым к полеганию [9]. Сорт 

Большевик 4 среднеспелый, обладает высокой урожайностью,устойчивостью к полеганию 

[10]. Проростки выращивали рулонным способом при 24°С и 16-час. фотопериоде в камере 

фитотрона ИНСТИТУТ ФИЗИОЛОГИИ РАСТЕНИЙ РАН. 

Фенольные соединения извлекали из листьев проростков 6-, 11- и 19-дневного возраста 

96%-ным этанолом. В экстрактах спектрофотометрическим методом определяли содержание 

фенилпропаноидов и флавоноидов [11, 12]. 

Результаты и обсуждение 

Основными компонентами фенольного комплекса листьев растений являются флавоно-

иды, к числу которых относится и характерный для гречихи рутин [1, 6]. В молодых про-

ростках обоих сортов гречихи уровень накопления этих вторичных метаболитов был невы-

сок и практически одинаков (рис. 1). К 11 дню он повышался на 35% и 53% у сортов Девятка 

и Большевик 4, соответственно. К 19 дню выращивания, когда уже отмечалось старение се-

мядольных листьев, дальнейших изменений в накоплении флавоноидов не наблюдалось. Ис-

ходя из полученных данных можно заключить о незначительных отличиях в накоплении 

этих наиболее характерных для листьев высших растений соединений фенольной природы, а 

именно флавоноидов, у диплоидного и тетраплоидного сортов гречихи. 
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Рисунок 1 - Изменения содержания флавоноидов в листьях проростков F. esculentum L. 

сортов Большевик 4 (1) и Девятка (2) по мере их роста 

Figure 1 - Changes in the content of flavonoids in the leaves of F. esculentum L varieties Bol-

shevik 4 (1) and Deviatka (2) as they grow 

 

Еще одним классом фенольных соединений, образующихся в высших растениях, явля-

ются фенилпропаноиды [1]. В большинстве случаев они не накапливаются в клетках, а слу-

жат предшественниками для биосинтеза других полифенолов [13]. 

Как следует из полученных нами данных, на начальных этапах роста проростков коли-

чество фенилпропаноидов в листьях исследованных сортов гречихи было самым низким и 

практически одинаковым (рис. 2). 

 

 

 

         Рисунок 2 - Изменения содержания фенилпропаноидов в листьях F. esculentum L. сор-

тов Большевик 4 (1) и Девятка (2) по мере их роста 

Figure 2 - Changes in the content of phenylpropanoids in leaves of F. esculentum L. varieties 

Bolshevik 4 (1) and Deviatka (2) as they grow 

 

К 11 дню роста оно увеличилось (на 53,5% и 39,4%, соответственно для  сорта Больше-

вик 4 и Девятка), а к 19 дню сохранялось на том же уровне в листьях тетраплоидного сорта, 

тогда как у диплоидного – еще незначительно возрастало. 

Таким образом, у тетраплоидного сорта гречихи накопление различных классов фе-

нольных соединений достигало наибольших значений на более ранних фазах роста пророст-

ков, по сравнению с диплоидным сортом. 

Литература 

1. Запрометов М.Н. Фенольные соединения: Распространение, метаболизм и функции в 

растениях. М.: Наука, 1993. 271 с.  

2. Запрометов М.Н., Николаева Т.Н. Способность изолированных хлоропластов из ли-

стьев фасоли осуществлять биосинтез фенольных соединений // Физиология растений. 2003. 

Т. 50. С. 699-702. 

3. Li S.Q., Zhang Q.H. Advances in the development of functional foods from buckwheat // 

Crit Rev. Food Sci. Nutr. 2001.V. 41. P. 451-64. 

0

20

40

60

80

100

м
г
/г

 с
у

х
о

й
 м

а
сс

ы
 

1 2

       6                          11                       19 

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50

м
г
/г

 с
у

х
о

й
 м

а
сс

ы
 

1 2

         6                           11                           19 

                                    дни 



226 

 

4. Зотиков В.И., Глазова З.И, Борзенкова Г.А., Новиков В.М., Мартыненко Г.Е., Хлеб-

ников А.И., Юрлова Е.В. Ресурсосберегающая технология производства гречихи: методиче-

ские рекомендации. Орел: ГНУ ВНИИЗБК. 2009. 40 с. 

5. Якименко А.Ф. Гречиха. М.: Колос, 1982. 196 с. 

6. Куркин В.А. Фармакогнозия. Самара: ООО «Офорт». 2007. 900 с. 

7. Загоскина Н.В., Федосеева В.Г., Запрометов М.Н. Уровень плоидности каллусных 

культур чайного растения и образование фенольных соединений // Физиология растений. 

1997. Т. 44. С. 931-934.  

8. Winkel-Shirley B. Flavonoid biosynthesis. A color model for genetics, biochemistry, cell 

biology, and biotechnology // Plant Physiol. 2001. V. 126. P. 485–493. 

9. Мартыненко Г.Е., Фесенко Н.В, Фесенко А.Н. Создание холодостойкого детерми-

нантного сорта гречихи Девятка // Вестник ОрелГАУ. 2010. Т. 4. С. 85-87. 

10. Кадырова Ф.З., Кадырова Л.Р., Шигапова Л.Х., Хуснутдинова А.Т. Морфологиче-

ски особенности, нектарная и семенная продуктивность тетраплоидных сортов гречихи // 

Вестник Казанского государственного аграрного университета. 2013. Т.28. № 2. С. 120-122. 

11. Ларькина М.С., Кадырова Т.В., Ермилова Е.В. Изучение динамики накопления фе-

нолкарбоновых кислот в надземной части василька шероховатого // Химия растительного 

сырья. 2008. №3. С. 71–74. 

12. Загоскина Н.В., Олениченко Н.А., Чжоу Юньвэй, Живухина Е.А. Способность раз-

личных сортов пшеницы к образованию фенольных соединений // Прикладная биохимия и 

микробиология. 2005. Т. 41. С. 113-116. 

13. Santiago R., Butron A, Arnason J.T., Reid L.M., Souto X.C., Malvar R.A. Putative role 

of pith cell wall phenylpropanoids in Sesamia nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae) resistance // J. 

Agr. Food Chem. 2006. V. 54. P. 2274–2279. 

 

FORMATION OF PHENOLIC COMPOUNDS IN DIPLOID AND TETRAPLOID 

SEEDLINGS BUCKWHEAT VARIETIES (FAGOPYRUM ESCULENTUM L.) 

Kazantseva V.V., Fesenko A.N., Zagoskina N.V. 

 

Fagopyrum esculentum L., buckwheat, seedlings, phenolic compounds, accumulation 

 

Studied the formation of phenylpropanoids and flavonoids in the leaves of seedlings diploid 

buckwheat, different levels of ploidy (2n and 4n). Found that the greatest amount of polyphenols 

was on the 11-th day of growth of tetraploid varieties, whereas the diploid varieties – later. 
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ста, сахаронакопление 

 

Поиск критериев прогнозирования эффективности применения регуляторов роста, в 

частности, гиббереллина, был актуальным с первых лет исследований влияния гормонов на 

семенные сорта винограда. Однако в настоящее время нет универсальных критериев, позво-

ляющих с высокой достоверностью оценивать и прогнозировать реакцию и целесообраз-

ность применения регуляторов роста на семенных сортах. Особенно этот вопрос встает в 

связи с выявлением нами большей эффективности совместного применения регуляторов ро-

ста различных групп. Мы считаем, что генетическая предрасположенность семенных сортов 

к преимущественному развитию околоплодника или семяпочек и вытекающие из этого явле-

ния морфофизиологические проявления в развитии элементов завязи могут быть основой до-

стоверных критериев прогнозирования реакции семенных сортов на обработку регуляторами 

роста. Исследования показали, что различная склонность к преимущественному росту того 

или иного элемента ягоды может быть диагностирована уже на начальных этапах развития 

семян и околоплодника по величине интенсивности их роста и данный показатель может 

быть использован в качестве критерия прогнозирования целесообразности и эффективности 

обработки семенного сорта в практических целях. По результатам наших исследований мы 

предлагаем модели применения регуляторов роста на семенных сортах винограда с различ-

ными биологическими особенностями (табл.1). 

 

Таблица 1 - Модели применения регуляторов роста на винограде 

Table 1 - Model of the use of growth regulators on the vine 

Группа 

сортов 

Биологические 

особенности 

Развитие элементов 

завязи 

Практические 

рекомендации 

I 

Функциональная партено-

карпия и стеноспермокар-

пия, преимущественный 

рост околоплодника 

Высокая интенсив-

ность роста около-

плодника, низкая 

интенсивность роста 

семяпочек 

Индукция стеноспермокарпии, 

получение бессемянных ягод, 

повышение сахаронакопления, 

обработки на этапе постопло-

дотворения 

II 
Функциональная стено-

спермокарпия 

Средняя интенсив-

ность роста семяпо-

чек и околоплодника 

Индукция стеноспермокарпии 

и феноспермии, обработки на 

этапе постоплодотворения 

III 

Функциональная фено-

спермия, преимуществен-

ный рост семяпочек 

Низкая интенсив-

ность роста около-

плодника, высокая 

интенсивность роста 

семяпочек 

Индукция феноспермии, по-

вышение сахаронакопления, 

обработки на этапе начало эм-

бриогенеза 

 

Установлено, что тип функциональной бессемянности и особенности роста семяпочек 

(семян) и околоплодника на ранних стадиях развития могут служить критериями прогнози-

рования эффективности и целесообразности применения регуляторов роста на семенных 

сортах винограда с обоеполым типом цветка.  
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Результаты практического применения регуляторов роста в полевых условиях подтвер-

дили обоснованность предложенной модели и экономическую целесообразность, эффектив-

ность и перспективность применения экзогенных фитогормонов для решения прикладных 

задач в виноградарстве Южного Дагестана. 

Применение регуляторов роста на сорте Мускат гамбургский (1 группа) подтвердило 

нашу гипотезу о целесообразности индукции стеноспермокарпии у данного сорта (табл. 2). 

 

Таблица 2 - Увологические показатели сорта Мускат Гамбургский 

Table 2 - Viticultural indicators of a grade the Muskat Hamburg 

 

Вариант 

Количество ягод, шт. Масса 100 

ягод, г 

Массовая кон-

центрация саха-

ров, г /дм
3
 

семен-

ные 

пусто- 

семянные 

бессе-

мянные 

недораз-

витые 

Опыт   0 0 102 10 532 208 

Контроль 84 0     5   8 544 154 

НСР05 - - - -   28     8 

 

У данного сорта достигалась полная бессемянность грозди, повышение количества ягод 

в грозди с сохранением их массы. Более того, удалось избежать у данного сорта одревесне-

ния гребня. Отличительной особенностью также явилось значительное повышение содержа-

ния сахаров, в данном случае, в бессемянных ягодах (на 50 и более г/дм
3
) и ускорение созре-

вания урожая на 15 – 20 дней. Индукция стеноспермокарпии оказалась успешной и у сорта 

Супер ран Болгар (2 группа), однако, повышение массовой концентрации сахаров у данного 

сорта в бессемянных ягодах было незначительным (табл. 3). 

 

Таблица 3 - Увологические показатели сорта Супер ран Болгар  

Table 3 - Viticultural indicators varieties Super Bulgarians RAS 

 

Вариант 

Количество ягод в грозди, шт.  

Масса 100  

ягод, г 

Массовая концен-

трация сахаров, г 

/дм
3
 

семен-

ные 

пустосе-

мянные 

бессе-

мянные 

недораз-

витые 

Опыт   0 0 68   3 476 161 

Контроль 56 0   4 12 484 143 

НСР05 - - - - 37 - 

 

У сортов 3 группы, в данном случае, Каберне-Совиньон, целесообразна индукция фе-

носпермии обработкой на этапе начало эмбриогенеза (10 – 12 дней после опыления) (табл. 4). 

 

Таблица 4 - Увологические показатели сорта Каберне-Совиньон 

Table 4 - Viticultural indicators of Cabernet Sauvignon 

 

Вариант 

Количество ягод в грозди, шт.  

Масса 100 

ягод, г 

Массовая 

концентра-

ция сахаров, 

г /дм
3
 

семенные пустосе-

мянные 

бессе-

мянные 

недораз-

витые 

Опыт   3 84 8 5 121,4 234 

Контроль 88   0 0 5 124,5 184 

НСР05 - - - -   14,3 - 

 

За счет формирования феноспермических (пустосемянных) ягод, в которых формиру-

ются семена, морфологически не отличающиеся от нормальных, ввиду гибели зародыша на 

поздних этапах развития семян, достигается повышение массовой концентрации сахаров в 
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ягодах на 40 – 50 г/дм
3
 без снижения показателей урожайности. Учитывая, что в данную 

группу входят сорта технического направления, индукция феноспермии у этих сортов может 

быть перспективной в зонах низкого сахаронакопления и в годы, с неблагоприятными усло-

виями для сахаронакопления. 

 

MODELS OF USE OF REGULATORS OF GROWTH IN WINE GROWING 

Kazakhmedov R.E. 

 

grapes, semyapochka, okoloplodnik, intensity of growth, bessemyannost, regulators of growth, sa-

haronakoplenie 

 

On the basis of an experimental material practical recommendations about effective use of 

regulators of growth depending on biological features of seed grades of grapes are offered 
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УДК 635.33:836.14 

ВЛИЯНИЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ ГОРМОНАЛЬНОЙ 

ПРИРОДЫ НА ВСХОЖЕСТЬ СЕМЯН СТАРОЙ РЕПРОДУКЦИИ РАСТЕНИЙ 

РОДА BRASSICA 

Казахмедов Р.Э., Гаджимустапаева Е.Г., Пулатова К.Д. 

 

ГНУ Дагестанская селекционная опытная станция виноградарства и овощеводства, 

ул. Вавилова, 9, г. Дербент, 368601, Россия, E-mail: dsosvio@mail.ru; kre_05@mail.ru 

 

виды и сорта капусты, физиологически активные соединения, всхожесть семян 

 

Широкое распространение капусты и ее видов в разных регионах мира – результат ее 

экологической пластичности, способности переносить действие биотических и абиотических 

условий среды. Капустные культуры в мировом и российском овощеводстве занимают важ-

ное место. В Республике Дагестан капусту и ее виды выращивают повсеместно и используют 

в пищу в большом количестве, чем другие овощи, особенно в зимний период. Важное значе-

ние в сохранении генетических ресурсов растений в т.ч. и овощных культур, а также для се-

лекционной работы имеют исследования, направленные на поиск методов и способов повы-

шения жизнеспособности семян. Эффективным средством решения проблемы могут служить 

физиологически активные соединения. 

Цель исследований – изучить влияние физиологически активных соединений (ФАС) на 

прорастание семян старой репродукции овощных культур. 

Материалы и методы 
Опыты были проведены на базе ДСОСВиО и Дагестанской ОС ВИР. Объектом иссле-

дований служили семена капусты старой репродукции - 2006-2013гг. Изучались 4 сортооб-

разца белокочанной капусты селекции ДСОСВиО, 13 - цветной, 3 - азиатских видов, 1- деко-

ративной капусты из коллекции ВИРа. Семена проращивали в чашках Петри, при темпера-

туре +18-19°С – первые 3 сут. от закладки опыта и с 4 сут. повышали до 23-24°С. Опыт сни-

мали утром на 8 сутки. Было использовано три физиологически активных соединения, син-

тетические аналоги эндогенных фитогормонов, обозначены как №№ 1, 2, 3. Семена старой 

репродукции замачивали в препаратах ФАС в различных концентрациях и экспозиции – 2; 4 

и 8 часов. Далее, по истечении времени экспозиции,отжатые и слегка подсушенные образцы 

семян раскладывали в чашки Петри и переносили в шкаф для проращивания. Контролем для 

каждой экспозиции и сортообразца была вода. Учет вели по количеству всхожих семян и 

длине проростка, при этом учитывали длину черешка и корешка в контроле и в опытном ва-

рианте. Для более строгой и объективной оценки результатов исследований проростки менее 

одного сантиметра в длину учитывались раздельно, так как их жизнеспособность была под 

сомнением и могла снизить практическую значимость исследований. Опыт проводили в дву-

кратной повторности. 

Результаты и обсуждение 

Исследования показали, что во всех вариантах опыта с применением ФАС у 21 сорто-

образца капусты старой репродукции нами получены всходы. Действие препаратов различа-

лось в зависимости от их природы, концентрации и времени экспозиции в растворе. 

Капуста белокочанная. Сорт белокочанной капусты Дербентская местная улучшенная 

(ДСОСВиО) 2006 года репродукции в контроле всхожесть 0% во всех концентрациях и экс-

позициях. В варианте с препаратом № 1 при концентрации 5мг/л и экспозиции 4 и 8 ч полу-

чены всходы 2 и 4%, а с учетом проростков до 1см - 8 и 10%. 

Сорт Лиза (ДСОСВиО) 2008 года репродукции, в контрольном варианте всхожесть 0%, 

а в концентрации 5мг/л и по экспозициям 3; 7 и 9% всхожести семян. 

Сорт Июньская (Россия), репродукция 2013 года - всхожесть в контроле 0%, а в вари-

анте с препаратом №1 концентрации 20мг/л и экспозиции 2 и 4 ч всхожесть семян составила 
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18 и 39 % соответственно. В варианте №3 концентрация 10мг/л, всхожесть семян при экспо-

зиции 2 и 4 ч – 28 и 34 %.  

Капуста цветная. По сортообразцам репродукции 2006-2009гг., всхожесть в контроль-

ном варианте слабая. Влияние препаратов №1 и №3 на всхожесть семян существенно разли-

чается в зависимости от концентрации препаратов и времени экспозиции.  

Сорт Pronto (Нидерланды) репродукции 2007 года. При применении препарата №2 в 

концентрации 1мг/л всхожесть по экспозициям составила 24; 26 и 36 %, когда как в кон-

трольном варианте - 8%. Препарат №1 показал более низкую эффективность - всхожесть по 

экспозициям 14; 8 и 10 %. 

Сорт 003 (Япония) репродукция 2008 года, всхожесть в контрольном варианте 16%, а 

при применении препаратов №1 и №3 процент всхожести превысил во всех концентрациях и 

экспозициях более, чем на 20%. Нужно отметить, что препарат №3 вызывал формирование 

более жизнеспособных проростков с хорошо развитыми корешками и черешками.  

Азиатские виды капусты. Испытываемые ФАС проявили ингибиторный эффект. В 

частности, всхожесть семян в контроле 46-68 и 80-92% у сортов Пава и Ворожея 2006 года 

репродукции, соответственно. Применение препаратов угнетает всхожесть семян и в про-

центном соотношении доходит до 2-6 и 3-9. 

Декоративная капуста сорта Карменсита проявила аналогичную картину 

В целом, при применении препаратов №2 и №3 во всех концентрациях и экспозициях 

всхожесть семян была низкой, но при обработке препаратом №3 формировались проростки с 

мощной, хорошо развитой корневой системой с боковыми корнями длиной до 7 см.  

Таким образом, исследования показали, что физиологически активные соединения поз-

воляют не только повысить всхожесть семян старой репродукции коллекции овощных куль-

тур особо ценных сортов и гибридов, но и дают возможность использовать для посева 

невсхожие семена овощных культур.  

 

INFLUENCE OF PHYSIOLOGICALLY ACTIVE CONNECTIONS OF THE HORMONAL 

NATURE ON VIABILITY OF SEEDS OF AN OLD REPRODUCTION 

OF A TYPE OF BRASSICA 

Kazakhmedov R.E., Gadzhimustapayeva E.G., Pulatova K.D. 

 

types and cabbage grades, physiologically active connections, viability of seeds 

 

Results of studying of FAS of the hormonal nature for increase of viability of seeds of an old 

reproduction of different types and cabbage grades are presented. Prospects of application of the 

studied connections in preservation of genetic resources of vegetable cultures and in selection work 

are revealed. 
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УДК 581.1573.6 

МОРФОГЕНЕЗ И ОРГАНОГЕНЕЗ ШАФРАНА (CROCUS S.L.) IN VITRO 

Карагезов Т.Г., Асадова С.Ш., Мамедова М.Г., Азизов И.В 

 

Институт Ботаники НАН Азербайджана, Патамдарское шоссе, 40, АZ 1073 Баку, 

Азербайджан, E-mail: biotexnoloqaz@mail.ru 

 

шафран, in vitro морфогенез, органогенез, клубнелуковицы 

 

Шафран (Crocus S.L.) с древнейших времен известен как ценнейшее лекарственное 

растение. 

В последние годы потребность в шафране возрастает, что связано с известными анти-

оксидантными свойствами и антиопухолевой активностью препаратов, полученных из рылец 

его цветков. 

Увеличивающийся в мире спрос на цветочную продукцию шафрана стимулирует ис-

следования, связанные с его воспроизводством, в том числе и с применением современных 

методов. 

Биотехнологические исследования имеют цель, как для разработки собственно микро-

клонального размножения через культуру меристем, так и путем индукции соматического 

морфогенеза из каллусных клеток. Кроме того, успехи в биотехнологическом размножении 

шафрана могут явиться основой для реализации будущих достижений в молекулярно-

генетическом усовершенствовании этой культуры по определенным признакам. 

Исследования в области клеточной биотехнологии шафрана уже имеют свою историю 

и определенные успехи [1,2]. К настоящему времени основные усилия направлены на увели-

чение эффективности размножения in vitro, поиску новых подходов в этих направлениях ис-

следований.  

Кроме обычных методологических проблем в индукции морфогенеза для данной куль-

туры существуют специфические, без учета которых вероятность и стабильность результатов 

in vitro являются в определенной степени проблематичными.  

Поиск наиболее эффективных подходов для увеличения коэффициента размножения во 

многом должен учитывать стадийные процессы онтогенетического развития этого геофита, 

которые он проходит в природных условиях. Так, только на основании фенологических 

наблюдений можно выделить 4 стадии развития этого растения, хотя по данным молекуляр-

ных исследований их число может превышать 6 [3]. 

Время, предшествующее цветению, цветение и этап после цветения необходимо выде-

лить в отдельные стадии развития, так как, несмотря на кратковременность и скоротечность 

цветения, эти периоды сопряжены с активацией различных регуляторных систем, конкури-

рующих на этих этапах за одни и те же субстраты, сопровождаются изменением гормональ-

ного баланса, что, естественно, сказывается на компетентности к определенным индукторам 

каллусообразования и морфогенеза в исследованиях in vitro. Временные рамки течения этих 

процессов, за исключением самого цветения, в настоящее время неизвестны. 

Практически Crocus S.L. во времени не имеет периода покоя, когда каждый последую-

щий этап онтогенеза в своем проявлении является продолжением предыдущего. Увеличен-

ное регистрируемое количество этапов в ряде случаев можно объяснить экотипическими 

особенностями этого вида, адаптированного веками к климатическим условиям мест произ-

растания. Наши исследования показали сложность точного определения времени использо-

вания клубнелуковиц на отдельных этапах онтогенеза, в качестве исходного материала для 

каллусообразовании и морфогенеза, из-за нестабильности и несовпадения климатических 

параметров каждого сезона. Исходя из того, что в условиях, когда природные показатели 

окружающей среды, определяющие функционирование программы онтогенетического раз-

вития Crocus S.L., изменяются настолько различно по годам, то единственным вариантом, 
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позволяющим гарантировать вероятность реализации эффектов in vitro, может быть стан-

дартное и последовательное моделирование этапов онтогенеза в искусственных условиях 

при культивировании исходного материала для использования его в биотехнологических ра-

ботах. 

Имеется также ряд факторов, способных оказывать существенное влияние на морфоге-

нетические процессы in vitro и, как следствие, на эффективность и коэффициент размноже-

ния в изолированной культуре. К ним следует отнести фоновое содержание селена в почве, 

его накопление в растениях при определенных условиях [4]. После цветения клубнелукови-

цы в значительной степени освобождаются от селеносодержащих соединений, которые яв-

ляются ингибиторами клеточного деления и для растительных клеток. Культивирование 

клубнелуковиц Crocus S.L. в течение одного сезона на искусственных субстратах дало нам 

возможность значительно повысить компетентность исходных тканей к гормональным ин-

дукторам в условиях in vitro. 

Другим важным моментом является установленная компетентность этого вида к такому 

гормональному фактору in vivo, как гиббереллин. В природе, в течение периода пониженных 

температур, происходит переход гиббереллиновых соединений и гиббереллина в свободную 

форму, что и определяет, во многом, течение морфофизиологических процессов. Увеличение 

уровня экзогенного гиббереллина может значительно повышать образование цветочных по-

бегов [5]. В настоящее время использование гиббереллиновой кислоты в составе питатель-

ных сред является одним из подходов к увеличению эффективности образования клубнелу-

ковиц de novo в условиях in vitro. Однако в изолированной культуре экзогенный гиббереллин 

на фоне определенных соотношений ауксинов и цитокининов, в ряде случаев, оказывается не 

только малоэффективным, но и может влиять отрицательно на процессы органогенеза, что 

может быть связано с высоким пулом эндогенных гиббереллинов или гиббереллиновых со-

единений в исходном материале. 

Учет всех вышеперечисленных факторов, могущих оказывать определенное влияние на 

эффективность органогенеза в условиях in vitro, применение температурных градиентов, не 

описанных ранее, позволили нам реализовать индуцированный морфогенез на этапе органо-

генеза и de novo получить клубнелуковицы in vitro. В зависимости от вариантов среды и 

комбинации гормональных факторов образовывалось от 10 до 25 клубнелуковиц в одной 

колбе (рис. 1, 2). 

                                    
Рисунок 1 - Начальные последовательные стадии эмбриогенеза (а) и морфогенеза (в) 

Figure 1 - Initial successive stages of embryogenesis (a) and morphogenesis (в) 

                   
Рисунок 2 - Образование микроклубней Crocus S.L. в культуре in vitro 

Figure 2 Saffron corms formation in vitro conditions 

а в 

а в 
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MORPHOGENESIS AND ORGANOGENESIS OF SAFFRON (CROCUS SL) 

UNDER IN VITRO CONDITIONS 

Karagyozov T.G., Asadova S.Sh., Mamedova M.G., Azizov I.V. 

 

saffron, in vitro morphogenesis, organogenesis, corms 

 

Factors influencing morphogenesis and organogenesis of saffron (Crocus SL.) are considered. 

By using a temperature gradient under in vitro conditions was obtained de novo from 10 to 25 

corms. 
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Введение 

Активные формы кислорода (АФК) - это вещества, которые постоянно образуются на 

протяжении всего онтогенеза растения и являются продуктами различных физиологических 

процессов. Воздействие неблагоприятных факторов окружающей среды повышает содержа-

ние АФК, что приводит к разрушению органических молекул. Поддержанием концентрации 

АФК в клетке на достаточно низком уровне и локализацию их действия осуществляет специ-

ализированная многокомпонентная антиоксидантная система (АОС), от состояния которой 

зависит устойчивость растений к стрессовым воздействиям (Bolwell, 1997, Скулачёв, 1998). 

Поэтому изучение влияния регуляторов роста на активность АОС имеет большое практиче-

ское значение. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования использовались растения рапса (Brassica napus) сорта 

"Ратник". Растения выращивались в открытом грунте, на естественной длине дня. Первая се-

рия опытов включала замачивание семян в растворах фитогормонов: индолилуксусная кис-

лота (ИУК -5 мкМ), гибберелловая кислота (ГК - 10 мкМ), 6-бензиламинопурин (6-БАП - 5 

мкМ), брассинолид (БС - 1 мкМ), фузикокцин( ФК - 1 мкМ); растворе селената натрия (0.005 

мкМ) в течении 12 ч и вторая - опрыскивание растений в фазу третьего листа. В работе ис-

пользовались растения, взятые в фазу цветения. Для анализа брали листья третьего яруса. 

Измерение активности фермента пероксидазы проводили по методу Бояркина (1951) на 

спектрофотометре при длине волны 590 нм. Содержание свободного пролина измеряли по 

методу Bates et al. (1973) при длине волны 490 нм и 540 нм. Содержание малонового альде-

гида определяли по методике Н. Л. Радюкиной и др., 2011. Все эксперименты были проведе-

ны в 3 биологических и 10 аналитических повторностях. Статистическую обработку резуль-

татов осуществляли с помощью критерия Стьюдента (Шмидт, 1984). 

Результаты и обсуждение 

АОС растений многокомпанентна и число соединений, относимых к антиоксидантам, 

постоянно возрастает. Наиболее удобно классифицировать группы антиоксидантов в соот-

ветствии с их молекулярной массой (Меньшикова, Зенков 1993, Кулинский 1999). При этом 

первую группу составляют низкомолекулярные соединения, а вторую - высокомолекулярные 

ферменты и белки. Одним из важнейших компонентов второй группы антиоксидантов явля-

ются пероксидазы. Опыты по изучению влияния фитогормонов и микроэлемента селена на 

активность пероксидазы показали, что использование ИУК, ГК, ФК и селената натрия при-

водит к увеличению активности фермента на 30%, использование БС на 15% (рис. 1). Разли-

чий в активности фермента при замачивании семян и непосредственной обработки растений 

выявлено не было. 

Одним из компонентов АОС растений относящимся к группе низкомолекулярных со-

единений является пролин. В ходе исследования было выявлено, что применение ГК и ФК 

приводит к увеличению содержания пролина на 35%, использование БС и замачивание семян 

в растворе селената Na на 20% (рис.2). При этом в опытах с замачиванием семян содержание 

пролина оказалось выше, чем в опытах с обработкой растений. 
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Рисунок 1 - Влияние фитогормонов и селената Na на активность пероксидаз 

Figure 1 - Effect of plant hormones and Na selenate on peroxidase activity 

 

 

Рисунок 2 - Влияние фитогормонов и селената Na на содержание пролина мг/г сырого веса 

Figure 2 - Effect of plant hormones and selenate Na content of proline mg/g wet weight 

 

Наиболее общим индикатором  степени развития окислительного стресса, вызванного 

АФК, является состояние перекисного окисления липидов мембран (ПОЛ), о чём судят по 

количеству образованного малонового диальдегида (МДА). Использование ИУК, ГК и ФК 

приводит к снижению содержания МДА на 30% (рис. 3). 

 

Рисунок 3 - Влияние фитогормонов и селената Na на содержание МДА, в нмоль/г сы-

рой массы 

Figure 3 - Effect of plant hormones and Na selenate on MDA content in nmol/g wet weight 

 

Таким образом, было установлено, что обработка фитогормонами и селенатом Nа, за 

исключением цитокинина,  положительно сказалось на состояние АОС растений рапса, бла-
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годаря синтеза основных её компонентов. В результате их работы происходит ослабление 

перекисного окисления липидов, что  отражается в уменьшении содержания МДА, которое 

является основным показателем окислительных процессов в клетке, обусловленных действи-

ем АФК.  А это и приводит к повышению устойчивости растений к факторам стресса. 
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The influence of phytohormones and sodium selenate on the antioxidant system of plants 

rapeseed (Brassica napus) varieties Ratnik. Determined peroxidase activity and proline content and 
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Введение 
Микроэлементы играют уникальную роль в жизнедеятельности растительного орга-

низма и поэтому являются важной составляющей минерального питания растений [1]. При-

менение комплексных микроудобрений в современных технологиях выращивания сельско-

хозяйственных культур увеличивает эффективность использования растениями макроэле-

ментов, положительно влияет на качество урожая, повышает устойчивость растений к небла-

гоприятным условиям внешней среды и патогенам.  

Эффективным способом восполнения дефицита микроэлементов являются внекорневые 

подкормки с применением хелатных микроудобрений [2]. В качестве хелатирующих агентов в 

большинстве коммерческих препаратов используют этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) 

и оксиэтилидендифосфоновую кислоту (ОЭДФ). Хелатные микроудобрения хорошо растворимы 

в воде, по сравнению с солями неорганических кислот гораздо быстрее и в более полно усваива-

ются растениями. Однако практически все используемые синтетические хеланты являются для 

растений ксенобиотиками, при разложении которых образуются токсичные соединения. 

Для решения этой проблемы предпринимаются попытки создания комплексонатов био-

генных металлов с использованием в качестве хелантов природных соединений, в частности 

органических кислот, участвующих в метаболизме растений. Синтезировать такие соедине-

ния и создать на их основе препараты комплексных микроэлементов, соответствующие вы-

соким экологическим требованиям, удалось с помощью современных нанотехнологий. 

Карбоксилатный комплекс Аватар-1 (производитель ООО «Аватар», Киев, Украина) 

получают диспергированием гранул высокочистых металлов импульсами электрического 

тока в деионизированной воде с последующей реакцией прямого взаимодействия наночастиц 

с органическими кислотами (лимонной, фолиевой, янтарной, малеиновой, фумаровой или их 

смесью – 0,5-10 г/л) [3]. Концентрация металлов в этом комплексе составляет: Co – 0,0001-

0,0025, Cu – 0,01-0,08, Zn – 0,001-0,007, Fe – 0,0015-0,008, Mn – 0,0005-0,005, Mo – 0,00001-

0,0025, Mg – 0,01-0,08 % по действующему веществу. Применение нанотехнологий обеспе-

чивает высокую степень чистоты основного продукта реакции.  

В полевых мелкоделяночных опытах показано, что внекорневая обработка растений 

озимой пшеницы в фазу колошения комплексом Аватар-1 на 10 % повышала зерновую про-

дуктивность [4]. При этом обнаружено, что действие препарата было больше связано с уве-

личением чистой продуктивности фотосинтеза, чем с возрастанием площади ассимиляцион-

ной поверхности посева. 

Целью работы было изучение влияния комплексного микроудобрения Аватар-1 на ин-

тенсивность ассимиляции СО2 флаговых листьев озимой пшеницы в репродуктивный период 

развития растений. 

Материалы и методы 
Растения озимой пшеницы сорта Смуглянка выращивали в условиях вегетационного 

опыта на двух фонах минерального питания – высоком (при набивке сосудов вносили 

N160P160K160) и низком (вносили N32P32K32 мг/кг почвы). В фазу выхода в трубку часть расте-
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ний обработали 0,064 %-м раствором препарата Аватар-1 (из расчета расхода препарата 2 

л/га). Контрольные растения обрабатывали водой. 

Измерения интенсивности газообмена проводили на неотделенных от растений флаго-

вых листьях в фазы колошения, цветения и молочно-восковой спелости. Параметры СО2-

газообмена определяли в контролируемых условиях при помощи установки, смонтированной 

на базе инфракрасного газоанализатора ГИАМ-5М, включенного по дифференциальной схе-

ме. Температуру листа в камере поддерживали на уровне 25 
о
С, освещенность – 400 Вт/м

2
 

ФАР. Через камеру продували атмосферный воздух со скоростью 1 л/мин. Интенсивность 

транспирации определяли термоэлектрическим микропсихрометром. 

Результаты и обсуждение 
Полученные результаты свидетельствуют, что обработка растений нанопрепаратом 

привела к повышению интенсивности видимого фотосинтеза флаговых листьев (в среднем на 

10 %), причем этот эффект сохранялся на протяжении всего периода наблюдений (рис. 1).  

 

  
Рисунок 1 -  Динамика интенсивности фотосинтеза (а), транспирации (б), листового со-

противления (в) и сопротивления мезофилла (г) флаговых листьев растений озимой пшени-

цы, выращенной на высоком (1, 3) и низком (2, 4) фоне минерального питания, обработан-

ных препаратом Аватар-1 (3, 4) 

Figure 1 - Course of net assimilation (a), transpiration (б) rate, leaf (в) and mesophyll (г) re-

sistance of flag leaves of winter wheat plants grown at high (1, 3) and low (2, 4) level of mineral 

nutrition, and treated with preparation Avatar-1 (3, 4) 

Особенно заметным он был у растений на низком фоне минерального питания, где в 

фазу молочно-восковой спелости обработанные растения сравнялись по интенсивности фо-

тосинтеза с растущими на высоком фоне, в то время как у необработанных этот показатель 

был почти на 30 % меньше. На высоком фоне минерального питания отмечена лишь тенден-

ция к превышению интенсивности фотосинтеза обработанных препаратом растений над 

необработанными, тогда как на низком фоне в фазы колошения и молочно-восковой спело-

сти это превышение было существенным. 

Влияние препарата Аватар-1 на фотодыхание флаговых листьев было менее выражен-

ным. Можно отметить лишь некоторое уменьшение этого показателя у растений на высоком 

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

г 
Н

2
О

/(
д

м
2
 ·

 ч
)

3

5

7

9

Колошение Цветение Молочно-

восковая

с/см

0

2

4

6

8

10

Колошение Цветение Молочно-

восковая

с/см

б 

в г 

10

15

20

25

30

35

40

м
г 

С
О

2
/(

д
м

2
 ·

 ч
)

1 2

3 4

а 



240 

 

фоне минерального питания в фазу колошения. В остальных случаях различия между обра-

ботанными и необработанными растениями были несущественными. 

Интенсивность транспирации растений, обработанных нанопрепаратом, заметно воз-

росла, особенно в период налива зерна, причем эффект был выражен сильнее на низком фоне 

минерального питания, как это наблюдалось и для интенсивности фотосинтеза. Расчеты со-

противлений диффузии листьев для СО2 показали, что существенное увеличение интенсив-

ности фотосинтеза листьев обработанных растений на низком фоне минерального питания в 

фазу молочно-восковой спелости было обусловлено снижением как листового, так и мезо-

филльного сопротивления. Однако при этом листовое сопротивление, основной составляю-

щей которого является сопротивление устьиц, снизилось сильнее, чем сопротивление мезо-

филла. 

Заключение 
Таким образом, обработка растений озимой пшеницы в фазу выхода в трубку кар-

боксилатным комплексом биогенных металлов, полученного с помощью нанотехнологии, 

повышает интенсивность фотосинтеза флагового листа в период налива зерна, причем эф-

фект выражен сильнее при недостатке основных элементов минерального питания. Это мо-

жет быть перспективным для повышения продуктивности пшеницы в стрессовых условиях. 
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EFFECT OF BIOGENIC METALS ACID COMPLEX CREATED 

BY NANOTECHNOLOGY ON PHOTOSYNTHESIS OF WHEAT LEAVES 

Kiriziy D.A., Stasik O.O. 

 

Triticum aestivum L., photosynthesis, biogenic metals, acid complex 

 

It was shown that treatment of winter wheat plants at stalk-shooting with biogenic metals acid 

complex created by nanotechnology enhanced flag leaf net photosynthetic rate at grain forming, and 

effect was expressed stronger under the deficit of main mineral nutrition elements.  
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соя, урожай, моноинокуляция, бинарные инокулянты, ризобии, азотобактер, лектин  

 

Введение  
Соя – одна из наиболее востребованных продовольственных зернобобовых культур на ми-

ровом рынке агропродукции, посевные площади которой стремительно увеличиваются, что тре-

бует разработки биотехнологических способов повышения ее продуктивности. При выращива-

нии сои обязательной является предпосевная инокуляция семян специфичными растениям клу-

беньковыми бактериями, образующими на корнях симбиотические структуры – клубеньки, в 

которых происходит процесс преобразования молекулярного азота в соединения, доступные 

растениям [1]. Микробные биотехнологии – перспективный элемент современных агробиотех-

нологий [2]. Актуальным является применение комплексных бактериальных препаратов, по-

скольку инокулянт в виде монокультуры реализует свой потенциал лишь на 60-70%. Перспек-

тивными биологическими агентами для создания комплексных инокулянтов с более высокой и 

стабильной эффективностью действия являются Bradyrhizobium japonicum (специфичные расте-

нию-хозяину клубеньковые бактерии, которые используются в качестве основы микробных 

инокулянтов под данную культуру), азотфиксирующие бактерии рода Azotobacter, характеризу-

ющиеся комплексом положительных эффектов действия на растения и почву, растительные ме-

таболиты лектины – белки с широким спектром биологической активности относительно расте-

ний, почвенных азотфиксирующих микроорганизмов и фитопатогенных грибов [3].  

Целью нашего исследования была оценка эффективности действия бинарных инокулян-

тов, созданных на основе специфичных растениям сои клубеньковых бактерий, модифициро-

ванных лектином сои и ризосферных диазотрофов рода Azotobacter при предпосевной бактери-

зации семян. 

Материалы и методы  
Объектом исследований были симбиотические системы сои Glуcine max L. Merr. сорта Ан-

нушка (раннеспелый), созданные с Bradyrhizobium japonicum 634б при моно- и бинарной иноку-

ляции семян.  

Для инокуляции семян использовали монокультуру специфичных растению-хозяину B. ja-

ponicum 634б – высокоактивных, конкурентноспособных и эффективных в симбиозе с растени-

ями. Бинарный инокулянт бактериальной природы создан на основе штаммов В. japonicum 634б 

и Azotobacter chroococcum T79. Бинарный инокулянт лектин-бактериальной природы создан на 

основе B. japonicum 634б и лектина семян сои. Штаммы бактерий хранятся в коллекции азот-

фиксирующих микроорганизмов отдела симбиотической азотфиксации ИНСТИТУТ ФИЗИО-

ЛОГИИ РАСТЕНИЙГ НАН Украины (Киев, Украина). Культуры бактерий выращивали соот-

ветственно на питательных средах маннитно-дрожжевом агаре и Эшби в течение 10 и 3 сут при 

температуре 28
о 
С. Титр ризобиальных клеток - 10

9
 кл/мл. Для создания бинарных инокулянтов 

компоненты смешивали в соотношении 1:1 и инкубировали при 28 
о
С 1 сут с сохранением рав-

ной ризобиальной нагрузки инокулюмов.  

Эффективность действия моно- и комплексной инокуляции семян сои оценивали в вегета-

ционных условиях при природном освещении и температуре в 5-кратной повторности по вари-

антам в 10-кг сосудах Вагнера на песчаном и почвенном субстратах с питательной смесью Гель-

ригеля (0,25 нормы минерального азота). Оценивали показатели всхожести семян, нитроге-
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назной активности корневых клубеньков, массы вегетирующих растений и урожая семян (струк-

тура урожая). Опыты проводили по следующей схеме: 

 

№ варианта:    Обработка семян: 

Без инокуляции (обработка семян водой, абсолютный контроль) 

Инокуляция B. japonicum 634б (штамм-контроль) 

Инокуляция B. japonicum + A. chroococcum Т79 (бинарная бактериальная композиция) 

Инокуляция B. japonicum + лектин семян сои (бинарная лектин- бактериальная компози-

ция) 

 

Результаты и обсуждение 

Установлено, что бинарные композиции при предпосевной обработке семян сои активиро-

вали выход семян из состояния покоя и их прорастание. По данной способности (рострегулятор-

ная активность инокулянтов) отмечено максимальное действие лектин-бактериальной компози-

ции (№ 4): количество всходов превышало показатель абсолютного контроля (а.к.) на 47%, 

штамм-контроля – на 29%. Бактериальная композиция (ризобии + азотобактер, № 3) привела к 

увеличению количества всходов на 37-52 и 20-27% соответственно. Действие ризобиального 

моноинокулянта проявлялось в ускорении прорастания семян по сравнению с абсолютным кон-

тролем на 14-20%.  

Таким образом, уже на самых ранних этапах онтогенеза растений сои отмечены преиму-

щества действия бинарных композиций по сравнению с моноинокулянтом. Стимуляция прорас-

тания и всхожести семян сои происходит, вероятно, за счет способности как клубеньковых бак-

терий, так и азотобактера к синтезу веществ рострегуляторного действия [4]. Такими соединени-

ями, в первую очередь, являются гормоны цитокининовой и ауксиновой природы. Фитолектин 

при экзогенном действии также повышает уровень продукции ауксиновых и цитокининовых 

гормонов почвенными микроорганизмами, а также содержание гормонов (ИУК, зеатина, зеа-

тинрибозида) в листьях вегетирующих растений, способствует развитию растений на протяже-

нии всего вегетационного периода, а также формированию зерновой продуктивности [3].     

Положительное действие бинарных инокулянтов зафиксировано на протяжении всего пе-

риода вегетации сои: растения интенсивно формировали вегетативную массу. При этом на ран-

нем этапе онтогенеза (один настоящий листок) наблюдалась лишь тенденция, что объясняется 

одинаковым исходным уровнем минерального азота (0, 25 нормы) в среде роста растений. Не-

значительное преимущество действия бинарных инокулянтов может быть связано с дополни-

тельным влиянием микробных метаболитов (азотобактер является активным продуцентом вита-

минов, аминокислот, гормонов) и лектина семян сои как биологически активного вещества на 

растения и ризосферную микрофлору [3] .  

Во вторую половину вегетации сои отмечено достоверное увеличение показателей 

«надземная масса» (в 1,2-1,5 раза) и «масса корня» (в 1,3-1,6 раза) в вариантах с применением 

бинарных инокулянтов по сравнению с ризобиями. Это может быть результатом более высокого 

уровня функциональной (нитрогеназной) активности симбиозов и обеспеченности растений азо-

том как базовым элементом питания, играющим основную роль в формировании продуктивно-

сти культурных растений. Удельная нитрогеназная активность симбиотических систем, образо-

ванных бинарными композициями (№ 3, 4) увеличилась по сравнению со штамм-контролем (№ 

2), соответственно, в 1,1-1,5 раза и 1,2-2,6 раза. Лектин-бактериальная композиция  (№ 4) была 

более эффективной в сравнении с бактериальным бинарным инокулянтом (№ 3). Очевидна чет-

кая положительная зависимость в увеличении показателей «нитрогеназной активности клубень-

ков» и «массы растений», что доказывает существенную роль азотного питания растений, в 

частности биологического азота, в формировании их продуктивности.  

Бинарная инокуляция семян является более эффективным способом, чем моноинокуляция, 

поскольку повышает урожай семян сои (на сосуд) на 32, 23% и 12, 30% соответственно при ис-

пользовании композиций ризобии+азотобактер и ризобии+лектин сои. Анализ структуры уро-
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жая (фаза полной спелости семян) свидетельствует о перспективности применения бинарных 

инокулянтов для предпосевной бактеризации семян с целью повышения степени реализации 

продуктивного потенциала сои сорта Аннушка. Прибавка урожая в варианте № 3 (ризо-

бии+азотобактер) получена за счет увеличения количества семян в бобе, соответственно для 

песчаной и почвенной культуры, на 9 и 24%, количества бобов в плодоузле на 8 и 15%, массы 

одного боба на 6 и 21%,  массы бобов на растении на 25 и 28%, массы семян с растения на 33 и 

26%, а также массы 1000 семян на 7 и 12%. В вариантах с бинарной лектиновой композицией (№ 

4) прибавка урожая получена за счет увеличения количества бобов на растении, соответственно 

для песчаной и почвенной культур, на 19 и 26%, количества семян с растения на 10 и 31%, коли-

чества бобов в плодоузле на 8 и 23%, массы бобов (на 24 и 32%) и семян (на 13 и 30%) с расте-

ния. Однако масса 1000 семян не отличалась от варианта с ризобиальной инокуляцией (песчаная 

культура) или на 13% превышала ее (почвенная культура).  

Выводы 

Таким образом, преимущество предпосевной обработки семян бинарными инокулянтами 

по сравнению с бактеризацией специфичными растению-хозяину ризобиями проявляется в ин-

тенсификации процесса выхода семян из состояния покоя и его прорастания, формирования рас-

тениями зеленой массы и корневой системы, более высоком уровне функционирования симбио-

тического аппарата, повышении семенной продуктивности сои. Исходя из этого, при выращива-

нии сои раннеспелого и среднеурожайного сорта Аннушка с целью повышения степени реали-

зации его семенного продуктивного потенциала рекомендуется обязательное применение прие-

ма предпосевной бактеризации семян, в частности инокуляция бинарными композициями бак-

териальной (ризобии + азотобактер) и лектин-бактериальной (ризобии + лектин сои) природы 

как более эффективная по сравнению с традиционной моноинокуляцией специфичными клу-

беньковыми бактериями. 
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FORMING OF THE SOYBEAN PLANTS HARVEST AT THE BINARY SEED  

INOCULATION 

Kyrychenko O.V. 

 

soybean plants, harvest, monoinoculation, binary inoculation, rhizobium, azotobacter, lectin  

 

In greenhouse experiments with sandy and soil culture it was shown that advantage of the presow-

ing treatment of soybean seed of the binary inoculants on the base of specific for plants rhizobium and 

azotobacter as well as rhizobium and soybean lectin intensified the process of seed germination, form-

ing the first real leaf and plants vegetative mass, increased the level of the functioning of symbiotic sys-

tem as well as the soybean harvest formation.  
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Введение 
Проведение генетических исследований на яблоне (Malus domestica L.) – трудоемкий и 

длительный процесс, что связано в первую очередь с продолжительным  циклом воспроизведе-

ния. Однако, вскоре после первой успешной попытки трансформации яблони[1,2], она стала до-

статочно популярным объектом для исследования регуляции уровня биосинтеза этилена, прежде 

всего из-за своей экономической значимости и хорошо изученных физиологических аспектов 

процесса созревания плодов. Одним из направлений генетической трансформации яблони явля-

ется модификация процесса созревания плодов с целью увеличения сроков их хранения. 

Существует несколько основных стратегий регуляции процесса созревания плодов на ге-

нетическом уровне. Так, одна из них основана на подавлении экспрессии генов, кодирующих 

ферменты, которые участвуют в деградации клеточной стенки растительных клеток (полигалак-

туроназа и пектин-эстераза), другая же позволяет замедлить процесс созревания плодов благо-

даря регуляции экспрессии генов, кодирующих ключевые ферменты биосинтеза этилена[3]. 

Современные методы биотехнологии позволяют регулировать уровень экспрессии эн-

догенных генов и получать трансгенные сорта с увеличенным сроком хранения плодов на 

основе хорошо известных и популярных сортов, полученных традиционной селекцией. 

Целью данной работы является проведение генетического анализа трансгенных расте-

ний яблони, содержащих шпилечные конструкции, образованные последовательностями 2 

экзона гена АЦК-оксидазы (MdACO1) в двух ориентациях antisense-sense, sense-antisense из 

яблони и 4 экзона гена АЦК-оксидазы ( LeACO1) в ориентации antisense-sense из томата. 

Материалы и методы 

В экспериментах по анализу эффективности синтеза этилена в растениях яблони ис-

пользовали сорт Мелба. 

Для экстракции геномной ДНК яблони использовался растительный материал, получен-

ный in vivo. Для растирания в жидком азоте брали верхушечные листья с однолетних приро-

стов. Выделение ДНК проводилось по модифицированной методике Rogers и Bendich[4]. 

Экстракция тотальной РНК также проводилась из листьев растений яблони сорта 

Мелба и трансгенных линий. В работе использовалась модифицированная методика Meisel и 

Fonseca[5]. Выделение проводилось с использованием нового проавтокловированного пла-

стика; 0,1% DEPC-вода, экстракционный буфер и 10 М LiCl (приготовленный на 0,1% DEPC-

воде) предварительно автоклавировались. 

Трансгенные линии анализировали двумя парами праймеров: на вставку селективного 

маркерного гена (nptII или hpt) и на вставку смыслового гена (фрагмента АЦК-оксидазы). 

Отсутствие агробактериальной контаминации в препаратах растительной ДНК подтвержда-

лось ПЦР-анализом на агробактериальный virB ген. А также анализировались на экспрессию 

гена АСО. В работе использовались олигонуклеотиды фирмы «Синтол» (Москва). Концен-

трацию РНК измеряли на спектрофотометре Bio-Rad SmartSpec 3000.Для освобождения пре-
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парата РНК от ДНК обрабатывали образцы ферментом DNase I (Fermentas) концентрация 1 

Ед/мкл, согласно протоколу к ферменту. 

Электрофорез продуктов амплификации проводили в агарозных гелях концентрацией 

1,2%. Визуализацию ДНК проводили с помощью трансиллюминатора и фотографировали в 

проходящем ультрафиолетовом свете. 

Результаты и обсуждение 

Для получения трансгенных растений яблони с редуцированным уровнем синтеза этилена 

с применением технологии РНК-интерференции в нашей лаборатории было создано несколько 

бинарных векторов с фрагментами генов АЦК оксидаз яблони и томата в различных ориентаци-

ях. Tри из них содержали целевой ген под управлением CaMV35S промотора – pARTMdACOsа, 

pARTMdACOas, pCamMdACOsa; другие три вектора содержали плодоспецифичный промотор 

полигалактуроназы томата(PG) - pART PGMdACOas, pARTPGMdACOsa, pARTPGLeACOas.  

На первом этапе нашей работы был проведен ПЦР-анализ полученных линий. В резуль-

тате, были подтверждены вставки селективных  генов nptII и hpt во всех образцах (всего 62). 

Наличие смысловой конструкции было подтверждено для 3 из 3 линий растений яблони, полу-

ченных с помощью вектора pARTMdACOsa, 9 из 16 линий, трансформированных конструкци-

ей pCamMdACOsa, и 8 из 9 линий, полученных в результате трансформации конструкцией 

pARTMdACOas. А также для 18 из 20 линий, полученных при помощи pARTPGLeACOas, для 

6 из 10 линий - pARTPGMdACOas и 4 из 4 линий, созданных при помощи вектора 

pARTPGMdACOsa. В растениях, трансформированных векторами pCam, наличие вставки це-

левых генов было подтверждено не во всех полученных линиях. Это может быть вызвано тем, 

что смысловой ген в конструкции следует за селективным геном. А также возможно происхо-

дит разрыв Т-ДНК при встраивании в растительный геном. Также был проведен молекулярно-

биологический анализ уровня экспрессии гена АСО в листьях полученных ранее трансгенных 

растениях яблони, а также дана оценка влияния некоторых факторов на эффективность инги-

бирования экспрессии генов. Результаты, полученные при анализе растений с 35S и PG промо-

торами методом полуколичественной ОТ-ПЦР, представлены на рис.1. 

 

 

Рисунок 1 - Полуколичественный ОТ-ПЦР анализ экспрессии генов оксидаз в листьях 

трансгенных растений яблони. М-маркер, цИнститут физиологии растенийами обозначены 

трансгенные линии, К1-кДНК нетрансгенного растения, К2-ДНК нетрансгенного растения 

Figure 1 -  Semiquantitative RT-PCR analysis of oxidase gene expression in leaves of apple 

transgenic plants. M- molecular weight marker, numerals denote transgenic lines, K1-cDNA non-

transformed control, K2-DNA nontransformed control 

Результат, полученный в реакции с праймерами на pdk-интрон (рис.2), который являет-

ся спейсером между плечами «шпильки», подтвердил присутствие ПЦР-продукта расчетного 

размера во всех реакциях, проведенных для листьев трансгенных растений AS и SA. 

Поскольку в отрицательном контроле в отсутствие ревертазы сигнал на pdk-интрон, как 

и на все остальные анализируемые гены, отсутствует, можно считать, что реакция идет 

именно с синтезируемой кДНК, а не с геномной ДНК. 
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Рисунок 2 - Полуколичественный ОТ-ПЦР анализ на pdk-интрон в листьях трансгенных 

растений яблони. M- маркер, P-плазмида pCam ACO A sa , K- нетрансгенное растение, цИн-

ститут физиологии растенийами обозначены  трансгенные линии 

Figure 2 - Semiquantitative RT-PCR analysis of pdk-intron in leaves of apple transgenic 

plants. M- molecular weight marker, P-plasmid pCam ACO A sa, K-nontransformed control, nu-

merals denote transgenic lines 

Заключение 
В результате наших исследований было подтверждено наличие вставки смыслового ге-

на АСО в 48 трансгенных линиях из 62. Анализ экспрессии гена АСО и pdk-интрона в листь-

ях трансгенных линий, дает нам основание предпологать, что полученные плоды от этих ли-

ний будут с замедленным сроком созревания. 
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The aim of this study is to determine the level of ethylene synthesis in apple plants containing 

the hairpin structure complementary to the second exon of the apple gene ACO (self-

complementary gene fragments ACC oxidase of apple plants in different orientations of the anti-

sense-sense and sense-antisense). In our studies we have confirmed the presence of the target gene 

ACO in 48 of 62 transgenic lines. Analyzed expression of gene ACO and pdk-intron in the leaves of 

the transgenic lines we suggest that the obtained fruits of these lines will have delayed period of 

maturation. 
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В условиях Калининградской области озимая форма рапса периодически страдает от 

неблагоприятной перезимовки, а вегетация растений ярового рапса существенно сокращает-

ся за счет негативного влияния болезней и ускоренного развития растений в условиях длин-

ного светового дня. Создание благоприятных условий для растений путем введения в техно-

логические схемы возделывания современных приемов, оптимизирующих  негативные про-

цессы, является одной из самых актуальных проблем в повышении продуктивности агроце-

нозов рапса в условиях региона. Среди таких приемов - применение фунгицида Карамба, ко-

торый, кроме подавляющего действия на развитие болезней,  регулирует рост и развитие 

растений.  

Цель наших исследований - изучение влияния фунгицида Карамба (действующее веще-

ство метконазол, производитель – фирма БАСФ, Германия) на рост и развитие растений рап-

са в агроэкологических условиях Калининградской области [1]. 

Серия полевых испытаний проведена в ряде хозяйств в агроценозах ярового рапса, где 

подобраны участки с идентичными характеристиками: тип почвы - дерново-

слабоподзолистая глееватая, по гранулометрическому составу - средний суглинок; окульту-

ренность – средняя; рНсол. 4,8 -6,5; содержание гумуса 1,9-3,72 %; доступных форм фосфора 

7,6-25 мг/100 г; обменного калия  12-21,8 мг/100 г; серы 6-8 мг/кг. Посев семян проводился в 

третьей декаде апреля с нормой высева 3,2 - 3,5 кг/га. Величину и качество урожая семян, 

биометрические показатели растений определяли стандартными методами [2]. 

Карамба - системный фунгицид, предназначен для контроля альтернариоза (Alternaria 

brassicola Sacc.) и фомоза (Phoma lingam Desm.), а также  повышения устойчивости к поле-

ганию. Рекомендован для опрыскивания растений ярового рапса в фазе начала вытягивания 

стеблей – начала образования стручков в нижнем ярусе с нормой расхода 0,75-1 л/га [3].  

Результаты исследований свидетельствуют, что применение регуляторов роста из группы 

азолов, к которым относится Карамба, позволяет направленно регулировать отдельные этапы 

роста и развития растений, это мобилизует потенциальные возможности, заложенные в гено-

типе растения. При этом в растениях повышается содержание цитокининов, которые подавля-

ют действие фитогормонов (гиббереллинов и ауксинов), стимулирующих рост клеток [4].  

Опрыскивание фунгицидом Карамба через месяц после посева по растениям в фазе нача-

ла стеблевания (стадия развития 30 по Zadoks) в полевых испытаниях вегетационных сезонов 

2011-2012 гг. в КФХ ИП Фон Дер Деккен В.С. и ООО «Долгов и К» продемонстрировало по-

ложительные результаты [5; 6], которые были подтверждены опытами 2013 г. На опытных 

участках ярового рапса препарат стимулировал образование мощной корневой системы (длина 

в среднем от 15,9 до 22,1 см, диаметр корневой шейки от 8,4 до 9,9 мм) и рост боковых побе-

гов – в среднем от 6,5 до 9,1 шт. у каждого растения, снизил высоту растений в среднем на 8,3-

15,9 см, обеспечил дружное равномерное цветение и выравненность растений (табл. 1). 

Введение фунгицида Карамба в технологию возделывания ярового рапса в хозяйствах 

Калининградской области для опрыскивания растений в фазе начала стеблевания (стадия 

развития 30 по Zadoks) с нормой расхода 0,7 – 1 л/га позволило повысить продуктивность 
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агроценозов этой культуры: урожайности семян увеличилась в 1,5 раза (от 29,2 до 35,4 ц/га) 

по сравнению с вариантом без обработки. 

 

Таблица 1 - Эффективность фунгицида Карамба в посевах ярового рапса, гибрид Юра, 

КФХ ИП Фон Дер Деккен В.С., 2013 г.  

Table 1 - Efficiency of caramba fungicide in the process of spring rape cultivation, hybrid 

Yura, at the peasant farm enterprise of the Private Entrepreneur Von Der Deckken V.S., 2013 

Вариант Корень Количество 

боковых по-

бегов, шт. 

Высота рас-

тений, см 

Урожай-

ность, 

ц/га 
дли-

на, см 

диаметр 

шейки, мм 

сухая 

масса, г 

Карамба, 

0,75 л/га 16,0 8,4 4,3 6,5 115,1 32,7 

Контроль, 

без обработки 11,7 5,6 2,9 4,0 123,4 23,6 

+,- к контролю + 4,3 +2,8 + 1,4 + 2,5 - 8,3 + 9,1 
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Caramba fungicide performance test over the sowings of spring rape in Kaliningrad region 

has showed the successful results: yield of seed grains has increased 1,5-fold and reached the 

amount of 29,2-35,4 hundreds kilograms per hectare. 
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Введение 
Картофель является одной из основных сельскохозяйственных культур в мире, поэтому 

вопросы регуляции клубнеобразования и роль фитогормонов в этом процессе имеют не 

только научное, но и большое практическое значение [1]. В случае ауксинов были получены 

данные о том, что введение ИУК в среду культивирования картофеля увеличивало число и 

ускоряло рост клубней [2, 3], а выросшие в почве более крупные клубни содержали больше 

ИУК по сравнению с более мелкими [4]. Недавно было показано, что концентрация ауксинов 

в кончиках столонов возрастала в несколько раз непосредственно перед инициацией клубней 

[5]. Все это указывало на существенную роль ауксинов в процессах инициации и роста клуб-

ней. В этой связи представляло интерес изучить эффекты направленного изменения эндоген-

ного содержания ауксинов в растениях картофеля, с использованием трансгенного подхода.  

Материалы и методы 
Объектом исследования служили растения картофеля сорта Дезире, которые выращи-

вали на агаризованной среде Мурасиге-Скуга без гормонов с добавлением 2% сахарозы. Аг-

робактериальный ген триптофанмонооксигеназы (tms1, или iaaM), отвечающий за первый 

этап биосинтеза ИУК, был клонирован в бинарный растительный вектор pB33-Bin под кон-

троль тканеспецифичного промотора гена пататина класса I (B33-промотор). Для трансфор-

мации листья 4-недельных пробирочных растений картофеля отрезали и помещали чашки 

Петри с 30-40 мл разбавленной агробактериальной суспензии. Чашки помещали на 15 мин на 

шейкер при комнатной температуре и затем инкубировали 48 ч в темноте.  

Анализ геномной ДНК и кДНК трансгенных растений методом ПЦР проводили на ам-

плификаторе Терцик (ДНК-Технология). Реакцию проводили в объёме 25 мкл, содержащем 

2.5 мкл dNTP, 2.5 мкл 10х буфера (Силекс), 0.3 мкл Hot-Taq полимеразы, 5 мкл геномной 

ДНК или 1 мкл кДНК, и по 10 пмоль каждого праймера. После начальной денатурации в те-

чение 2 мин при 95°С, проводили 30 циклов ПЦР (денатурация при 95°С в течение 50 с, от-

жиг при 55°С в течение 60 с, синтез при 72°С в течение 30 с) и выдерживали в конце 5 мин 

при 72°С. 

ПЦР реального времени проводили на амплификаторе АНК-32 (Синтол). Реакцию про-

водили в объёме 25 мкл, содержащем 12.5 мкл SYBR-Green; 1 мкл кДНК (не менее 100 нг 

вещества) и по 0.1 мМ каждого праймера. Праймеры подбирали так, чтобы длина амплифи-

цируемых фрагментов составляла ≈100 н.п. Аналитическая повторность опытов трехкратная. 

После начальной денатурации в течение 10 мин при 95°С проводили 30 циклов ПЦР-РВ (де-

натурация при 95°С в течение 15 сек, отжиг при 60°С в течение 30 сек, синтез при 72°С в те-

чение 30 сек) и выдерживали в конце 5 мин при 72°С. 

Исходное количество ДНК-матриц определяли по калибровочным прямым, построен-

ным по данным ПЦР-РВ для генов домашнего хозяйства картофеля (актина и тубулина), взя-

тых в четырёх концентрациях (исходная концентрация ДНК, разведения x10
-1

, x10
-2

, x10
-3

). 
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Определение ИУК в экстрактах тканей проводили со стандартом ИУК на тандемном 

квадрупольном масс-спектрометре Waters Xevo. Количество ИУК определяли по калибро-

вочной кривой с известными количествами стандартов. Результаты анализировали, исполь-

зуя программное обеспечение MassLynx4.1 (Waters).  

Результаты и обсуждение 

Полученные в результате агробактериальной трансформации линии растений картофе-

ля характеризовались устойчивостью к антибиотику канамицину, содержали рекомбинант-

ную генетическую конструкцию B33:tms1, которая на первом этапе роста (1 месяц), включа-

ющем его вегетативную фазу и начало клубнеобразования, экспрессировалась преимуще-

ственно в клубнях. Эти особенности растений стабильно воспроизводились в потомстве при 

их вегетативном размножении. Определение гормонального статуса изучаемых линий кар-

тофеля показало повышенное содержание ауксина, приуроченное именно к клубням.  

Исследование характеристик клубнеобразования трансгенных растений картофеля про-

водили в модельной системе in vitro на искусственной питательной среде известного состава, 

в строго контролируемых условиях температуры и освещения. Такая модельная система поз-

воляет за короткое время оценить с необходимой статистической достоверностью продукци-

онный потенциал растений картофеля при различных условиях выращивания.  

Согласно полученным данным, клубнеспецифичная экспрессия гена tms1 в трансген-

ных растениях ускоряла начало клубнеобразования при различных фотопериодических ре-

жимах (длинный или короткий день).  

Урожайность трансформантов картофеля в сравнении с контрольными растениями 

приведена в табл. 1, 2.  

 

Таблица 1 - Урожайность (мг клубней на 1 растение) растений в возрасте 6 недель при 

культивировании in vitro в условиях короткого дня (КД) при различном содержании сахаро-

зы в среде 

Table 1 - Tuber yield (mg per plant) of 6-week old plants grown in vitro at short day (SD) and 

various sucrose content in the medium  

Растения 3% сахарозы 5% сахарозы 8% сахарозы 

Контроль 3±1 21±2 32±1 

А1-2 8±1 33±2 60±3 

 

Таблица 2 - Урожайность (мг клубней на 1 растение) растений в возрасте 6 недель при 

культивировании in vitro в условиях длинного дня (ДД) при различном содержании сахарозы 

в среде 

Table 2 - Tuber yield (mg per plant) of 6-week old plants grown in vitro at long day (LD) and 

various sucrose content in the medium  

Растения 3% сахарозы 5% сахарозы 8% сахарозы 

Контроль   6±1 26±1   32±1 

А1-2 29±2 90±2 195±1 

 

Как видно на примере линии А1-2 (табл. 1 и 2), трансформированные растения облада-

ли более высокой (в диапазоне от 1.6 до 6 раз) урожайностью по сравнению с исходными не-

трансформированными растениями при всех условиях культивирования в модельных систе-

мах, включая неоптимальное для клубнеобразования содержание сахарозы в среде культиви-

рования.  

Заключение 
В результате исследования показана возможность получения сортов картофеля повы-

шенной продуктивности с помощью нового подхода: изменения гормонального баланса рас-

тения на заданной стадии развития и в заданном органе путём введения дополнительного ге-

на биосинтеза ауксина tms1 под контролем клубнеспецифичного промотора В33. Этот генно-
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инженерный подход в перспективе может найти применение для получения раннеспелых и 

более продуктивных линий на основе различных сортов картофеля.  
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The auxin biosynthesis gene tms1 from Agrobacterium tumefaciens driven by the tuber spe-

cific patatin B33-promoter was inserted into the genome of potato plants grown in vitro. The ex-

pression of tms1 in transgenic plants was characterized by molecular methods. Some of the lines 

transformed with tms1 demonstrated earlier tuberization and higher productivity. 
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Введение 
Основные направления селекции многолетних злаковых трав направлены на создание 

генотипов с хорошей отрастаемостью и стабильностью урожаев; высокой устойчивостью к 

основным болезням, зимостойкостью, теневыносливостью; хорошей конкурентной способ-

ностью в многокомпонентных травостоях; а также стабильной семенной продуктивностью.  

Эффективность использования отдаленной гибридизации для создания новых форм 

растений с реконструированными геномами значительно возросла благодаря современным 

методам in vitro, молекулярной генетики и цитогенетики. Скрещивание представителей раз-

личных видов и родов позволяет не только улучшать сорта существующих культурных рас-

тений, но и создавать совершенно новые, сельскохозяйственные культуры с хозяйственно-

ценными признаками. 

Результатом  нашей работы  по межвидовой  гибридизации с использованием выявлен-

ных ген-источников хозяйственно-ценных признаков («продуктивность кормовой массы и 

мягкость листьев») было создание овсяницы тростниковой «Таямница» , которая включена в 

селекционный процесс. 

В данной работе представлены исследования по созданию межвидовых гибридов лисо-

хвоста лугового и лисохвоста вздутого   

Нами предпринята попытка разработать геномную технологию селекции  лисохвоста лу-

гового на основе дупликации генома, интрогрессивной гибридизации с использованием 

ДНК-маркирования с целью целенаправленно преобразования генома, расширения генофон-

да исходного материала и повышения эффективности селекции. 

Метод  ISSR широко используется при обнаружении внутривидового полиморфизма, в 

первую у близкородственных генотипов культивируемых растений. Это особенно актуально 

в связи с программами современной селекции сортов принципиально нового качественного 

уровня, для которой требуется создание обширного генофонда исходного материала, соче-

тающего множество хозяйственно-ценных признаков, что не возможно без расширения гене-

тического пула предварительной оценки природного разнообразия вида. 

ISSR-маркеры с успехом использовались для оценки полиморфизма у таких культур, 

как кукуруза [22, 23], ячмень [22, 24], ярового тритикале [25], пшеница  [22, 26], гречихи [27] 

и других сельскохозяйственных культур. Нами была предпринята попытка показать поли-

морфизм межвидовых гибридов лисохвоста. 

Материалы и методы 

Объектом исследования служили родительские и гибридные формы лисохвоста лугово-

го (Alopecurus platensis L.) и лисохвоста вздутого (Alopecurus ventricorus Pers.). При скрещи-

вании близкородственных видов для преодоления постгамной несовместимости, выражаю-
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щейся в атрофии эндосперма, применялся метод извлечения зародыша и выращивания его на 

искусственных питательных средах. 

Выделение ДНК проводили из семян и листьев межвидовых гибридов лисохвоста. Для 

ISSR-анализа использовали 3 праймера, которые содержали динуклеотидные повторы: ISSR 

2 (АС)8 G, ISSR 3 (GA)8 C и  ISSR 5 (CA)7 RC. Реакционная смесь для проведения ПЦР  объе-

мом 20 мкл содержала: dNTP, MgCl2, праймер,  буфер, Taq-полимеразу и 8нг ДНК. Условия 

амплификации были следующие: начальная денатурация 5 мин при 94
0
С, 32 цикла: денату-

рация при 94
0
С -45

0
С, отжиг при рассчитанной температуре – 56

0
С, элогация при 72

0
С -90

0
С, 

заключительная элонгация 7 мин при 72
0
С. Продукты реакции разделяли в в 2% агарозном 

геле с добавление бромистого этидия при 110 V.  

Результаты и обсуждение 

В результате проведения гибридизации в фитотронно-тепличном комплексе и полевых 

условиях, отбора по хозяйственно-ценным признакам было получено 14 высокопродуктив-

ных форм  межвидовых гибридов лисохвоста.  

ISSR-маркеры с успехом использовались для оценки полиморфизма у таких культур, 

как кукуруза [22, 23], ячмень [22, 24], ярового тритикале [25], пшеница  [22, 26], гречихи [27] 

и других сельскохозяйственных культур. Нами была предпринята попытка показать поли-

морфизм межвидовых гибридов лисохвоста. 

Анализ ISSR-PCR образцов ДНК, выделенных из семян межвидовых гибридов лисо-

хвоста показал, что основная зона фрагментов расположена в диапазоне 200–2050 п.н. Каж-

дый из образцов имел свой определенный спектр амплифицируемых фрагментов, отли-

чающийся количеством, размером и степенью выраженности. 

 

 

Рисунок 1 - ISSR-PCR анализа ДНК из семян межвидовых гибридов лисохвоста 

Figure 1 - Analysis of DNA of inter-specific hybrids of foxtail with ISSR-PCR method  

 

Следует отметить, что все амплифицированные фрагменты были полиморфными, то 

есть степень полиморфизма, выявляемая с помощью ISSR 2-праймера, составила 100 %. 

Число локусов, полученных при амплификации ДНК исследуемых образцов для ISSR2 варь-

ировало от 3 до 14, наибольшее количество полиморфных фрагментов у сортообразцов 

1,2,4,6,8,9,15,16. Из общего количества фрагментов выделяются два ампликона у сортооб-

разца 8 с длиной 601 п.н и у сортообразца 16 с длиной 750 п.н.  

Анализ ISSR-PCR образцов ДНК, выделенных из листьев межвидовых гибридов лисохвоста, 

показал, что использование праймеров IS2, IS3, IS5 позволяет получить достаточно высокий по-

лиморфизм ДНК, отражающий генетическое разнообразие полученных гибридных форм (рис. 2). 
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Рисунок 2 - ISSR-PCR –анализ ДНК из листьев межвидовых гибридов лисохвоста. 

Figure 2 - Analysis of DNA of inter-specific hybrids of foxtail with ISSR-PCR method   

Выводы 

Результатом проведенной работы явилось создание межвидовых гибридов лисохвоста 

лугового (A. pratensis) с лисохвостом вздутым (A. ventricorus). Анализ гибридов по ДНК- мар-

кам методом ISSR-PCR выявил высокий полиморфизм образцов. Комплексная оценка создан-

ных форм межвидовых гибридов лисохвоста лугового (A. pratensis) с лисохвостом вздутым (A. 

ventricorus) на анализирующих фонах позволила провести отбор морфотипов с высоким каче-

ством корма и стабильной семенной продуктивностью.  
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CREATION AND IDENTIFICATION OF HIGHLY PRODUCTIVE FORMS OF FEED 

CEREAL GRASSES WITH THE HELP OF GENOMIC BIOTECHNOLOGY 

Kondratskaya I.P., Stolepchenko V.A., Nam I.Y., Basko P.P., Fomenko T.I. 
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Analysis of inter-specific hybrids by DNA markers by ISSR-PCR method allowed revealing 

high polymorphism of samples. Complex assessment of the created forms of interspecific hybrids of 

a foxtail meadow (Alopecurus pratensis L. ) with a foxtail blown up (Alopecurus ventricorus Pers. ) 

on analyzing backgrounds I allowed to make selection of morphotypes with high quality of a forage 

and stable seed efficiency.  
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гречиха татарская, каллус, ультраструктура клеток 

 

Введение 

Каллусные культуры растений представляют удобную модель для физиологических и 

биохимических исследований. Сведения о строении и организации органелл клеток в про-

цессе культивирования позволяют не только глубже понять физиологические особенности 

объекта исследования, но и правильно интерпретировать реакцию культуры на определенное 

экспериментальное воздействие. В данной работе описаны изменения ультраструктуры кле-

ток неморфогенного каллуса гречихи татарской в ходе культурального цикла. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования использовали неморфогенные каллусы гречихи татар-

ской Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn линии 1-8р. Неморфогенный каллус был отселектиро-

ван как клон, сформированный на морфогенном каллусе, полученном из незрелого зароды-

ша. Приготовление препаратов для электронномикроскопических исследований проводили 

по общепринятой методике с фиксацией в 2.5%-ном глютаровом альдегиде на фосфатном 

буфере и постфиксацией в 1%-ном OsO4. Полутонкие гистологические срезы окрашивали 

0,5%-ным раствором толуидинового синего в 0.1%-ном растворе Na2CO3. Цитотохимическое 

выявление липидов осуществляли, используя Судан III. Электронномикроскопические срезы 

просматривали на микроскопе Jeol 1200SX (Япония). 

Результаты и обсуждение 
Проведенные гистологические и электронномикроскопические исследования каллу-

сных культур гречихи на 4 и на 11 дни культивирования свидетельствуют об изменении 

строения органелл каллусных клеток в течение пассажа. Неморфогенные каллусы гречихи 

татарской образованы паренхимными клетками. Большую часть клетки занимает централь-

ная вакуоль, ядро имеет пристенное положение. Характерной особенностью ядер каллуса 

является наличие многочисленных глубоких лопастей. In vivo лопастные ядра описаны в 

клетках нектарников Padus racemosa, клетках запасающей ткани Ricinus communis, в жгучих 

клетках Urtica dioica [1], корневых волосках Raphanus sativus [2]. In vitro лопастную или не-

регулярную форму ядра наблюдали в неморфогенных каллусах Beta vulgaris [3], Plantago 

asiatica [4], Allium fistulosum [5]. Лопастная форма ядра в клетках, не подверженных дей-

ствию стресса, обусловлена увеличением количества ДНК в ядре и наблюдается в диффе-

ренцированных, неделящихся клетках (как результат эндоредупликации), а также в делящих-

ся полиплоидных клетках. Bourdon и соавт. [6] была выявлена корреляция между увеличени-

ем содержания ДНК в дифференцированных клетках перикарпия томата и изменением их 

формы от округлой к лопастной. Авторами было показано, что увеличение плоидности кле-

ток сопровождается увеличением глубины ядерных лопастей, а также площади ядра. Извест-

но, что увеличение размеров площади поверхности ядра в полиплоидных клетках активизи-

рует ядерно-плазменные отношения, что выражается в усилении обмена белками и рибонук-

леопротеидами между ядром и цитоплазмой. Проведенный ранее подсчет хромосомных чи-

сел в клетках неморфогенных каллусов гречихи татарской показал преобладание в них по-

липлоидных клеток [7], что, по-видимому, объясняет наличие лопастных ядер в каллусных 

клетках. Интересным наблюдением можно считать скопление митохондрий в инвагинациях 

ядер, по-видимому, в тех участках клетки, где возникает наибольшая потребность в АТФ; 
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аналогичная локализация митохондрий была отмечена в клетках перикарпия томата, имею-

щих ядра с большими лопастями [6].  

На 4 день культивирования в клетках каллуса преобладали ядра с ядрышками, ядра с 

ядрышковыми вакуолями, что свидетельствует об активном синтезе рРНК. Эндоплазматиче-

ский ретикулум (ЭР) представлен короткими шероховатыми цистернами. Вокруг цистерн 

аппарта Гольджи (АГ) многочисленны везикулы, что может свидетельствовать об активном 

синтезе полисахаридов и белков, основных компонентов экстраклеточного матрикса. При-

сутствие густого секрета в межклетниках каллуса позволяет сделать вывод об усилении про-

цессов экстраклеточной секреции. Ранее было отмечено, что основной пик митотической ак-

тивности клеток неморфогенного каллуса гречихи татарской наблюдается через сут. культи-

вирования каллуса [7]. На 4 сут. клетки находятся на экспоненциальной фазе роста, происхо-

дит рост вакуоли, активный синтез компонентов клеточных стенок, клетки увеличиваются в 

размере. Окрашивание Суданом III выявило незначительное количество липидных капель в 

цитоплазме. К 4-ому дню культивирования в недавно поделившихся клетках митохондрии 

имеют округлую форму, матрикс средней плотности, расширенные кристы и просветления в 

центральной части органелл. Пластиды, в основном, чашевидные, с редкими мелкими крах-

мальными зернами. Поскольку неморфогенные каллусы гречихи не способны к фотосинтезу 

– они являются гетеротрофными культурами, и их рост полностью зависит от сахарозы и 

минеральных элементов среды культивирования. Тем не менее, в первые дни пассирования в 

клетках неморфогенного каллуса происходит гидролиз крахмала амилопластов и липидов 

сферосом. Можно предположить, что увеличение пула свободных сахаров вследствие гидро-

лиза запасных углеводов и жиров и вовлечение их в процессы гликолиза, цикл Кребса и пен-

тозофосфатный шунт обеспечивает высокую синтетическую активность клеток каллуса, не-

обходимую для активного и достаточно синхронного деления. Установлено, что в пластидах 

гетеротрофной культуры томата на экспоненциальной фазе роста до 78% глюкозо-6-фосфата 

метаболизируется через пентозофосфатный шунт [8]. Гликолиз, который позволяет метабо-

лизировать запасенный крахмал в триозы, которые затем экспортируются из пластид и во-

влекаются в дыхательные циклы, вероятно, также активен на экспоненциальной фазе роста 

культуры.  

На 11 сут. культивирования неморфогенный каллус гречихи татарской находится на 

стационарной фазе роста. К этому времени клетки не только уже не делятся, но и перестают 

растягиваться. Увеличение свободного пула гексоз на стационарной фазе роста каллуса пол-

ностью зависит от утилизации сахарозы из среды культивирования, которая обеспечивается 

активностью инвертаз, переносчиков сахарозы и сахарозосинтазы. Органеллы клетки приоб-

ретают признаки, характерные для клеток со сниженной метаболической активностью: ло-

пастные ядра без ядрышек, в нуклеоплазме - отдельные глыбки гетерохроматина, ЭР пред-

ставлен короткими шероховатыми цистернами, АГ образован расширенными цистернами. 

Экстраклеточный матрикс в межклетниках отсутствует. На 11 день в цитоплазме клеток при-

сутствуют амилопласты с большими, простыми зернами крахмала. Как установлено Rontein 

и соавт. [8] на гетеротрофной суспензионной культуре томатов, аккумуляция крахмала до-

стигает наибольших значений на стационарной фазе роста культуры, хотя синтез крахмала в 

клетках начинается сразу после того, как клетки прекращают деление. При этом синтез ком-

понентов клеточных стенок, активный на экспоненциальной фазе роста, на стационарной фа-

зе полностью прекращается. Можно предположить, что активность пентозофосфатного цик-

ла и гликолиза в пластидах на стационарной стадии роста неморфогенного каллуса гречихи 

татарской значительно снижается и гексозофосфат вовлекается главным образом в синтез 

крахмала. К 11 дню культивирования в цитоплазме увеличивается количество липидных ка-

пель. Митохондрии в клетках на 11 сут. культивирования – удлиненные, с развитой системой 

крист, нередко делятся почкованием, что может свидетельствовать об активации происходя-

щих в них метаболических процессов по сравнению с 4 сутками культивирования. Известно, 

что в митохондриях происходит превращение пирувата в ацетил-КоА; в том случае, если 
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энергетические потребности клетки не велики – работа дыхательной цепи тормозится, а аце-

тил-КоА используется в синтетических процессах, например, синтезе липидов.  

Выводы 

Показано, что неморфогенный гетеротрофный каллус гречихи татарской на стационар-

ной стадии роста накапливает запасные соединения: крахмал и липиды, которые гидролизу-

ются и используются в ходе активного деления и растяжения клеток при переводе культуры 

на новую среду. Высокая метаболическая активность культуры, вероятно, обусловлена по-

липлоидной природой каллуса, имеющего крупные ядра с многочисленными глубокими ин-

вагинациями. 

Работа была выполнена при поддержке РФФИ (грант №13-04-97136-р-поволжье-а) 
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THE ULTRASTRUCTURE OF NON-MORPHOGENIC CALLUS 

OF TATAR BUCKWHEAT 

Kostyukova Yu., Rumyantseva N.I. 

 

tatar buckwheat, callus, ultrastructure 

 

The electron microscopy study of ultrastructure of non-morphogenic callus cells of tatar 

buckwheat showed that the greatest changes in a structure of organelles during a culture cycle were 

observed in mitochondria and plastids. Substantially, these changes are caused by synthesis of 

starch and lipids on a stationary growth phase of culture and their oxidation during active division 

and expansion of callus cells – on an exponential phase.  
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стевия, различные генотипы, фенольные соединения, органические кислоты, антиоксидант-

ная активность 

 

Условия окружающей среды, образ жизни и питание современного человека  резко повысили 

уровень радикалообразующих процессов в его организме. Возникновение нарушения баланса между 

воздействием прооксидантных факторов и функциональными возможностями физиологической ан-

тиоксидантной системы организма ведет к избыточному неферментному свободнорадикальному 

окислению (1) и может служить  причиной различных болезней, таких как онкология, атеросклероз, 

нарушение мозгового и коронарного периферического кровообращения, преждевременное старение и 

других. Снижение негативного действия свободных радикалов можно обеспечить  как за счет увели-

чения содержания антиоксидантов в продуктах питания,  так и за счет использования биологически 

активных добавок, содержащих комплексы флавоноидов, витаминов (А, Е, С) и минералов.    

В последнее время в результате многочисленных исследований  существенно увеличился пере-

чень растений, с высоким содержанием природных  антиоксидантов. Особенно это касается новых и 

малораспространенных культур,  среди которых необходимо выделить стевию (Stevia rebaudiana 

Bertoni). Широкую известность это растение получило лишь в последние 20-30 лет, благодаря исполь-

зованию содержащихся в ней природных натуральных диетических подсластителей, превышающих 

по сладости сахарозу в 300 и более раз. Кроме этих хорошо изученных сладких дитерпеновых глико-

зидов, в листьях стевии содержатся флавоноиды, оксикоричные кислоты (кофейная, хлорогеновая), 

водорастворимые хлорофиллы и ксантофиллы, витамины А, С, Д, Е, К, Р, сапонины, дубильные веще-

ства (2,3). Результаты, полученные в ряде исследований, показывают, что S. rebaudiana имеет значи-

тельный потенциал для использования ее в качестве природного антиоксиданта(4,5). 

В лаборатории экофизиологии растений Агрофизического института проводятся многолетние 

комплексные исследования по интродукции стевии в Россию. Разработана и реализована технология 

круглогодичного культивирования стевии с использованием светокультуры для сохранения растений 

стевии в зимнее время, их размножения и последующего выращивания в открытом грунте с целью по-

лучения урожая сухих листьев и переработки(6,7). Проведен отбор наиболее продуктивных генотипов 

для открытого грунта Ленинградской области. Целью настоящей работы явилось изучение биохимиче-

ских различий по комплексу биологически активных веществ среди отобранных генотипов стевии. 

Материалы и методы 

Для биохимического анализа брали  свежие листья от 3-х генотипически различных образцов 

стевии из коллекции Агрофизического НИИ с разной продуктивностью и морфологией. Растения вы-

ращивали в светокультуре под лампами ДНаТ-400 при облученности 30-50 Вт/м
2
 ФАР на длинном 

дне. Морфологические особенности и продуктивность  разных генотипов, использованных при анали-

зе, описаны в предыдущей работе (8). Пробу для анализа (1-10 г свежих листьев, 17-20% сухого веще-

ства) кипятили в течение 1 мин. в 80% этаноле, растирали и фильтровали. Фильтрат исследовали ме-

тодом газожидкостной хроматографии (ГЖХ), для этого 0.2 мл фильтрата высушивали, добавляли 

внутренний стандарт и силилирующий агент. Затем нагревали в течение 1 ч при 100°C и помещали в 

виалы для ГЖХ. Подготовленные пробы анализировали на жидкостном хроматографе «Agilent 6850» 

по методике, описанной в работе (9). 
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Результаты и обсуждение  
Исследованные образцы содержали комплекс биологически активных веществ (фенольные со-

единения, витамины и др.) в значительных концентрациях. Они сильно различались по содержанию 

сахаров, органических кислот, фенольных соединений и каротиноидов (табл.1). Особенно интересны 

выявленые различия между образцами по составу и содержанию органических кислот (табл.2).  

Таблица 1 - Содержание органических соединений в образцах стевии (на сыр. массу) 

Table 1 - The content of organic compounds in different stevia samples (on fresh weigt) 

Органические кислоты в растениях образуются в важнейших биологических процессах – в фо-

тосинтезе и дыхании, и используются для образования аминокислот, жиров, углеводов и других со-

единений. Возникая при окислении сахаров и участвуя в их синтезе, органические кислоты, таким об-

разом, являются активными метаболитами углеводного обмена. В вегетативных органах стевии их 

общее содержание варьировало от 0,7 до 1,4 % на сырое вещество. Нами выделены 16 кислот, среди 

которых наиболее высокое содержание в листьях стевии отмечено для хлорогеновой и хинной кислот 

(табл. 2). В значительных количествах  в листьях обнаружены кофейная, шикимовая и азелаиновая 

кислоты. Все эти кислоты относятся  к группе фенольных соединений и могут определять высокую 

антиоксидантную активность образцов, которая по нашим данным составляла 70-72%  (8). 

Таблица 2 - Содержание органических кислот в различных образцах стевии (мг/100 г сыр.массы) 

Table 2 - The content of organic acids in various stevia samples (mg /100 г fresh weigt) 

№ Название соединения Обр.а15 Обр.х2 Обр.3.7 

1 Щавелевая     2.25     0.92     4,82 

2 Молочная   16.82   11.93     3,70 

3 Пировиноградная     3,80 - - 

4 Бензойная     7,53     9,59     2,02 

5 Фосфорная   26.79   21.57   58,31 

6 Янтарная   12.22     6.34     7,12 

7 Глицериновая   11.27     4.98     3,10 

8 Муравьинная   25.02     5.94     7,48 

9 Яблочная   28.89   15.60   19,50 

10 Эритроновая     5.65     7.74     3,68 

11 Сахарная - -     6,27 

12 Азелаиновая   47,20     26,44     7,48 

13 Шикимовая   34,30     18,53   18,54 

14 Хинная 487,92   498,45 280,07 

15 Кофейная   35,43     95,77   50,02 

16 Хлорогеновая   40,48   728,13 253,16 

 Сумма 785.56 1451.93 725.27 

Наиболее сильные различия между образцами наблюдали по содержанию хлорогеновой кисло-

ты. Известно, что хлорогеновая кислота является сложным эфиром кофейной кислоты с одним из сте-

реоизомеров хинной кислоты и обладает сильными антиоксидантными свойствами. Именно ее высо-

кое содержание определило 2-х кратное превышение содержание фенольных соединений у образца х2 

по сравнению с двумя другими. В этом образце также обнаружено значительное содержание кофей-

ной кислоты. В целом, можно констатировать, что в листьях генотипа х2 содержится комплекс биоло-

гически активных веществ и этот образец может быть использован для промышленного выращивания 

Генотип Аскорб.   

к-та, 

мг/100г 

Моно-

сахара, 

% 

Диса-

хара, 

% 

Сумма 

сахаров 

% 

Орган. 

к-ты, 

% 

Фенол. 

соед., 

мг/100г 

Сумма 

хлороф., 

мг/100г 

Кароти-

ноиды, 

мг/100г 

β-каро-

тин, 

мг/100г 

обр.а15 84,38 0,034 0,092 0,126 0,785 612,39 116,19 6,88 4,19 

обр.х2 62,97 0,012 0,087 0,099 1,452 1379,83 144,92 11,79 5,46 

обр.3.7 74,53 0,004 0,062 0,066 0,725 652,9 135,17 5,95 4,61 
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и селекционной работы. Различия между образцами по биохимическим показателям, вероятно, гене-

тически детерминированы, так как анализируемые растения выращивали на одинаковых субстратах 

при сходной облученности. В пользу данного предположения свидетельствуют результаты диссерта-

ционной работы Подпориновой Г.К., показавшей, что на содержание в растениях стевии хлорогеновой 

кислоты не влияло изменение условий их питания. Поиск генотипов стевии с высоким содержанием 

биологически активных веществ является перспективным. Необходимо проведение селекционной ра-

боты по созданию высокопродуктивных форм стевии с высоким содержанием в них как сладких гли-

козидов, так и биологически активных веществ. 
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BIOACTIVE COMPOUNDS OF STEVIA REBAUDIANA BERTONI 

Kochetov A.A., Soloveva A.E. 

 

stevia, phenolic compounds, organic acids, antioxidant activity 

 

Complex biochemical researches of bioactive compounds of 3
th
 cultivar types Stevia rebaudiana Ber-

toni has been investigated. The content of phenols and antioxidant activity of methanol extracts from stevia 

leaves were defined. 16 organic acids were isolated from the alcohol extract. Distinction of degree between ste-

via genotypes on the total phenol content and their qualitative compound, the content of a total chlorophylls, 

organic acids, carotenoids and β-carotene were defined. Were shown that main phenol acids in stevia are 

chlorogenic and quinic. Among the cultivar types the source of bioactive substances were revealed and rec-

ommended for selection.  
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гуминовые вещества, пигменты фотосинтеза, сырой протеин, урожайность. 

 

В последнее время все чаще в растениеводстве используют вещества гуминовой приро-

ды, получаемые из различных органических веществ (торф, бурый уголь). Гуминовые веще-

ства обладают свойствами адаптогенов, повышают сопротивляемость сельскохозяйственных 

культур к неблагоприятным почвенно-климатическим условиям и болезням, позволяют по-

высить урожайность. С другой стороны необходимость растениям кальция подтверждена 

многими исследованиями. Кальций необходим для нормального роста и развития надземных 

органов и корней растений. Потребность в нём проявляется ещё в фазе прорастания, а так же 

в течение всего периода активного роста. Кальций принимает участие в поддержании струк-

туры хромосом, рибосом и митохондрий [1]. В связи с этим актуальным является изучение 

ростостимулирующей активности препаратов на основе физиологически активных гумино-

вых кислот и биогенного элемента – кальция.  

Цель работы - исследовать эффективность воздействия гуминового препарата с кальци-

ем на фотосинтетические пигменты, рост и развитие растений ярового ячменя в условиях 

полевого опыта. 

Исследовали новый стимулятор роста растений. Гуминовый препарат с кальцием при-

готовлен смешиванием Гумостима (препарат получен из торфа по ТУ 0392-030-00493929-06, 

действующее вещество - гумат аммония) и раствора хлорида кальция в эквивалентных коли-

чествах [2]. Препарат применяли на яровом ячмене Hordeum sativum L., сорт Ача. Полевые 

опыты проводили на агросерой оподзоленной почве по минеральному фону (Кемира 

N30P30K30). Применяли концентрации препарата, оказавшие положительное влияние на семе-

на ячменя в лабораторных тестах. Схема полевого опыта включала следующие варианты:  

1. Контроль (без обработки);  

2. Гуминовый препарат с Са в концентрации 0,01% по гуминовым кислотам;  

3. Гуминовый препарат с Са в концентрации 0,0001%.  

Закладка полевых опытов проведена на стационаре СибНИИСХиТ п. Лучаново (Том-

ский район) по методике Б.А. Доспехова в 3-кратной повторности [3]. Размещение вариантов 

систематическое, площадь делянок 40м
2
, учетная 32м

2
. Предпосевную обработку семян осу-

ществляли ручным опрыскивателем из расчета 10 л/т непосредственно перед севом. Норма 

высева ярового ячменя составила 5 млн. всхожих семян на гектар посевов. Эффективность 

применения препарата оценивали по определению биометрических показателей в разные фа-

зы вегетации; структуры и урожайности ячменя; содержанию сырого протеина в зерне. Со-

держание фотосинтетических пигментов определяли в спиртовой вытяжке [4] на спектрофо-

тометре UV–1601 фирмы Shimadzu (Япония) с программным управлением. Полученные дан-

ные обрабатывали методом дисперсионного анализа с помощью пакета прикладных про-

грамм Snedekor [5]. 

Погодные условия вегетационного периода 2011г. характеризовались высоким накоп-

лением суммы эффективных температур от средней многолетней, что позволило вегетацион-

ный период 2011г определить в целом как умеренно теплый и влажный. 

Обработка семян ярового ячменя гуминовыми препаратами увеличила полевую всхо-

жесть на 4%. Измерение площади листовой поверхности по фазам вегетации показало, что 
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обработка семян гуминовым препаратом увеличила листовую поверхность на 3 - 29%. Луч-

шие результаты показал гуминовый препарат в меньшей концентрации. 

Листовой индекс увеличивался по мере прохождения растениями фенофаз: в фазу пол-

ных всходов в контроле индекс был 0,34, тогда как в опытных вариантах – 0,41-0,46. В фазу 

кущения листовой индекс возрос от 1,26 в контроле до 1,34 в опыте. В фазу выметывания 

опытный вариант № 3 показал листовой индекс 2,63 против 2,22 в контроле. 

Вегетативная масса также нарастала по мере прохождения фенофаз. Опытные варианты 

превысили контроль на 10-20%. В фазу полных всходов в контрольном варианте сухая масса 

10 растений составила 0,40г, в опытных – 0,44-0,48г. В фазу кущения опытные варианты 

также превосходили показатели контрольного варианта (в контроле 1,92г, в опытных – 2,04-

2,11г). В фазу выметывания сухая вегетативная масса 10 растений была в контроле 15,0г, а в 

опыте – 17,1г. По этим показателям также лучшим был вариант с наименьшей концентраци-

ей препарата. 

Расчеты по определению чистой продуктивности фотосинтеза (ЧПФ) показали, что в 

фазу всходы – начало кущения в контроле этот показатель составил 9,7г/м
2
 х сутки, а в 

опытных вариантах возрос до 9,73 -9,83 г/м
2
 х сутки. В фазу выметывания сохранилась та же 

тенденция: в контроле 12,84г/м
2
 х сутки, а в опытных вариантах - 13,18 - 13,61г/м

2
 х сутки. 

Измерения пигментного комплекса в подфлаговом листе ячменя в фазу выметывания 

показали различия в количестве пигментов в опытных вариантах. Обработка гуминовым 

препаратом с кальцием позволила увеличить количество как зеленых, так и желтых пигмен-

тов. Количество пигментов варианте с концентрацией гуминового препарата 0,01% не пре-

вышало контрольные показатели. Гуминовый препарат в концентрации 0,0001% увеличил 

содержание суммы хлорофиллов от 1,63 до 1,79 мг/г сухой массы. Количество каротиноидов 

также возросло с 0,36 в контроле до 0,41 мг/г сухой массы в опытном варианте.  

Увеличились размеры пигмент-белковолипидных комплексов (ПБЛК) фотосистем и 

светособирающего комплекса (ССК). Уровень ПБЛК возрос с 0,84 мг/г сухой массы в кон-

троле до 0,9 мг/г сухой массы в опытном варианте № 3. Также выросли показатели ССК с 

0,79 до 0,89 мг/г сухой массы. 

С увеличением фотосинтезирующей поверхности и количества пигментов при обработ-

ке гуминовым препаратом с кальцием связано и увеличение хлофиллового индекса, который 

составил в контроле 146,5 г/м
2
, а в варианте № 3 - 177,1 г/м

2
. Следует отметить, что при об-

работке гуминовым препаратом в концентрации 0,01% исследованные фотосинтетические 

параметры были на уровне контроля. 

Урожайность в варианте с гуминовым препаратом в концентрации 0,01% осталась на 

уровне контроля, тогда как в варианте с меньшей концентраций возросла на 6%. При этом 

натурная масса опытных вариантов осталась на уровне контроля (592-604 г). Масса 1000 зе-

рен возросла с 48,61 г в контроле до 49,38г в варианте № 3. 

При определении содержания сырого протеина в зерне нового урожая выяснилось, что 

в контрольном варианте содержится 8,63%, в варианте № 3 - 8,88%, а в варианте № 2 содер-

жание сырого протеина достоверно превышало контроль и составило 9,38%. Поэтому при 

расчетах по сбору белка с посевной площади оказалось, что оба варианта с применением гу-

минового препарата превысили сбор белка в контроле. Обработанные гуминовым препара-

том варианты позволили собрать 343,4-343,7 кг/га белка, тогда как без обработки - только 

317,6 кг/га. 

Таким образом, испытанный в полевом опыте гуминовый препарат с кальцием оказал, 

положительное влияние на показатели роста и развития растений, содержание фотосинтети-

ческих пигментов в листьях ярового ячменя. Применение препарата в концентрации 0,0001% 

позволило увеличить содержание сырого протеина, урожайность зерна ячменя. В целом, 

проведенные исследования свидетельствуют о целесообразности применения Гумостима с 

кальцием при производстве ярового ячменя. 
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INFLUENCE HUMIC SUBSTANCES FROM PEAT ON THE PHOTOSYNTHETIC 

ACTIVITY, STRUCTURE AND QUALITY OF THE CROP SPRING BARLEY 

Kravets A.V., Nikolaeva D.L. 

 

humic substances, pigments of photosynthesis, crude protein, yield 

 

In a field experiment investigated the influence of humic preparation with calcium prelimi-

nary treatment of seeds of spring barley. Revealed an increase in the amount of photosynthetic pig-

ments, photosynthetic surface area, vegetative mass. Increases productivity and collecting protein 

crop area. 
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Введение 
Изучение функций и механизмов регуляции вакуолярных NHX-изоформ, осуществля-

ющих сопряженный K
+
(Na

+
)/H

+
 обмен на мембранах растений,  имеет большое значение в 

связи с необходимостью этих белков для важнейших процессов роста и развития раститель-

ной клетки: роста клетки за счет растяжения, регуляции клеточного объема, ионного гомео-

статирования, регуляции рН, процессинга и транспорта белков [1].   

В 1999 году впервые был описан NHX-антипортер растений - белок AtNHX1 из арабидопсиса 

[2]. Было показано, что уровень транскриптов AtNHX1 в арабидопсисе повышался в присутствии 

NaCl, и экспрессия этого белка частично восстанавливала солеустойчивость  nhx1- мутантов 

дрожжей [2]. Сверхэкспрессия AtNHX1 в арабидопсисе позволила повысить устойчивость трансген-

ных растений к засолению [3]. Эти исследования дали начало циклу работ по идентификации NHX-

гомологов, к настоящему моменту в базе данных GenBank представлены последовательности ДНК, 

кодирующие NHX-белки из более чем 60 видов растений. Тем не менее, особенности экспрессии, 

локализация в растении, регуляция и функции отдельных NHX-изоформ изучены слабо. 

В настоящей работе изучали влияние экспрессии в картофеле гена HvNHX2, кодирующего ваку-

олярный NHX-антипортер ячменя, на содержание K
+ 
в листьях, стеблях и корнях трансгенных линий. 

Материалы и методы 

Эксперименты проводили на 12 независимых трансгенных линиях картофеля исходного 

сорта Юбилей Жукова со встройкой гена HvNHX2.  Сравнение проводили с  нетрансформиро-

ванными растениями. Стеблевые экспланты с одной пазушной почкой из средней части расте-

ний укореняли на среде MS-0 (соли МS, пиридоксин (1 мг/л), тиамин (1 мг/л), сахароза (20 г/л)) 

на целлюлозных мостиках в колбах на 300 мл. Далее экспланты перенесли на среду MS-150 с 

добавлением 150 мМ NaCl. Растения выращивали в климатической камере фитотрона ИНСТИ-

ТУТ ФИЗИОЛОГИИ РАСТЕНИЙ РАН при температуре 22-24°С и 16-часовом освещении лю-

минесцентными лампами белого света при освещенности 8 кЛк. Через три недели измеряли 

длину побега, число листьев, сырую массу листьев, стеблей и корней, а также содержание K
+
 и 

Na
+
в этих органах. Контролем служили растения, росшие на среде MS-0 без внесения NaCl.  

Для определения содержания K
+
 и Na

+
 навеску 100 мг листьев высушивали и растирали 

до порошкообразного состояния. Из полученного материала водной экстракцией при 100°С 

извлекали соли и определяли концентрацию K
+
 с помощью атомно-адсорбционного спек-

трофотометра Hitachi 207 (Hitachi, Япония). Содержание ионов рассчитывали на сырую мас-

су. Экспериментальные данные обрабатывали в Microsoft Excel 2007.  

Результаты и обсуждение 

В работе анализировали реакцию ряда независимых трансгенных линий картофеля, 

экспрессирующих вакуолярный NHX-антипортер ячменя HvNHX2, на внесение в питатель-

ную среду 150 мМ NaCl. 
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Повышенное содержание NaCl в среде негативно влияло на длину побега всех исследо-

ванных растений (рис. 1). Но по сравнению с не-

трансформированными растениями рост большин-

ства трансгенных линий (8 из 12) тормозился в 

меньшей степени, а длина побега линии 174 

уменьшилась всего на 8% от значения для данной 

линии на среде MS-0. Также в стрессовых условиях 

число листьев трансгенных растений было в сред-

нем на 30% выше, чем у нетрансформированных 

растений.  

Важным параметром оценки устойчивости 

растений к засолению является изменение их сухой 

массы при стрессе. Нетрансформированные расте-

ния сохраняли 65% массы от значения без NaCl. У 

двух линий 179 и 165 этот параметр остался на 

уровне нетрансформированных растений, у других 

линий биомасса была достоверно больше. То есть 

трансгенные растения более успешно адаптирова-

лись к условиям засоления, чем нетрансформиро-

ванные растения.  

Различия в росте трансгенных линий могут 

быть вызваны различным уровнем экспрессии целе-

вого гена, обусловленного позиционным эффекта 

инсерции гена в различные локусы генома или раз-

личным количеством его вставок. 

Стебли большинства трансгенных линий (8 из 

12) накапливали бóльшее количество калия в едини-

це сырой массы, чем нетрансформированные расте-

ния, как в контрольных условиях, так и при повы-

шенном содержании  NaCl; для листьев в тех же 

условиях наблюдалась обратная картина.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Рисунок 2 - Сырая масса нетрансформированных 

растений (WT) и трансгенных линий (179-174) в присут-
ствии 150 мM NaCl 

          Figure 2.- The wet weight untransformed plants (WT) 

and transgenic lines (179-174) in the presence of 150 mm NaCl       

          Рисунок 1 - Длина побега нетрансформированных 
растений (WT) и трансгенных линий (179-174) в присут-

ствии 150 мM NaCl 

          Figure 1 - The length of the shoot untransformed plants 
(WT) and transgenic lines (179-174) in the presence of 150 mm 

NaCl  

            Рисунок 3 - Содержание ионов калия в корне, стебле и листьях нетрансформированных растений (WT)  и 

трансгенных линиях (179-174) в контрольных условиях (а) и в присутствии 150 мМ NaCl (б). 

            Figure 3 - The content of potassium ions in the root, stem and leaves of the untransformed plants (WT) and transgenic 
lines (179-174) at reference conditions (a) and in the presence of 150 mm NaCl (b). 



266 

 

Содержание калия в кор-

нях нетрансформированных 

растений было в 3,3 ниже в при-

сутствии NaCl, чем в контроль-

ных условиях.  В то же время 

корни трансгенных линий более 

успешно сохраняли калий. 

Вследствие этого в корнях под-

держивалось более высокое от-

ношение  K
+
/Na

+ 
(рис. 4) 

 

Заключение 

В условиях повышенного содержания NaCl трансгенные линии картофеля с экспресси-

ей трансгена HvNHX2 обладали большим числом листьев, были более высокими, активнее 

накапливали биомассу. Вероятно, возрастание солеустойчивости трансгенных линий связано 

с сохранением большего по отношению к нетрансформированным растениям содержания 

ионов калия в тканях стебля и корня, что позволило трансгенным линиям поддерживать бо-

лее низкий водный потенциал и лучше насыщать ткани водой.   

Кроме того, высокое отношение K
+
/Na

+
 в цитозоле при засолении важно из-за способ-

ности ионов натрия
 
замещать ионы калия в сайтах связывания, необходимых для активации 

более чем 50 ферментов, чем обусловлена метаболическая токсичность ионов натрия [4]. Бо-

лее успешная компартментация ионов натрия в вакуоли, обусловленная экспрессией 

HvNHX2, также могла повысить устойчивость изученных трансгенных линий картофеля к 

150 мМ NaCl. 

Авторы благодарят д.б.н. Бабакова А.В. за предоставленный ген HvNHX2. 
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ACCUMULATION OF POTASSIUM IN TRANSGENIC POTATO PLANTS EXPRESSING 

THE HVNHX2 GENE UNDER SALT STRESS 

Krivosheeva A.B., Yur’eva N.O., Belyaev D.V., Kholodova V.P. 

 

potato plant,  NHX-antiporter, salt tolerance, genetic engineering  

 

Transgenic potato plants with HvNHX2 gene expression were more actively accumulating bi-

omass under salt stress, had larger number of leaves, were higher than wild type plants under the 

same conditions. The increase of salinity tolerance is probably associated with larger content of po-

tassium ions in stem and root tissues of transgenic plants, which allowed them to maintain a lower 

water potential and better saturation of tissues with water. 

  

             Рисунок 4 - Отношение K+/Na+ в корне, стебле и листьях 
нетрансформированных растений (WT)  и трансгенных линиях (179-174)  при 150 мМ 

NaCl. 

            Figure 4 - Ratio K+/Na+ 
in the root, stem and leaves of the untransformed plants (WT) 

and transgenic lines (179-174)  in the presence of 150 mm NaCl. 
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Введение 

Регенерация растений из культивируемых in vitro каллусов различного происхождения 

– неотъемлемая часть ряда фитобиотехнологий [1-5]. Отдельная проблема в этой области – 

выявление особенностей экспланта, в условиях in vitro дающего начало морфогенному кал-

лусу, тотипотентные клетки которого в ходе дальнейшего культивирования способны разви-

ваться по различным путям морфогенеза, включая регенерацию растения [6].  

В качестве экспланта для получения in vitro морфогенного каллуса у злаков 

перспективно использование незрелого зародыша. При описании инокулируемого зародыша 

исследователи указывают либо длину зародыша, либо сут. после опыления, на которые 

незрелый зародыш извлекался из зерновки [7-9]; при этом, как правило, не указывается 

стадия развития зародыша, отсутствует его четкое морфологическое и цито-гистологическое 

описание. 

В связи с этим нами проведено цито-гистологическое исследование инокулируемых 

незрелых зародышей пшеницы на разных стадиях развития с целью уточнения особенностей 

зародыша в стадии, оптимальной для получения морфогенного каллуса in vitro. 

Материалы и методы 

Материалом для исследований послужила яровая мягкая пшеница сорта Симбирка. 

Растения выращивали на экспериментальных участках научного стационара Института 

биологии УНЦ РАН (Уфимский район), срезали на 2.5–25.0 сут после искусственного 

опыления. Зародыши инокулировали на последовательных стадиях развития, согласно 

авторской периодизации [10]. Для индукции каллусообразования использовали среду, 

составленную по прописи Мурашиге-Скуга [11], рН 5.8, c введением 0.2 мг/л кинетина и 2,4-

Д в следующих концентрациях: 0.0 (контроль), 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 мг/л. 

Зародыши, размещенные на питательной среде щитком вниз, инкубировали в темноте при 

27ºС. Постоянные препараты зародышей и каллусов готовили по [12, 13] и анализировали с 

использованием микроскопа проходящего света Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Germany). 

Статистическую обработку полученных результатов вели с применением программы 

Microsoft Office Excel 2003. Все эксперименты проводили в трех биологических 

повторностях. 

Результаты и обсуждение 

Согласно полученным данным, отзывчивость/неотзывчивость зародышей на условия 

культуры in vitro при прочих равных условиях определялась стадией эмбриогенеза и 

концентрацией 2,4-Д в питательной среде.  

Формирование морфогенного, регенерационно способного каллуса в условиях 

выполненных экспериментов отмечено только при культивировании in vitro зародышей, 

инокулированных на подстадии 3 стадии органогенеза, при концентрации 2,4-Д в 1.0–4.0 

мг/л, через 3-5 сут от инокуляции. Морфологически это плотные компактные каллусы, 

матового желтовато-белого цвета, узловатой формы. Цито-гистологический анализ показал, 

что клетки морфогенного каллуса, несмотря на определенную гетерогенность, главным 

образом однородны и плотно прилегают друг к другу. По таким признакам, как правильная 

изодиаметрическая форма, незначительная вакуолизация и наличие крупных ядер, 
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занимающих центральное положение, большинство клеток каллуса можно характеризовать 

как меристематические.  

Цито-гистологическое исследование инокулированных зародышей – 

«родоначальников» морфогенных каллусов – показало, что на подстадии 3 стадии 

органогенеза происходит обособление зачатков органов зародыша и их тканевая 

дифференциация; все органы такого зародыша представлены активно развивающимися 

меристематическими клетками, не покрытыми плотной клеточной стенкой.  

Полученные результаты об оптимальной для индукции формирования морфогенного 

каллуса стадии развития зародыша согласуются с рядом литературных данных по пшенице 

(например [14]).  

Заключение 
Согласно проведенным экспериментам, основным условием формирования in vitro 

морфогенных каллусов является использование зародышей яровой мягкой пшеницы на 

подстадии 3 стадии органогенеза. Зародыш на этой стадии характеризуется определенным 

цито-гистологическим статусом: наличие органов на ранней стадии развития, 

характеризующихся наличием значительного количества меристематических клеток. Такой 

цито-гистологический статус зародыша должен коррелировать с его физиологическим 

состоянием, однако для точного ответа на этот вопрос необходимы специальные 

исследования. Установлено, что концентрация 2,4-Д также играет определенную роль в 

индукции формирования морфогенного каллуса, однако, на нашему мнению, не 

главенствующую, поскольку использование одной и той же концентрации этого 

синтетического ауксина вело к различной реакции разновозрастных зародышей пшеницы. 

Более того, в ряде вариантов отзывчивость экспланта не зависела от наличия 2,4-Д в среде. В 

целом, полученные данные свидетельствуют, что при прочих равных условиях 

компетентность клеток зародыша пшеницы к формированию морфогенного каллуса в 

условиях in vitro зависит не столько от внешних стимулов, сколько от статуса клеток 

зародыша в момент инокуляции, а именно – их меристематичности.  

Полученные результаты еще раз подтверждают ранее высказанное мнение, что для 

злаков именно природа экспланта является основным фактором, определяющим 

морфогенетическую способность клеток зародыша к формированию каллуса и дальнейшую 

регенерацию растений из клеток каллуса в условиях культуры in vitro (по [15]). С другой 

стороны, клетки такого зародыша не только морфогенетически компетентны, но и являются 

исходными для меристематических клеток морфогенного каллуса, имеющих все 

морфогенетические возможности, присущие данной особи и реализующиеся различными 

путями морфогенеза in vitro, т.е. тотипотентных.  

Исследования выполнены при поддержке Программы фундаментальных исследований 

ОБН РАН «Биологические ресурсы России» (2012-2014 гг.). 
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THE VALUATION OF WHEAT EMBRYO STATUS FOR THE ELABORATION OF 

PHYTOBIOTECHNOLOGIES ON THE BASE OF CALLUSOGENESIS IN VITRO 

Kruglova N.N., Seldimirova O.A., Zinatullina A.E. 

 

Triticum aestivum L., embryo, embryogenesis, callus, morphogenesis in vitro  

 

The main condition of morphogenic callus formation in vitro from the wheat embryo is the 

using of immature embryo at the substation 3 of organogenesis. Such embryo is characterized by 

the definitely cyto-histological status, generally by ability of meristematic cells. 

  



270 

 

УДК 632.934.1 

УРОЖАЙНОСТЬ И ФОТОСИНТЕТИЧЕСКАЯ ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ СОРТОВ ЯРОВОЙ 

ПШЕНИЦЫ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СРОКОВ ПРИМЕНЕНИЯ ФУНГИЦИДОВ 

Курылева А.Г.
1
, Курылев М.В.

2 

 
1
ГНУ Удмуртский научно-исследовательский институт сельского хозяйства РАСХН, 

ул. Ленина, 1, с. Первомайский, 427007, Россия, E-mail: ugniish@yandex.ru 
2
Филиал ФГБУ «Российский сельскохозяйственный центр» по Удмуртской Республике, 

ул. Лихвинцева, 52, г. Ижевск, 426034, Россия, E-mail: marat18rsc@mail.ru 

 

сорта яровой пшеницы, сроки обработки растений фунгицидами 

 

Введение 
Зерновые культуры являются важнейшими среди всех сельскохозяйственных культур, выра-

щиваемых в Удмуртской Республике. Среди зерновых культур наибольшее продовольственное зна-

чение имеет пшеница, используемая для получения хлебобулочных, крупяных и макаронных изде-

лий. Площадь посева яровой пшеницы в Удмуртской Республике составляет более 77 тыс. га (17 % 

от общей площади зерновых культур и 22 % от площади яровых хлебов). Средняя урожайность со-

ставляла 1,2 т/га, т.е. на 0,5 т/га ниже по сравнению со всеми зерновыми культурами. Такая низкая 

урожайность связана с рядом причин: почвенно-климатические условия выращивания яровой пше-

ницы, несоблюдение технологических приемов возделывания. В последние годы в силу ряда причин 

усилилась вредоносность грибных заболеваний зерновых колосовых культур. При отсутствии ак-

тивных мероприятий или несвоевременности их проведения потери от грибных болезней могут до-

стигать 15-30 % от величины планируемого урожая. Именно поэтому борьба с болезнями (мучни-

стая роса, различные виды ржавчины, пятнистости) должна базироваться на обязательном использо-

вании химических средств защиты растений.  

В условиях Удмуртской Республики листостебельными болезнями поражаются все зерновые 

культуры. В посевах яровой пшеницы ежегодно обнаруживают мучнистую росу, септориоз, бурую 

ржавчину. По результатам обследований в 2011-2013 гг. филиала ФГУ «Россельхозцентр» по УР на 

полях республики первые признаки проявления мучнистой росы отмечают в первой декаде июня на 

10,3 % обследованной площади яровой пшеницы. Распространенность составила 15,2 %, развитие 

болезни – 5,9 %. Высокий процент зараженности мучнистой росой отмечен на 93 га, распространен-

ность – 24,6 %, развитие – 8,0 %. Распространенность бурой ржавчины составила от 6,0 до 24,0 %, 

развитие – от 2 до 5 % [1].  

Материалы и методы 

Объектом исследований (2011-2013 гг.) явились сорта яровой пшеницы занесенные в Госре-

естр по Удмуртской Республике – Свеча (2006 г.), Симбирцит (2009 г.) [2]. Заложен трех факторный 

полевой опыт методом организованных повторений. Фактор А – сорт (Свеча и Симбирцит), Фактор 

В – фаза развития пшеницы, в которую проводили опрыскивание фунгицидами: фаза выхода в 

трубку; фаза флагового листа.; Фактор С – фунгициды: Колосаль, КЭ (250 г/л) – 0,5 л/га; Колосаль 

Про, КНЭ (300+200 г/л) – 0,4 л/га; Альто Супер, КЭ (250+80 г/л) – 0,6 л/га; Фалькон, КЭ 

(250+167+43 г/л) – 0,6 л/га. Опыт был заложен в экспериментальном севообороте ГНУ Удмуртского 

НИИСХ в четырехкратной повторности, общая площадь делянки 30 м
2
, учетная площадь – 24,7 м

2
. 

Почва опытных участков дерново-подзолистая среднесуглинистая со следующими агрохимически-

ми показателями: содержание гумуса – среднее (2,0-2,5 %), подвижного фосфора – высокое и очень 

высокое (210-295 мг/кг), обменного калия – высокое и очень высокое (180-216 мг/кг). Обменная 

кислотность – слабокислая и близкая к нейтральной (рНКСl 5,3-5,8).  

Метод учета урожайности зерна двойной: сплошной с каждой делянки с последующим пере-

счетом на стандартную влажность зерна – 14 % (ГОСТ 12041-82) и на 100 % чистоту (ГОСТ 12037-

81) и по пробным снопам (Методика государственного сортоиспытания…, 1983, 1989). Существен-

ность разницы между вариантами опытов устанавливали методом дисперсионного анализа (Доспе-
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хов Б.А., 1985). Фотосинтетическую деятельность растений определяли по фазам развития растений 

(Ничипорович А.А., 1961). 

Результаты и обсуждение 

Урожайность сортов яровой пшеницы в опытах варьировала по годам в зависимости от влаго-

обеспеченности посевов, температурного режима почвы и воздуха. Созревание зерна яровой пше-

ницы в два года из трех лет исследований (2011 и 2013 гг.) проходило при недостаточной влагообес-

печенности растений и повышенной температуры воздуха, это привело к недобору урожая зерна 

пшеницы. Наиболее высокой она оказалась в благоприятном 2012 г. – 3,18-4,06 т/га, а наименьшей в 

экстремально засушливом в 2013 г. – 1,20-1,31 т/га. Но формирование урожайности зерна зерновых 

культур зависит не только от метеорологических условий, но и от других немаловажных факторов, 

которые зависимы между собой. Одним из важнейших пунктов в технологии возделывания яровой 

пшеницы является защита растений от болезней фунгицидами. 

В среднем за 2011-2013 гг. урожайность яровой пшеницы в контрольном варианте без обра-

ботки фунгицидами составила: у сорта Свеча – 2,28 т/га и у сорта Симбирцит – 2,22 т/га. Опрыски-

вание растений яровой пшеницы в фазе выхода в трубку любым из изучаемых фунгицидов способ-

ствовало увеличению урожайности по отношению к контрольному варианту: Свеча – на 3-10 %, 

Симбирцит – на 9-16 % (рис. 1). 

 

 
 

Рисунок 1 - Урожайность сортов яровой пшеницы в зависимости от сроков обработки фунги-

цидами, т/га (среднее за 2011-2013 гг.) 

Figure 1 - Productivity of grades of a spring wheat depending on period of processing fungicides, 

tons/hectare (average 2011-2013) 

 

Сорт Свеча положительно отзывался на опрыскивание посевов в фазе выхода в трубку фунги-

цидом Фалькон, обеспечивая прибавку на 0,23 т/га (10 %). По сорту Симбирцит выявлено, что все 

изучаемые препараты (за исключением Колосаль) эффективно защищали от листовых болезней и 

способствовали формированию хорошей и стабильной урожайности, превышающей контроль на 

0,24-0,35 т/га (11-16 %).  

Опрыскивание растений яровой пшеницы в фазе флагового листа фунгицидами также поло-

жительно сказалось на формировании урожайности. Так, препарат Фалькон обеспечил прибавку 

урожайности по сорту Свеча 10 % и по сорту Симбирцит – 19 %. Применение фунгицидов Колосаль 

и Альто Супер в защите от листовых болезней сорта Симбирцит способствовало повышению уро-

жайности на 11-14 %. Препарат Колосаль ПРО обеспечивал формирование прибавки урожайности 

относительно контроля на 7 %.  

Урожайность сельскохозяйственных культур определяется фотосинтетической деятельностью 

растений в посеве. Оптимальный ход формирования площади листьев заключается в быстром её 
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росте и сохранении активного состояния в течение длительного периода. Максимальную площадь 

листовой поверхности сорта пшеницы сформировали в фазе выхода в трубку от 24,2 до 25,7 тыс. 

м
2
/га. Площадь листовой поверхности в среднем по сортам составила: Свеча – 15,6 тыс. м

2
/га; Сим-

бирцит – 17,0 тыс. м
2
/га. Опрыскивание посевов сорта Свеча в фазе выхода в трубку препаратами 

Альто Супер, Фалькон сохраняет площадь листовой поверхности к фазе колошения, увеличивая ее 

на 14-16 % относительно контроля (14,1 тыс.м
2
/га). По сорту Симбирцит отмечено аналогичное вли-

яние фунгицидов Колосаль ПРО, Альто Супер и Фалькон, площадь листовой поверхности была 

выше контрольного варианта на 10-11 % (контроль – 15,8 тыс.м
2
/га). Положительное влияние дан-

ных фунгицидов на динамику площади листовой поверхности отмечено и в фазу молочного состоя-

ния. Так по сорту Свеча данный показатель превышал на 35-40 % (контроль – 8,5 тыс.м
2
/га), по сор-

ту Симбирцит – на 22-23 % (контроль – 9,9 тыс.м
2
/га).  

Опрыскивание посевов яровой пшеницы Свеча, в фазе флагового листа фунгицидами Альто 

Супер, Фалькон, сорта Симбирцит препаратами Колосаль ПРО, Альто Супер и Фалькон обеспечи-

вало сохранность площади листовой поверхности относительно контроля на 29-30 % (контроль – 

10,0 тыс.м
2
/га), и на 29-34 % (контроль – 10 тыс.м

2
/га), соответственно. 

Заключение 
Таким образом, применение фунгицидов защищает растения от листостебельных болезней, 

что положительно влияет на площадь листовой поверхности и, соответственно, на формирование 

урожайности сортов яровой пшеницы. Площадь листовой поверхности увеличилась у сорта Свеча 

на 9-12 %, Симбирцит – на 5-9 %. В результате повышается урожайность зерна на 0,06-0,34 т/га (3-

17 %) сорта Свеча и на 0,36-0,44 т/га (18-23 %) – Симбирцит. Анализ парной корреляции в среднем 

за 2011-2012 гг. показал зависимость урожайности зерна от площади листьев (R= 0,97), рассматри-

ваемые показатели имели прямую сильную корреляционную зависимость с урожайностью. 
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PRODUCTIVITY AND PHOTOSYNTHETIC ACTIVITY OF GRADES 

OF THE SPRING WHEAT IN DEPENDENCES ON TERMS OF USE OF FUNGICIDES 
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grades of a spring wheat, terms of processing of plants fungicides 

 

Results of researches are given in this article about influence of fungicides at different terms of their 

spraying, on dynamics of a sheet surface and productivity of grades of a spring wheat the Svecha and Sim-

birtsit. 
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В настоящее время активно ведутся исследования каротиноидов в связи с участием их в структурно-

функциональной организации мембран хлоропластов, роли отдельных каротиноидов в организации и 

функционировании пигмент-белковых комплексов фотосистем I и II [1] и защитных реакций виолаксан-

тинового и лютеин-эпоксидного циклов, а также антиоксидантных свойств каротиноидов используемых в 

медицине и фармакологии [2]. Во многих направлениях этих исследований достигнуты значительные 

успехи [2–5]. Однако роль -каротина до сих пор мало изучена [4–6]. 

Предварительные исследования показали, что у мутанта С-41 одновременно с -каротином (45%) 

накапливались -зеакаротин (до 17%) и значительное количество -каротина (до 38%) [7, 8]. Следователь-

но, этот штамм можно использовать как супер-продуцент -каротина [9]. Он может найти широкое прак-

тическое применение в медицине и фармакологической промышленности, в частности как противоонко-

логическое средство. 

Учитывая удобства мутанта С-41 Chlamydomonas reinhardtii, как модельного объекта, для теорети-

ческих исследований, а так же возможную большую значимость -каротина для практических целей, 

необходимо было подробно изучить биохимические и физиологические характеристики данного штамма. 

Материалы и методы 

Использовали исходный штамм дикого типа К(+) и новый мутантный штамм С-41 одноклеточной 

зелёной водоросли Chlamydomonas reinhardtii Dang., который может быть использован для получения 

биомассы и чистых препаратов -каротина, -зеакаротина и -каротина с целью использования их в меди-

цине и фармакологической промышленности. Штамм С-41 способен накапливать до 60–70% хлорофил-

лов и каротиноидов от содержания их в клетках дикого типа К(+). Он светоустойчивый, жизнеспособный 

даже в фотоавтотрофных условиях роста. Скорость клеточных делений штамма С-41 в миксотрофных 

условиях роста сравнима с клетками исходного дикого типа К(+), поэтому можно легко наращивать боль-

шое количество биомассы и использовать ее для теоретических исследований и практических целей. 

Используемые в работе методы описаны ранее: способ получения мутантов, метод гель-элек-

трофореза, анализ спектральных свойств хлорофиллов, состава каротиноидов, общего содержания пиг-

ментов, фотохимической активности фотосистем и ультраструктурной организации хлоропластов [7–9]. 

В таблицах представлены результаты средне-арифметических величин 3–5 независимых опытов и 

их стандартные ошибки. 

Результаты и обсуждение 

Состав каротиноидов. Исследования каротиноидов методом тонкослойной хроматографии показа-

ли, что клетки дикого типа К(+) Ch. reinhardtii накапливают каротинов от 17 до 23% от суммы всех каро-

тиноидов. Причем, -каротин составляет 4–7%, а -каротин – 93–96% от их суммарного содержания 

(табл. 1). У мутанта С-41 доля каротинов составляет от 31 до 38% от суммарного накопления каротинои-

дов, при этом, совершенно другого состава. Мутант С-41 утратил способность синтезировать -каротин. 

Он накапливает 40–47% -каротина, 17–22% -зеакаротина и 33–41% -каротина от общей суммы каро-

тинов (табл. 1). Можно предположить, что у мутанта С-41 генетически нарушен ген CrtL-e, ответственный 

за синтез фермента ликопин--циклазы, которая катализирует образование -кольца у -зеакаротина, -

каротина и -каротина [2, 3]. 

Хлорофилл-белковые комплексы. Биохимический анализ мембран хлоропластов методом гель-

электрофореза показал, что в отличие от клеток дикого типа К(+), у мутанта С-41 не формируется часть 

(нет полосы LHo, но сохранилась полоса LHx) светособирающего комплекса I. 
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Таблица 1 - Содержание каротинов в клетках дикого типа К(+) и мутанта С-41 Ch. reinhardtii 

Table 1 - The content of carotenes in the cells of wild type K(+) and C-41 mutant Ch. reinhardtii 

Штаммы 
Содержание каротинов, % 

α-каротин β-каротин β-зеакаротин ζ-каротин 

Дикий тип К(+) 4.9 ± 1.7 95.1 ± 3.2 0 0 

Мутант С-41 0 46.4 ± 2.6 17.1±2.7 36.5 ± 2.7 

У мутанта также уменьшился светособирающий комплекс II, как его мономерная форма LH3, так и 

олигомерные LH1 и LH2, хотя все три полосы частично сохранились. Комплексы реакционных центров 

ФС-I (CP-I) и ФС-II (CP-II) также оба сохранились, но частично редуцированы, особенно (CP-II) [7]. 

Спектры флуоресценции хлорофилла нативных комплексов. Низкотемпературные (-196
о
С) спектры 

излучения флуоресценции хлорофилла целых клеток позволяют охарактеризовать не только наличие ком-

плексов, но и, в значительной степени, их взаимодействие. Причем, разрешающая способность этого ме-

тода резко возрастает, если удается проанализировать не только исходные спектры, но и их вторые произ-

водные. Сравнивая спектры флуоресценции клеток дикого типа К(+) и мутанта С-41 легко обнаружить 

между ними большие различия [7, 8]. Так самая коротковолновая полоса при 681 нм, принадлежащая све-

тособирающему комплексу II, хорошо обнаруживается только у мутанта С-41 и практически никогда не 

видна у контроля К(+) (см. максимум при 680 нм). Этот феномен обусловлен тем, что с этого комплекса на 

комплекс реакционного центра ФС-II, имеющего максимумы флуоресценции хлорофилла при 686 и 

697 нм, миграция энергии осуществляется почти со 100% эффективностью. Поэтому наличие полос флуо-

ресценции хлорофилла только при 686 и 697 нм в клетках дикого типа К(+) подтверждает как наличие 

обоих комплексов, так и хорошее их взаимодействие. Напротив, у мутанта С-41, хотя все три коротковол-

новые полосы есть, но низкий уровень флуоресценции при 681, 686, 697 нм в исходном спектре и слабая 

выраженность полос в спектре второй производной указывают не только на малое их количество, но и на 

слабое взаимодействие [7]. 

Что касается длинноволновой полосы флуоресценции хлорофилла при 715 нм то, как правило, она 

обусловлена суммарным свечением двух комплексов: светособирающего I при 707 нм и реакционного 

центра ФС-I при 720 нм [7, 8]. 

У мутанта С-41 обращает на себя внимание смещение длинноволнового суммарного максимума 

при 715 нм до 710 нм, что предполагает либо изменение соотношения полос свечения комплексов, либо 

нарушение их взаимодействия. В спектре второй производной мы четко обнаруживаем два максимума 

при 707 нм, принадлежащего светособирающему комплексу I и при 720 нм – комплексу реакционного 

центра ФС-I [8]. Мы полагаем, что у мутанта С-41 значительно изменилось соотношение этих комплексов, 

на что указывает смещение суммарного максимума до 710 нм. Кроме того выявление двух полос во вто-

рой производной спектра флуоресценции, характерных для двух индивидуальных комплексов, указывает 

на нарушение их взаимодействия [7]. 

Биопродуктивность клеток дикого типа К(+) и мутанта С-41. Накопление пигментов и биомассы 

при длительном культивировании клеток дикого типа К(+) и мутанта С-41 исследовали при выращивании 

в жидкой ацетатной среде. Молодые клетки логарифмической фазы роста получали через 2–3 сут роста, а 

клетки стационарной фазы роста через 5–6 сут роста на свету 15 тыс.Лк., когда клетки достигали макси-

мальных размеров и практически прекращали делиться. 

Исследования содержания пигментов показали, что в молодых клетках накапливается почти в 

1.5 раза меньше пигментов, чем в клетках стационарной фазы роста (табл. 2). При этом соотношение 

хлорофиллов a/b у мутанта С-41 было выше, чем у клеток дикого типа К(+), также как и соотноше-

ние суммы хлорофиллов к сумме каротиноидов. 

 

Таблица 2 - Содержание пигментов в клетках К(+) и С-41 Ch. reinhardtii (мкг/10
7
 клеток) 

Table 2 - Pigment content in the cells K(+) and C-41 mutant Ch. reinhardtii 

Штаммы Хлорофилл a Хлорофилл b Сумма хлорофиллов Сумма каротиноидов 

Дикий тип К(+) 28.9 ± 0.8 11.6 ± 0.6 40.5 ± 0.9 10.9 ± 0.7 

Мутант С-41 14.8 ± 0.6   5.5 ± 0.3 20.3 ± 0.7   4.7 ± 0.5 
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Таблица 3 - Накопление биомассы клетками дикого типа К(+) и мутанта С-41 Ch. reinhardtii 

Table 3 - Productivity of the cells wild type K(+) and C-41 mutant Ch. reinhardtii 

Штаммы 
Сухая масса, мг/10

9
 клеток 

логарифмическая фаза роста стационарная фаза роста 

Дикий тип К(+) 61.2 ± 0.3 70.1 ± 0.4 

Мутант С-41 45.1 ± 0.4 57.3 ± 0.5 

Продуктивность клеток дикого типа К(+) и мутанта С-41 оценивали по накоплению биомассы. 

Анализ сухой массы клеток логарифмической и стационарной фаз роста показал, что они различа-

ются на 15–20%. Причем, более высокое накопление биомассы у клеток стационарной фазы роста 

характерно как для клеток дикого типа К(+), так и для мутанта     С-41 (табл. 3). Полученные резуль-

таты позволили оценить не только динамику накопления биомассы, но и установить, что оба штам-

ма накапливают достаточно значительное ее количество, что позволяет широко использовать оба 

штамма для целей биотехнологии. Кроме того, ранее было установлено что значительное накопле-

ние ζ-каротина у мутанта С-41 повышает в 1.5 раза устойчивость клеток к действию γ-излучения и 

значительно в большей степени в 5–8 раз к действию коротковолнового ультрафиолета (УФ-С) [10]. 

Особый интерес представляет способность мутанта С-41 накапливать необычно высокое содержа-

ние ζ-каротина, который может найти широкое практическое применение в медицине, фармаколо-

гии и фотобиотехнологии [11]. 

Литература 
1. Pogson B. et al. // Plant Cell. 1996. V. 8. № 9. P. 1627-1639. 

2. Cunnigham F.-X. Jr., Gantt E. // Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 2001. V. 98. № 5. P. 2905-2910. 

3. Ладыгин В.Г. // Журнал общей биологии. 2002. Т.63. №. 4. С. 299-325. 

4. Ladygin V.G. // Membrane and Cell Biology. 2008. V. 2. №. 2. P.110-118. 

5. Ладыгин В.Г. // Журнал общей биологии. 2006. Т.67. №. 3. С. 163-189. 

6. Matsubara S. et al. // J. Exp. Bot. 2005. V. 56. №. 411. P.461-468. 

7. Ладыгин В.Г., Гордеева С.В., // Вестник Башкирского университета. 2001. № 2. С. 53-56. 

8. Ладыгин В.Г. // Физиол. растений. 1998. Т. 45. № 5. С. 741-762. 

9. Ладыгин В.Г. // Авторское свидетельство на изобретение № 1289064 от 08.10.1986 г. 

10. Ладыгин В.Г. // Физиол. растений. 1993. Т. 40. № 4. С. 644-649. 

11. Niculina K., Chunaev A.S., Boschetti A. // Plant Cell Reports. 1999. V. 19. № 1. P. 37-42. 

 

PHYSIOLOGICAL-BIOCHEMICAL CHARACTERISTIC OF C-41 MUTANT 

 THE SUPERPRODUCER OF ζ-CAROTENE OF CHLAMYDOMONAS REINHARDTII 

Ladygin V.G. 

 

Ch. reinhardtii, mutant C-41, carotenoids, productivity 

 

It has been studied carotenoid composition and it has been shown that unlike the cells of the wild type 

K(+), accumulating 95% of β-carotene and 5% α-carotene, the cells of C-41 mutant contained up to 38% of 

ζ-carotene, 19% of β-zeacarotene and 43% of β-carotene. Alternatively, high level of biomass supply in C-

41 mutant up to 60% from the level of the cells of the wild type K(+) allowed us to use it as a superproducer 

of ζ-carotene in photobiotechnology.  
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Введение 
Рецепторы цитокининов представляют собой трансмембранные сенсорные гистидин-

киназы, которые являются ключевыми элементами системы передачи сигнала в многосту-

пенчатом фосфатном каскаде [1]. После открытия рецепторов активно изучались их функци-

ональные свойства. В частности, связывание с лигандами изучалось в гетерологичиных тест-

системах, в основном на основе E. coli. Такого рода системы обладают рядом достоинств. 

Однако в гетерологичных тест-системах рецепторы пребывают в мембранах другого состава, 

отличается их белковое окружение и другие важные параметры. Тем самым свойства рецеп-

торов в гетерологичных тест-системах могут существенно отличаться от существующих в 

клетках растений. Мы изучили лиганд-связывающие свойства рецепторов в разработанной 

нами гомологичной тест-системе мембран из листьев табака Nicotiana benthamiana. Многие 

параметры оказались сходными в обеих тест-системах. Однако имеются и существенные 

различия. Новые результаты и их обсуждение приведены ниже.  

Материалы и методы 
Для экспериментов по связыванию в системе E. coli использовали конструкции pSTV28-

AHK3 [2] и pINIIIA3(ΔEH)-ZmHK1 [3] с генами рецепторов AHK3 и ZmHK1, соответственно. 

Для работы в системе N. benthamiana использовали конструкции с рецепторами pB7FWG2-

AHK3, pSPYCE-gAHK2, pSPYNE-gAHK2 [4]. При получении pB7FWG2-ZmHK1 фрагмент 

AHK3 был удален из pB7FWG2-AHK3 рестрикцией по сайтам BcuI и EcoRI, и вместо него 

вставлен соответствующий участок ZmHK1. Конструкциями был трансформирован штамм аг-

робактерий GV3101. Сферопласты бактерий получали согласно ранее описанному методу [5, 

6]. Получение мембран из сферопластов Е. coli описано ранее в работе [5]. Трансформацию 

растений табака проводили общепринятым методом. Микросомальные мембраны растений 

изолировали, как описано в работе [4]. Связывание с гормонами изучалось согласно [4, 6].  

Результаты и обсуждение 
Мембраны, изолированные из нетрансформированных листьев N. benthamiana, специфи-

чески связывали цитокинин, но на низком уровне. В то же время в мембранах листьев, транс-

формированных геном рецептора цитокининов, связывание возрастало до 20 раз. Таким обра-

зом, практически все наблюдаемое связывание гормона в экспериментах с трансформантами 

принадлежало экспрессируемым рецепторам. При pH 5 связывание с цитокинином было близ-

ко к нулю. В случае рецептора AHK3 связывание возрастало до pH 6.5 и в диапазоне pH 6.5-9.5 

существенно не изменялось. А в случае ZmHK1 – возрастало по мере увеличения рН вплоть до 

9.5 без выхода на плато. При этом в случае AHK3 уменьшение связывания при pH 5.5 было 

полностью обратимым, а при pH 5 – уже нет. Профиль связывания различных цитокининов 

оказался в целом сходным в обеих тест-системах. Однако, согласно предварительным оценкам, 

численные значения кажущихся констант диссоциации (Kд) могут различаться. В частности, в 

тест-системе мембран Nicotiana benthamiana по сравнению с тест-системой E. coli сродство 



277 

 

рецептора AHK3 уменьшилось, а рецепторов AHK2 и ZmHK1, наоборот, возросло. Кроме то-

го, в тест-системе E.coli транс-зеатинрибозид (tZR) и изопентениладенинрибозид (iPR) связы-

вались с рецепторами на близком к основаниям уровне, тогда как в тест-системе мембран N. 

benthamiana рецептор AHK3 практически не связывал цитокинин-рибозиды, а ZmHK1 – был 

способен связывать iPR (хотя и с низким сродством), но не tZR.  

Согласно полученным данным, рецептор ZmHK1 можно назвать iP-специфичным, т.к. 

он связывал iP с наивысшим сродством. Среди рецепторов арабидопсиса AHK2 связывал 

транс-зеатин существенно сильнее рецептора AHK3. При этом цитокинин-связывающая 

способность мембран [4] и способность отвечать на цитокинины экспрессией генов первич-

ного ответа [7] у двойного мутанта арабидопсиса cre1/ahk3 существенно ниже, чем у мутанта 

cre1/ahk2. В этих мутантах присутствуют только рецепторы AHK2 или AHK3, соответствен-

но. Не исключено, что причиной подобных различий является более высокое сродство AHK2 

к транс-зеатину. Рецепторы, в большинстве случаев, способны связывать только цитокини-

ны-основания. Тем не менее ZmHK1 способен связывать iPR, что может инициировать ис-

следования в новом направлении. Связывающая способность ZmHK1 возрастала по мере 

увеличения значения рН. Не исключено, что этот рецептор может работать в клетке как рН-

сенсор. Недавно была расшИнститут физиологии растенийована структура рН-сенсора Heli-

cobacter pylori гистидинкиназы TlpB [8]. Оказалось, что организация сенсорного домена это-

го белка в целом имеет много общего с гормон-связывающим модулем рецептора цитокини-

на [9]. Этот рН-сенсор связывает в качестве лиганда мочевину, а ряд производных (фе-

нил)мочевины обладает высокой цитокининовой активностью и способен связываться с ре-

цепторами цитокинина [9, 10]. Тем самым, новые данные существенно уточняют информа-

цию о свойствах рецепторов и могут послужить основой для новых исследований. 
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THE REFINEMENT OF LIGAND BINDING PROPERTIES OF CYTOKININ 

RECEPTORS ACCORDING TO DATA OBTAINED IN THE NEW TEST-SYSTEM 

WITH PLANT MEMBRANES 

Lomin S.N., Krivosheev D.M., Steklov M.Yu., Arkhipov D.V., Schmulling T., Romanov G.A.  

 

cytokinins, receptors, homologous test-system, transient expression, hormone-receptor binding 

 

A new homologous test-system was developed to study the ligand binding properties of indi-

vidual cytokinin receptors located in plant membranes. A transient expression of receptor under 

study in tobacco leaves resulted in up to 20-fold higher cytokinin specific binding to isolated mem-

branes over background value. The obtained results refined previous data on receptor properties and 

indicated new prospects for receptor studies. 
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ВЛИЯНИЕ КОФЕЙНОЙ КИСЛОТЫ НА РОСТОВЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПОБЕГОВ 

ВОЗОБНОВЛЕНИЯ SOLANUM TUBEROSUM 

Макеева И.Ю., Аникеева А.Э. 

 

ФГБОУ ВПО «Орловский государственный университет», ул. Комсомольская, 95, 

г. Орел, 302026, Россия, E-mail: Makmus57@yandex.ru 

 

картофель,  кофейная кислота, ростовая активность  

 

Изучение физиологической роли фенольных соединений в растительном организме яв-

ляется важным направлением в современной физиологии растений [1]. Данные литературы 

свидетельствуют о разной степени изученности физиолого-биохимической роли отдельных 

групп фенольных соединений [2]. Остается открытым вопрос об участии фенилпропаноидов 

в регуляции ростовых процессов и, в первую очередь, это касается гидроксикоричных кис-

лот. Большинство исследований проводится с использованием препарата «Циркон» («Нэст-

М», Россия), который представляет смесь гидроксикоричных кислот. Вместе с тем, вызывает 

интерес изучить влияние кофейной кислоты – одной из гидроксикоричных кислот, которая в 

отличие от других представителей в растениях находится в свободном виде. 

Целью работы было изучение действия разных концентраций кофейной кислоты на 

рост побегов возобновления и их придаточных корней у Solanum tuberosum. 

Объектом исследования являлись растения картофеля сорта Жуковский ранний селек-

ции ВНИИ картофельного хозяйства (Коренево, Россия). Опыты проводили в лабораторных 

условиях. Для этого клубни, находящиеся в состоянии вынужденного покоя, высаживали в 

ящики с увлажненными опилками. Первоначально клубни находились в темноте, а после по-

явления побегов – в условиях оптимального освещения. Варианты опыта включали опрыски-

вание растений растворами кофейной кислоты в концентрациях 10
-7

 М и   10
-4

 М, контроль-

ные растения опрыскивали водой. Обработку растений проводили через 10 сут. после появ-

ления всходов. Анализировали побеги и придаточные корни через 7, 14 и 21 сутки. Длину 

побегов растений картофеля измеряли при помощи линейки, сухую массу растений опреде-

ляли путем взвешивания на электронных весах (ВСТ 600/10-0) после высушивания при 

105ºС. Объем корневой системы измеряли методом Сабинина и  Колосова [3]. На рисунках и 

в таблицах представлены средние арифметические из пяти биологических и 5 аналитических 

повторностей, и их стандартные ошибки.  

Результаты проведенного исследования показали, что кофейная кислота вне зависимо-

сти от концентрации не оказала влияния на высоту побегов возобновления как в первую не-

делю после обработки, так и в последующий период (табл.1).  

Таблица 1 - Влияние кофейной кислоты на высоту побегов возобновления 

Table 1 - Effect of caffeic acid on shoot renewal height 

Вариант Время после обработки, сут 

7 14 21 

Контроль 4.5 ± 0.4 5.4 ± 0.5 20.0 ± 1.6 

Кофейная кислота, 10
-7

 М 3.6 ± 0.4 5.7 ± 0.6 20.6 ± 1.6 

Кофейная кислота, 10
-4

 М 4.5 ± 0.5 4.8 ± 0.6 22.1 ±1 .4 
 

Аналогичные данные получены в опытах с отрезками колеоптилей пшеницы [4]. В 

наших предыдущих исследованиях [5] с применением препарата «Циркон» показано отсут-

ствие эффекта гидроксикоричных кислот на высоту растений картофеля. 

Отсутствие реакции высоты растений на действие кофейной кислоты, возможно связа-

но с неизменным количеством ярусов (рис. 1). Не исключено, что полученные результаты 

зависят от гормонального статуса растений, а именно, от содержания гиббереллинов, кото-
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рые отвечают за рост стебля в высоту. В исследованиях [6] показано, что гидроксикоричные 

кислоты (препарат «Циркон») не изменяют эндогенный уровень гибберелловой кислоты. 

 

Рисунок 1 - Действие кофейной кислоты на количество ярусов листьев в побегах воз-

обновления. 

Figure 1 - Effect of caffeic acid on the number of tiers of leaves on shoots renewal. 

Из табл. 2 следует, что малая доза кофейной кислоты (10
-7 

М) существенно увеличивает 

сухую массу побегов возобновления (на 52% против контроля). Некоторое повышение массы 

побегов (на 16%) в варианте с концентрацией кофейной кислоты 10
-4

 М было недостоверно. 

Такая же закономерность характерна и для сухой массы побегов возобновления с их прида-

точными корнями. 

Таблица 2 - Влияние кофейной кислоты на сухую массу побегов возобновления и их 

придаточных корней 

Table 2 - Effect of caffeic acid on the dry weight of shoot regeneration and adventitious roots 

Вариант Масса побегов, г Масса побегов с придаточ-

ными корнями, г 

Контроль 1.75 ± 0.3 2.39 ± 01 

Кофейная кислота, 10
-7

 М 2.67 ± 0.2 3.20 ± 02 

Кофейная кислота, 10
-4

 М 2.04 ± 02 2.31 ± 03 

Данные рис. 2 свидетельствуют об иной зависимости объема корневой системы от концен-

трации кофейной кислоты по сравнению с побегами. А именно, наибольший стимулирующий 

эффект оказала концентрация кофейной кислоты 10
-4

 М (на 58%), тогда как объем корневой си-

стемы растений, обработанных 10
-7

 М раствором оставался на уровне контроля. В исследовани-

ях, проведенных на проростках фасоли, показано отсутствие влияния разных доз кофейной кис-

лоты (10
-8

–10
-4

 М) на число корней, однако отмечена стимуляция длины корня [4]. 

 
Рисунок 2 - Действие кофейной кислоты на объем корневой системы побегов возоб-

новления. 

Figure 2 - Action of caffeic acid on the volume of the root system of shoots renewal. 

Итак, приведенное исследование показывает, что кофейная кислота оказывает специ-

фическое воздействие на ростовые показатели побегов возобновления и их придаточных 

корней у Solanum tuberosum: не влияет на высоту побегов и количество узлов; низкая кон-

центрация (10
-7

 М) стимулирует накопление сухой массы побегов; концентрация 10
-4

 М уве-
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личивает объем корневой системы придаточных корней. Делается предположение об участии 

фитогормонов в ростовых реакциях растений на обработку кофейной кислотой. 
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EFFECT OF CAFFEIC ACID ON GROWTH PARAMETERS OF SHOOTS RENEWAL 

OF SOLANUM TUBEROSUM 

Makeeva I.Yu., Anikeeva A.E. 

 

сaffeic acid, growth activity, potatoes 

 

The effect of phenolic compound –  caffeic acid on the growth reactions renewal shoots at So-

lanum tuberosum. Revealed the absence the effect of various concentrations of caffeic acid to a 

height of shoots and the number of nodes. A stimulating effect of caffeic acid noted in a concentra-

tion 10
-7

 M by dry weight of shoots. Increase of volume of adventitious roots noted in the variant 

with caffeic acid 10
-4

 M. 
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ные добавки и их компоненты   

 

В программах комплексного оздоровлении населения использование биологически актив-

ных добавок, специализированных продуктов питания и других растительных компонентов стано-

вится важными дополнительными средствами при лечении многих заболеваний и их профилакти-

ке, что является действенным фактором укрепления здоровья. Особенно это важно для регионов 

распространения эндемичных заболеваний, обусловленных особенностями их экологии [1,2].  

В Казахстане чрезвычайно многие территорий характеризуются дефицитом ряда макро- 

микроэлементов (йод, селен, цинк, железо, кальций и др.), а также наличием техногенных загряз-

нений окружающей среды, неудовлетворительным качеством питьевой воды и целым рядом дру-

гих отрицательных факторов. Все это нарушает оптимальный баланс макро- и микроэлементов в 

организме. Поэтому необходимо искусственное пополнение организмов людей жизненно важны-

ми макро- микроэлементами. Одним из путей решения указанной проблемы является создание и 

использование БАДов, специализированные продукты питания, а также другие продукты, в кото-

рых наряду с растительными компонентами присутствовали бы биологически связанные мине-

ральные вещества [3-5]. Неорганические соединения многих необходимых организму человека 

химических элементов, либо плохо усваиваются, либо являются раздражающими и даже токсиче-

скими для организма. Поэтому разработка методов включения этих химических элементов в со-

став органических природных соединений и, в частности биополимеров (таннины, пектины, поли-

сахариды, и т.д.) и составление на их основе БАД и продуктов питания является весьма актуаль-

ной для Казахстана проблемой, которая обладает большой значимостью для практики.  

В связи с этим целью проводимых исследований явились разработка новых подходов к 

созданию БАД, профилактических препаратов, специализированных продуктов питания и 

других биологически активных фитоматериалов на основе растительного сырья.  

Объектами исследования явились растительные биополимеры (пектины, целлюлоза, 

танины и др.), нативные и обогащённые микро- и макроэлементами, а также растения спо-

собные к гипераккумуляций этих элементов и обогощенные микро- и макроэлементами рас-

тительные биополимеры и фитосырье.  

Проведена работа по выявлению особенностей включения ценных макро- и микроэле-

ментов в различные биополимеры. Для исследования поглощения солей I и Fe биополимера-

ми использованы растворы биополимеров: крахмала растворимого, хитина, декстрина, кар-

боксиметилцеллюлозы и 0,01% растворы солей КI и FeCl3. Для получения раствора биопо-

лимеров 1 г биополимера растворялся в 50 мл дистиллированной воды. Исследование про-

цесса поглощения биополимерами проводилось на UV спектрометре. Для получения воз-

можности количественной оценки веществ и выявления их взаимодействия растворы КI и 

FeCl3 и отобранные расворы других солей разбавлялись с водой в соотношении 1:3. Оконча-

тельная смесь имела состав: 2 части раствора одного из биополимеров, 1 часть раствора КI 

(0,01%) или FeCl3 (0,01%) и 1 часть дистиллированной воды. Были сняты UV-спектры: вод-

ных растворов хитина, декстрина, карбоксиметилцеллюлозы, крахмала и хитина в водном 

растворе КI и FeCl3 (0,01%). Анализ полученных UV спектров не обнаружил явного взаимо-

действия выбранных биополимеров: крахмала растворимого, хитина, декстрина и карбоксил 

целлюлозы с растворами солей КI (0,01% или FeCl3 (0,01%).  

mailto:ipbb_kz@yahoo.com
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Нами была разработана методика определения поглощения семенами различных культур 

макро- и микроэлементов при их набухании, для их дальнейшего использования в качестве ком-

понентов БАД и продуктов питания. Для этого семена брались в количестве 5 г и замачивались в 

чистой дистиллированной воде и в растворах солей. Через заданный промежуток времени рас-

твор из исследуемых объектов отбирался и переносился в 1-сантиметровые кварцевые кюветы. 

УФ – спектры снимались на спектрофотометре Termospektronik Helios AQUAMATE. Условия 

подготовки проб и проведение эксперимента выдерживались постоянными. Оценка результатов 

поглощения семенами из растворов солей осуществлялось путем сравнения УФ спектров объек-

тов исследования с УФ спектрами исходных растворов солей после замачивания в них семян. 

Для исключения влияния чистой воды на исследуемые семена в каждой серии опытов произво-

дилось замачивание семян в чистой дистиллированной воде. Полученные при этом спектры 

могли наблюдаться непосредственно или вводиться в память спектрофотометра и затем, вычи-

таться автоматически (фон в воде) из спектра соответствующего объекта в растворе солей. 

Исследован механизм взаимодействия риса (Oryza sativa), пшеницы (вид Triticum), про-

са обыкновенного (Panicum miliaceum), сои культурной (Glycine max) и маш или фасоли лу-

чистой (Phaseolus radiatus) с растворами солей: KI (00,01%), KI (0,0033%), FeCl3 (0,01%) и 

MgO2 (1,0%). Исследования проводились в двух режимах замачивания и отбора проб: а) в 

режиме накопления – при котором растворы солей и дистиллированная вода, в процессе экс-

периментов только отбирались для УФ-исследования, но не заменялись и не добавлялись; б) 

в режиме смены растворов, когда через указанные промежутки времени производился отбор 

жидкой фракции и семян для эксперимента, оставшаяся жидкая фракция сливалась, семена 

промывались чистой дистиллированной водой и замачивались свежим раствором. Из анализа 

спектров следует, что спектры различных семян очень схожи. Максимумы спектров веществ 

в растворах приходятся на 190 нм и продолжаются до 350 нм. Интенсивность пиков зависит 

от исходной навески, времени выдержки в воде и вида семян. Образующийся комплекс ве-

ществ нами пока не определен и мы его условно назвали «Лавит». Исследованы процессы 

поглощения семенами растворов солей и образование комплекса «Лавит» от начало экспо-

нирования через 20,40,60,120,180,240 минут, через 24 ч и через 48 часов. Установлено, что 

выделение «Лавита» при замачивании в дистиллированной воде семена зернобобовых куль-

тур более активное, чем при замачивании семян злаковых. Поглощение соли из растворов 

злаковых культур происходит циклично – в первые 20 мин. после замачивания семян, через 4 

ч и через 24 – 48 часов; для бобовых максимум поглощения: в первые 20 мин. после замачи-

вания семян и затем через 4-6 ч после замачивания. 

Для обеспечения необходимой чувствительности спектрофотометра (работе в линейной 

областы) все пробы разбавлялись в три раза. После получения спектров чистых солей по 

описанным схемам проведен анализ выделения в дистиллированную воду комплекса «Ла-

вит», а затем было произведено исследование изменение интенсивности пиков) КI во време-

ни за счет поглощения солей замоченными в них культурами. Исследования показали, что 

поглощение КI происходит циклично и синхронно с образованием семенами комплекса «Ла-

вит». Наибольшее поглощение КI пшеницей и рисом происходит через 24 ч после замачива-

ния семян. Выделение «Лавита» при замачивании в дистиллированной воде семенами зерно-

бобовых культур более активное, чем при замачивании семян злаковых. В растворах солей 

семенами сои и маша поглощение происходит более активно и через меньший интервал вре-

мени после замачивания, чем зернами риса и пшеницы.  

Определение поглощения, распределения и содержания макро- и микроэлементов в зерне зла-

ковых культур производился на атомно адсорбционном спектрофотометре ААS-7000 Shimadzu, при 

замачивании в 0,5 и 1% растворах KI, FeCl3, и MgO2, показали следующие результаты (табл. 1). 

Из табл. 1 видно, что поглощение К в растворах KI и MgO2 с увеличением концентра-

ции уменьшается, в растворе FeCl3 увеличивается, а поглощение Fe наоборот, в растворах KI 

и MgO2 с увеличением концентрации увеличивается, в растворе FeCl3 уменьшается. 
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Таблица 1 – Распределение и содержание макро- и микроэлементов в зерне злаковых 

культур, мг/кг 

Table 1 – The distribution and content of macro- and micronutrients in grain, mg/kg 

Макро- и 

микроэлементы 

Н2О KI MgO2 FeCl3 

0,5% 1% 0,5% 1% 0,5% 1% 

K 0,0576 5,6475   4,5 9,4464 3,5362 6,5483 10,3284 

Fe 0,0909 0,2578 0,6452 0,1499 0,2886 3,4741   0,4127 
 

Таким образом, установлено, что для злаковых культур поглощение соли из растворов 

происходит циклично – в первые 20 мин. после замачивания семян, через 4 ч и через 24 – 48 

ч; для бобовых максимум поглощения: в первые 20 мин. после замачивания семян и затем 

через 4-6 ч после замачивания; предпринята попытка установления связи ионов металлов с 

веществами зерен с помощью ИК-спектроскопии, однако появление новых полос поглоще-

ния в ИК-спектрах зерен замоченных в солях металлов по сравнению с ИК-спектрами зерен 

замоченных в чистой воде не обнаружено. 
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DEVELOPMENT OF NEW BIOTECHNOLOGICAL APPROACHES 

FOR CREATING SUPPLEMENTS 

Mamonov L.K., Zavadskiy V.A., Yessenbayeva G.L. 

 

hyperaccumulation, biopolymers, biogenic macro - and micronutrients, dietary supplements and 

their components 

 

It was developed a new approach for creating dietary supplements, preventive medications, 

specialized food products and other biologically active substances based on vegetable raw 

materials. The mechanism of interactions of rice (Oryza sativa), wheat (Triticum), millet (Panicum 

miliaceum), soybean (Glycine max) and beans (Phaseolus radiatus) with solutions of salts: KI 

(00,01%), KI (0,0033% ), FeCl3 (0,01%) and MgO2 (1,0%) were studied.  
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иван-чай, Chamaenerion angustifolium, копорский чай, лекарственные сборы, биологически 

активные добавки, фиточай 

 

Расширение ассортимента видов растений, используемых для создания биологически 

активных добавок, фиточаев и лекарственных сборов и изучение их лекарственных свойств 

является одним из важнейших направлений работ по фотохимии и современной фармацевти-

ки [1-3]. Одним из перспективных объектов для этих целей является широко распространен-

ное растение  иван-чай - Chamaenerion angustifolium (L.) Scop., в некоторых источниках обо-

значают как Epilobium angustifolium (L.). Иван-чай в прошлом под названием «копорский 

чай» широко использовался в России, для производства которого применялась технология 

подобная производству натурального чая. Практика его потребления показала  практическое 

отсутствие противопоказаний и побочных эффектов, но большинство его фармацевтических 

свойств оставались неизвестными. К настоящему же времени накопилась значительная этно-

ботаническая и научная информация о свойствах этого вида растений и об его химическом 

составе [5-11, 14, 15 и др.]. Проведенные нами исследования подтвердили его высокую  цен-

ность. 

Иван-чай относится к семейству Кипрейных (Onagraceae), насчитывающему около 650 

видов 20 родов по всему земному шару, преимущественно в умеренных и субтропических 

зонах. Кипрейные большей частью многолетние травы, редко полукустарники, кустарники 

или небольшие деревья [4, 5]. В Казахстане насчитывается 19 видов 3 родов этих растений 

[7]. Нужно отметить, что в жизни человека Кипрейные особой роли не играют, поскольку их 

полезные качества недостаточно изучены [3]. Исключением является иван-чай, который счи-

тается одним из лучших медоносов, и, кроме того, согласно этноботаническим сведениям, 

широко применяется в народной медицине, и, как уже упоминалось выше, может служить 

заменителем китайского чая. Молодые листья и соцветия иван-чая могут использоваться как 

приправа к мясным блюдам, и в салатах. Иван-чай имеет также определенное значение как 

кормовое растение для крупного рогатого скота и оленей [3, 8 – 10 и др.]. 

Согласно исследованиям, проведенным в разных регионах России и других стран СНГ, 

в траве и соцветиях иван-чая содержится от 10 до 20% дубильных веществ, различные фла-

воноиды, недостаточно изученные алкалоиды - до 0,1%, слизи - до 15%, аскорбиновая кисло-

та - до 388 мг %, каротин, полисахариды, сахара, пектиновые вещества, кумарины, органиче-

ские кислоты, ценные микро- и макроэлементы [2,5,6,8,9 и др.]. 

В народной медицине различных стран иван-чай используется при очень широком 

спектре заболеваний [6,8-11 и др.]. Многие свойства этого растения нашли подтверждение в 

экспериментальных исследованиях. Так, выявлена противоопухолевая активность экстрактов 

из цветков Ch. angustifolium, а гидролизуемые танины обладают гемаглютинизирующими 

свойствами, тормозят рост перевиваемых опухолей (кроме лейкозов), подземные части и ли-

стья обладают антигипоксическими свойствами, снижают ломкость капилляров, проявляют 

антибактериальную активность [9,11-15]. Растения семейства Onagraceae часто 

используются в традиционной, вспомогательной терапии гиперплазии простаты, однако до 

сих пор трудно провести фармакологическую и клиническую стандартизацию коммерчески 
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доступных препаратов. Продукты иван-чая обычно состоят из смеси различных видов с 

различным фенольным составом, обычно только частично идентифицированным. В 

настоящее время  выявлен компонетный состав, характерных для этих растений, 

насчитывающий около 20 веществ, 18 из которых идентифицированы.  

Группа венгерских ученых из Университета Семмелвейс изучали химический состав 

экстрактов из 5 наиболее распространенных видов этого семейства и 2 коммерческих 

препаратов иван-чая. С использованием LC–MS/MS метода было обнаружено во всех 

образцах высокое содержание макроциклических танинов, главным образом, оэнотина 

(oenothein B),  относящегося к эллаготанниновой подгруппе гидролизуемых дубильных 

веществ. Мирицитин, кверцитин, кемпферол и их различные гликозиды были 

доминирующими в исследуемых образцах, но их комбинация и сотношения были 

различными во всех случаях. Самые значительные различия в составе флавонидных 

экстрактов, выделенных из изучаемых образцов,  наблюдались между Ch. angustifolium и 

другими видами. Только для этого вида было характерно присутствие флавонол-

глюкоуронидных компонентов (кверцетин-глюкуронид, кемпферол-глюкуронид), которые не 

были обнаружены в остальных 6 исследованных разновидностях. Кроме того кверцетин-

глюкоуронид, как было обнаружено, был главным компонентом Epilobium angustfolium, в то 

время как в других разновидностях основным флавоноидом был мирицитин [16]. 

Анализ этноботанической и научной информации об иван-чае и содержащихся в нем 

веществах свидетельствует о том, что это растения совершенно недостаточно используется 

для лечебных и профилактических целей. В связи с этим нами предпринято изучение его 

свойств, химического состава для решения его использования в фармацевтике, медицине и 

для  оздоровления населения.  

На первом этапе этих исследований проведены работы по созданию фиточаев с исполь-

зованием сырья растений иван-чая. Были разработаны рецептуры фиточая «Есентайский» и 

фиточая «Алматинский».  

Фиточай «Есентайский» создан с целью повышения эффективности иммуностимули-

рующих и общеукрепляющих свойств рекомендуемого фармакологического сбора из нату-

рального сырья и исключения его побочных действий. Указанный результат достигается тем, 

что фиточай, содержащий плоды шиповника, включает листья иван-чая узколистного, листья 

крапивы двудомной и плоды смородины черной, при соотношении компонентов в масс %: 

листья – иван-чая узколистного 35-45; листья крапивы двудомной 10-15; плоды смородины 

черной 15-20; плоды шиповника 25-35. Заявленное соотношение обеспечивает наиболее пол-

ное воздействие на организм в качестве общеукрепляющего средства при простудных забо-

леваниях, а также иммуностимулирующего при умственном и физиологическом переутомле-

нии [17]. 

Фиточай «Алматинский» создан с целью повышения эффективности успокаивающих, 

легких снотворных и общеукрепляющих свойств рекомендуемого фармакологического сред-

ства, состоящего из сбора натурального сырья и исключения побочных эффектов. Указанный 

результат достигается тем, что фиточай содержащий боярышник, листья мелиссы лекар-

ственной и соцветия ромашки, включает листья иван-чая узколистного, при следующем со-

отношении компонентов в масс. %: листья мелиссы лекарственной 10-20; соцветия ромашки 

10-20; плоды боярышника 15-25; листья иван-чая узколистного - остальное. Заявленное со-

отношение компонентов является оптимальным, при приеме данного фиточая улучшается 

сон, успокаивается нервная система без какого-либо побочного действия. Рекомендуется фи-

точай также при повышенной возбудимости, раздражительности, длительных головных бо-

лях, нарушении сна [18]. 

При желании настои фиточаев «Есентайский» и «Алматинский» можно подсластить 

сахарозой, медом или сахарозаменителями (аспартам, экстракты или листья стевии и др.). 

Полученные в наших исследованиях результаты позволяют сделать заключение о 

больших перспективах работы с Chamaenerion angustifolium (L.). 
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ва В.К. 

 

SOME PHYTOCHEMICALS AND PHYTO PHARMACOLOGICAL PROPERTIES 

OF CHAMAENERION ANGUSTIFOLIUM (L.) SCOP. AND THEIR PRACTICAL 

APPLICATION 

Mamonov L.K., Sarsenbayev B.A., Karpeniyk T.A., Ahmetova D.Sh., 

Kustova T.S., Mursaliyeva V.K., Yessenbayeva G.L. 

 

dietary supplements, herbal tea, willow-herb, drug charges, Chamaenerion angustifolium, Ko-

porskaya tea 

 

Outlines the rationale for in-depth phytochemical and pharmacological study Chamaenerion 

angustifolium (L.) and some of the results of research.  Phyto teas were created  by using raw plant 

fireweed. It was developed the recipes  phytoteas "Esentaysky" and "Almaty".  
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УДК 581.1:632 

ИЗМЕНЕНИЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ РАСТЕНИЙ 

HORDEUM VULGARE  ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПРЕПАРАТА 

НА ОСНОВЕ АЗОТФИКСИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ 

Мацай Н.Ю. 

 

Луганский национальный университет имени Тараса Шевченко, ул. Оборонная, 2, г. Луганск, 

91011, Украина, E-mail: 19050829@mail.ru 

 

препараты ассоциативных азотфиксирующих бактерий, энергия прорастания, суммарная 

активность амилазы, прохождение межфазных периодов, рост и развитие растений, соде-

ржание хлорофилла, чистая продуктивность фотосинтеза 

 

Для обеспечения растений достаточным количеством азота, в последние годы, все чаще 

используют азотфиксирующие бактерии, которые способны усваивать атмосферный азот и 

трансформировать его в доступную для растений форму, а также выделять в почву витамины 

и ростостимулирующих вещества [1,  2]. Особая роль при этом принадлежит ассоциативным 

диазотрофным микроорганизмам, которые имеют сродство к корневым системам растений и 

обеспечивают азотфиксацию в ризосферной области [1, 2].  Однако вопрос экзогенной регу-

ляции роста и развития растений ячменя при использовании новых препаратов содержащих 

диазотрофные азотфиксирующие  бактерии остается еще недостаточно изученным.  

Поэтому нами, в течение 2010–2014 гг., было проведено изучение изменения физиоло-

гических параметров растений ячменя ярового при использовании нового препарата ассоци-

ативных диазотрофных азотфиксирующих бактерий Диазофит. 

Полевые опыты проводили в степной зоне Украины на территории Луганской области, 

на черноземах обыкновенных, среднесуглинистых лессовидных с толщиной гумусового слоя 

50–60 см, содержанием гумуса в 0–30 см слое почвы по Тюрину – 4,8–5,2%, гидролизованно-

го азота по Корнфилду – 12,3–15,1 мг, подвижного фосфора по Мачигину – 12,9–13,3 мг, об-

менного калия по Чирикову – 23,7–28,8 мг на 100 г почвы. Реакция почвенного раствора бы-

ла нейтральной или слабощелочной (pH 7,0–7,2). В опытах высевали районированный сорт 

ячменя (Hordeum vulgare L.) ярового – Партнер [8]. Агротехника в опытах общепринятая для 

региона [5]. Препарат Диазофит вносили путем предпосевной инокуляции семян или путем 

почвенного внесения в соответствии с рекомендациями производителя. Определение росто-

вых параметров  проводили до окончания фазы трех листьев, т. к. именно этот этап является 

одним из важнейших для формирования продуктивности растений ячменя и развития их ри-

зосферной микрофлоры [5, 6]. 

Для характеристики физиологических параметров отбирали проросшие семена, расте-

ния, которые характеризовались за ростом и развитием, как типичные для данного варианта 

опыта [5, 6]. На этих растениях определяли стадии онтогенеза, определяли параметры роста 

и развития [3, 5, 6]. Определение амилазной активности проводили в сухих и проросших се-

менах на микрофенологической стадии ростка [4, 5, 6, 7]. Энергию прорастания семян опре-

деляли по стандартной методике (ГОСТ 12038-84) [7]. Определение особенностей роста, раз-

вития растений проводили, используя общепринятые методики [4, 5, 6, 7]. 

Было установлено, что инокуляция семян биопрепаратом «Диазофит» обеспечивала 

увеличение суммарной активности амилазы семян. В сухих семенах, в начале опыта, амилаза 

практически отсутствовала, ее количество не превышало 1%. На стадии ростка, на варианте 

без биопрепарата, суммарная активность амилазы в семенах повышалась на 15 %. Внесение 

биопрепарата увеличивало активность амилазы до 22 %, что на 6 % больше по сравнению с 

вариантом без биопрепарата. Следовательно, применение биопрепарата приводит к интен-

сификации физиологических процессов, начиная с ранних микрофенологических стадий 

прорастания семян. Активация процессов, происходящих в семенах на ранних этапах их 

http://ru.wikipedia.org/wiki/L.
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прорастания, обеспечивала улучшение показателей энергии прорастания семян без влияния 

на их всхожесть. Применение препарата путем инокуляции семян увеличивало энергию  

прорастания на 14 %, внесением в почву – только на 5 %. Повышение нормы использования 

биопрепарата значительного эффекта на биологические качества семян не оказывало.  

Действие биопрепарата приводило к ускорению прохождения межфазных периодов 

растений ячменя. Появление всходов, на варианте с препаратом, отмечалось в среднем на 2 

сут. раньше. Период от всходов до формирования трех листьев сокращался на 4 суток. Сле-

довательно, применение биопрепарата приводит к ускорению прохождения межфазных пе-

риодов растений ячменя. Способ и норма внесения биопрепарата на продолжительность пе-

риодов онтогенеза не влияли. 

Улучшение условий питания, благодаря применению биопрепарата, приводило к уве-

личению параметров роста растений. На варианте с биопрепаратом высота растений повы-

шалась в среднем на 6–8 см. Почвенное  внесение биопрепарата по сравнению с инокуляцией 

семян было менее эффективным и обеспечивало высоту растений на 2–4 см меньше. Умень-

шение прироста высоты растений при внесении двойной нормы препарата объясняется, ви-

димо, конкуренцией бактериальных клеток за питательный субстрат. 

Условия среды значительно влияют на физиологические показатели роста и развития 

растений, которые определяют элементы продуктивности. В формировании этих элементов 

наибольший вклад вносит листовая масса, а именно линейные параметры листьев, их пло-

щадь. Линейные приросты листьев одного растения на варианте с биопрепаратом были неза-

висимо от стадии онтогенеза в среднем на 10–11% больше, чем на варианте без биопрепара-

та. Применение биопрепарата путем инокуляции семян одной нормой было на 6–9 % эффек-

тивнее, чем на других вариантах с препаратом. Сырая масса одного растения при выращива-

нии с препаратом повышалась на 0,08–0,10 г, сухая на  0,04–0,05 г. Инокуляция семян при-

водила к формированию сырой и сухой массы на 1–2 % больше, чем при почвенном внесе-

нии. Площадь листьев при инокуляции увеличивалась на 0,11–0,13 см
2
, при внесении в почву 

– на 0,07–0,08 см
2
. Норма внесения препарата значительного влияния на содержание сырой и 

сухой массы, площадь листовой поверхности не оказывала. 

Продуктивность фотосинтетического аппарата определяется содержанием пигментов 

во всех фотосинтетических органах и является одной из основных характеристик адаптации 

растения к условиям окружающей среды. Внесение биопрепарата приводило к увеличению 

содержания хлорофилла в фотосинтезирующих тканях на 0,36–0,46 мг/г сырой массы. Чи-

стая продуктивность фотосинтеза при обработке семян повышалась на 12–14 %, при внесе-

нии в почву только на 6–7 %. Повышение нормы внесения препарата на содержание хлоро-

филла и чистую продуктивность фотосинтеза растений ячменя значительного влияния не 

оказывала. 

Таким образом, при выращивании ячменя ярового применение препарата «Диазофит» 

на основе ассоциативных диазотрофных азотфиксирующих бактерий путем инокуляции се-

мян одной нормой обеспечивало значительное улучшение условий прорастания семян и  ро-

ста растений. 
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THE HORDEUM VULGARE PLANTS PHYSIOLOGICAL PARAMETERS CHANGE 

WHEN USING THE PREPARATION ON NITROGEN-FIXING BACTERIA BASIS 

Mashay N. 

 

association nitrogen-fixing bacteria preparation, germinative energy, net activity, whole activity of 

amylase, interstage periods, growth and development of plants, chlorophyll content, net productivi-

ty of photosynthesis 

 

The article includes results of studying the Hordeum vulgare plants physiological parameters 

when using Diazofit – the new associative diazotrophic nitrogen-fixing bacteria preparation. Next 

points were determined: the influence of various norms and ways of preparation introduction on en-

ergy of intergrowth, amylase activity, interstage periods, linear parameters, chlorophyll content and 

net productivity of photosynthesis.  
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побочные продукты брожения (ППБ), сенсорный профиль пива, осмоляльность, ацетальде-

гид, изоамилацетат, этилацетат 

 

В настоящее время проводится огромная работа по изучению токсичности продуктов 

брожения пива, которая определяется этанолом и побочными продуктами брожения (ППБ). 

Разрабатываются новые сорта пива, имеющие различные сенсорные профили, имеющие 

фруктовые ароматы, появление которых связано с образованием ППБ. Кроме того, примене-

ние технологии плотного пивоварения приводит к изменению биосинтеза ароматических 

компонентов, вследствие повышения осмоляльности среды, которая, главным образом, зави-

сит от концентрации мальтозы [1].Вкусоароматические соединения пива, которые являются 

ППБ, относятся к различным группам химических соединений. Все эти соединения при 

определенных концентрациях оказывают токсичное действие на организм человека. 

Таблица 1 - Токсичность компонентов пива [2] по данным Третьяк, 2012] 

Тable 1 - Toxicity components beer [2]  according to Tretyak 2012] 

 

Цель работы заключалась в изучении влияния осмоляльности питательной среды на 

синтез вторичных метаболитов дрожжей  Saccharomyces cerevisiae. Особое внимание было 

уделено этилацетату, изоамилацетату и ацетальдегиду, которые имеют низкие значения ве-

личины LD50. 

Объектами исследования являлись хлебопекарные дрожжи – штамм ЛВ7, пивные – 

штамм RH и спиртовые дрожжи – штамм 166. В качестве питательной среды использовали 

сусло, приготовленное из солодового экстракта «Аромаколор MFF».   

Осмоляльность определяли с помощью осмометра Vapro Pressure Osmometer Wescor. 

Концентрация мальтозы в исследуемых растворах составляла 13,5 и 18%, что соответствует 

показанию осмоляльности  по осмометру 670 и 1116 ммоль/кг. Во всех экспериментах 

начальная концентрация клеток составляла 1,5 млн/мл. Длительность культивирования 24 ч  

при 20
о
С. 

В культуральной жидкости определяли высшие спирты (изобутиловый, изоамиловый, 

пропиловый), эфиры (этилацетат, изоамилацетат) и ацетальдегид.  Для этого использовали 

газожидкостной хроматограф. 

Соединение Среднестатистическая 

концентрация ПБ, мг/л 

LD50, мг/кг 

массы тела 

Доля в общей 

токсичности 1 л пива,% 

Этанол 32000.00 4580                   81 

Амиловый спирт       70,00   400 3,05 

Ацетальдегид         7,50   256 0,41 

Пропиловый спирт       12,00 1870  0,03 

Этилацетат       30,00     35                   10 

Изоамилацетат          3,00   250 0,14 

Диацетил         0,25 3200     0,0009 

Диметилсульфид         0,05 3509     0,0002 
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Как видно на рис.1 увеличение осмоляльности среды не зависимо от штамма приводит 

к увеличению содержания этилацетата в культуральной жидкости. Количество эфира возрас-

тает при использовании пивных дрожжей на 40%, хлебопекарных дрожжей - на 58% и спир-

товых - на 20%. Отмечено, что максимальная концентрация этилацетат достигается при 

сбраживании сусла спиртовыми дрожжами штамма 166. Причем, в плотном сусле концен-

трация этилацетата приближается к порогу ощущения (25-30 мг/л). Что касается изоамилаце-

тата, то во всех вариантах был превышен порог ощущения этого соединения.   

 

Рисунок 1 - Влияние осмоляльности на синтез сенсорно-важных эфиров в суточной 

культуре различных штаммов дрожжей 

Figure 1 - Influence of osmolality on the synthesis of esters in the daily culture of the different 

strains of yeast 

 

На качество пива и его безопасность оказывает влияние ацетальдегид, который являет-

ся промежуточным продуктом при спиртовом брожении. На рисунке 2 видно, что с повыше-

нием осмоляльности питательной среды в 2 раза (с 670 до 1167 ммоль/кг) уровень ацетальде-

гида возрастает при использовании пивных дрожжей в 2 раза, хлебопекарных  – 1,7 раза и 

спиртовых дрожжей - в 1,5 раза.  При этом  концентрация ацетальдегида значительно пре-

вышает порог ощущения при использовании штаммов пивных и спиртовых дрожжей. 

 
Рисунок 2 - Влияние осмоляльности на синтез ацетальдегида дрожжами 

сахаромицетами 

Figure 2 - Influence of osmolality on the synthesis of acetaldehyde yeast Saccharomyces 
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Высшие спирты, хотя и имеют достаточно  низкую токсичность, но играют большую 

роль в формировании сенсорного профиля пива. Установлено, что концентрация высших 

спиртов в суточной культуре как при осмоляльности среды 670, так  и 1116 ммоль/кг у хле-

бопекарных дрожжей выше, чем у спиртовых и пивных, что можно объяснить только штам-

мовыми особенностями, т.к. все другие факторы были одинаковыми. Причём, концентрация 

амилового спирта находится выше порога ощущения в среде, сброженной хлебопекарными и 

спиртовыми дрожжами, а концентрация пропилового спирта у всех образцов находится в 

пределах ощущения.  

Полученные сведения будут использованы для разработки технологии чистой культуры 

дрожжей, применяемых в бродильных производствах. 
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INFLUENCE OSMOLALITY SUBSTRATUM ON SYNTHESIS 

OF SECONDARY METABOLITES YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

Meledina T.V., Borisova E.V., Ibragimova R.S. 

 

secondary metabolites, flavor profile, osmolality, acetaldehyde, isoamyl acetate, ethyl acetate. 

 

Flavoring and aromatics beer belong to different groups of chemical compounds: higher alco-

hols, ethers and carbonyl compounds. These substances give beer smell of alcohol, esters, fruits and 

flowers. At certain concentrations of these compounds have toxic effects on the human organism. 
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ИЗМЕНЕНИЕ УРОЖАЙНОСТИ CUCUMUS SATIVUS В ЗАЩИЩЕННОМ ГРУНТЕ 

ПОД ТЕРМИЧЕСКИМИ ПОЛИЭТИЛЕНОВЫМИ ПЛЕНКАМИ 

Минич А.С., Минич И.Б., Пермякова Н.Л., Иваницкий А.Е., Буценко Е.С. 

 

ФГБОУ ВПО «Томский государственный педагогический университет», ул. Киевская, 60А, 

г. Томск, 634061, Россия, E-mail: minich@tspu.edu.ru 

 

Cucumis sativus L., продуктивность, защищенный грунт, термические пленки  

 

Введение 

В настоящее время в качестве укрытий сооружений защищенного грунта для получения 

повышенных урожаев применяют модифицированные полиэтиленовые пленки [1-4]. Одной из 

модификаций является термическая полиэтиленовая пленка, которая способна регулировать по-

ступление солнечного ИК излучения, что приводит к изменениям в урожайности многих сель-

скохозяйственных культур [1-3,5]. Сотрудниками Института сильноточной электроники СО 

РАН (г. Томск) были разработаны две новые по составу термические пленки, но влияние их 

применения на практике на изменение урожайности растений в защищенном грунте не изучено. 

Цель работы – изучить изменение ростовых реакций и урожайности гибридов огурца 

посевного под термическими полиэтиленовыми пленками. 

Материалы и методы 
Объектами исследований служили растения огурца посевного (Cucumis sativus L.) двух 

партенокарпических гибридов Кураж и Маринда. Испытания проведены на агробиологической 

станции Томского государственного педагогического университета путем определения урожай-

ности гибридов огурца, выращенных в контрольных и опытных теплицах. Контролем служила 

теплица, укрытая стабилизированной полиэтиленовой пленкой. В качестве опытных использо-

вали теплицы, укрытые стабилизированными термическими полиэтиленовыми пленками, на по-

верхность которых напылением нанесены наночастицы смеси металлов на основе меди (МП) и 

на основе серебра (СП). Состав и некоторые свойства пленок представлены в табл. 1.  

Таблица 1 - Состав и интегральное светопропускание полиэтиленовых пленок (120 мкм) 

Table 1 - Composition and integral light transmission of polyethylene films (120 microns) 

Наименование 

пленки 

Тип  модификатора / содержание, % Интегральное светопропус-

кание в области ФАР, % 

Контроль Светостабилизатор Тинувин 622 / 0,2  90,4 ± 0,2 

МП 
Светостабилизатор Тинувин 622 / 0,2 + 

напыление частиц на основе меди 
78,5 ± 5,5 

СП 
Светостабилизатор Тинувин 622 / 0,2 + 

напыление частиц на основе серебра 
80,5 ± 4,6 

Для статистической обработки экспериментальных результатов использовали програм-

му «Excel». Оценку достоверности результатов исследований проводили при 95 %-ом уровне 

надежности. В таблицах приведены данные средних арифметических значений с двухсто-

ронним доверительным интервалом двухгодичных исследований. 

Результаты и обсуждение  
В опытной теплице под пленкой МП наблюдали более интенсивный рост, развитие и 

плодоношение растений по сравнению с контролем. Так у 35-суточных у растений огурца 

обоих гибридов отметили достоверно большую длину главного побега и количества листьев. 

Это способствовало значительному увеличению площади ассимилирующей поверхности 

растений, особенно на начальных стадиях развития. Эту закономерность наблюдали 8 

недель, на более поздних стадиях отметили выравнивание данных показателей.  
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Ускоренное развитие зеленой массы растений в опытной теплице под пленкой МП спо-

собствовало более быстрому переходу растений в репродуктивную фазу развития и более 

ранним срокам начала плодоношения. Появление первых плодов у обоих гибридов в опыт-

ной теплице отметили на 50-е сут. вегетации.  Плодоношение гибридов огурца Маринда и 

Кураж в контрольной теплице отметили на 3 и 5 сут. позже, т.е. у 53-суточных и 55-

суточных растений соответственно. 

Более ранние сроки начала плодоношения гибридов в опытной теплице под пленкой 

МП привело к увеличению их продуктивности по сравнению с контролем. Так за первые 10 

сут. продуктивность гибридов Кураж и Маринда составила 3,9 кг/м
2
 и 3,0 кг/м

2
 относительно 

контрольной теплицы – 1,6 кг/м
2
 и 2,0 кг/м

2
 соответственно.  

На конец эксперимента (133 сут.) установили увеличение урожайности гибридов огурца 

Маринда и Кураж в опытной теплице под пленкой МП по сравнению с контрольными расте-

ниями на 13 и 35 % соответственно (табл. 2). При этом отметили, что увеличение урожайности 

в опытной теплице происходит за счет увеличения количества плодов, а не их массы. 

Хотя для опытных растений под пленкой СП первые 7 недель наблюдали ускоренный рост 

и развитие, сроки начала плодоношения обоих гибридов достоверно не изменились по сравне-

нию с контрольными растениями. Однако отметили понижение интенсивности их плодоноше-

ния относительно контроля. С начала сбора первых плодов и до конца вегетации эта закономер-

ность практически не менялась. Это привело к уменьшению урожайности гибридов Маринда и 

Кураж под пленкой СП относительно контроля на 26 и 8 % соответственно (табл. 2). 

Таблица 2 - Урожайность гибридов огурца в 2012-2013 годах, культивируемых в защи-

щенном грунте под полиэтиленовыми пленками (120 мкм) на агробиостанции ТГПУ (г. 

Томск, посадка семян в грунт – 23 мая, ликвидация культуры – 03 октября)  

Table 2 - Cucumber yield hybrids in 2012-2013, cultivated in greenhouses under polyethylene 

films (120 microns) on agrobiostation TSPU (Tomsk, planting seeds in the ground - 23 May, the 

elimination of Culture - 03 October) 

Показатели 
Вариант 

теплицы 

Гибрид огурца 

Кураж Маринда 

Урожайность, кг/м
2
 

Контроль   22,41 ± 0,81   25,50 ± 0,71 

Мп   30,40 ± 2,10   28,97 ± 0,83 

Сп   20,60 ± 0,71   18,81 ± 0,92 

Количество плодов, шт/м
2
 

Контроль 282,00 ± 0,79 366,00 ± 0,69 

Мп 372,90 ± 2,12 364,09 ± 0,81 

Сп 240,69 ± 0,76 237,00 ± 0,89 

Средняя масса плода, г 

Контроль   79,46 ± 0,92   69,66 ± 0,74 

Мп   81,53 ± 1,96   79,56 ± 0,76 

СП   85,93 ± 0,68   79,38 ± 0,94 

Изменение урожайности по 

отношению к контролю 

кг/м
2
 

МП     7,99 ± 1,30     3,47 ± 0,53 

СП  - 1,73 ± 0,41   - 6,69 ± 1,59 

% 
МП 135,69 ± 4,34 113,62 ± 0,39 

СП   92,31 ± 0,81   73,79 ± 0,56 

Заключение 
Эффективность применение термических полиэтиленовых пленок для выращивания 

гибридов огурца Кураж и Маринда в защищенном грунте определяется как типом использу-

емого нанесения на поверхность пленок, так и гибридной принадлежностью огурца. Исполь-

зование полиэтиленовой пленки, поверхность которой модифицирована нанесением наноча-

стиц металлов на основе меди приводит к увеличению урожайности обоих гибридов. По 

сравнению с немодифицированной пленкой применение пленки, модифицированной нанесе-

нием наночастиц металлов на основе серебра, ухудшает интенсивность плодоношения ис-

следуемых гибридов, значительно уменьшая их урожайность. 
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CHANGES IN PRODUCTIVITY CUCUMUS SATIVUS IN GREENHOUSES 

UNDER THE THERMIC POLYETHYLENE FILM 

Minich A.S., Minich I.B., Permyakova N.L., Ivanitsky A.E., Butsenko E.S. 

 

Cucumis sativus L., productivity, greenhouse, thermic controlled film  

 

Studied the efficiency of Cucumis sativus L. two hybrids Courage and Marinda in greenhous-

es under thermic polyethylene films. Films developed by the Institute of High Current Electronics 

SB RAS (Tomsk). Both hybrids under the film-modified particles based on copper, reported an in-

crease in productivity by 13% (Marinda) and 35% (Courage), and under the modified particles of 

the silver-based - the decrease of productivity. 
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Введение 
Одной из важнейших особенностей инновационных технологий в картофелеводстве 

является применение регуляторов роста, влияющих на продукционный процесс и обеспечи-

вающих защитные функции картофеля.  

Исследованиями А.Н. Постникова, О.Б. Осетровой [4]  установлено, что  самая высокая 

величина этого показателя в среднем за два года исследований (40,8 т/га)  была в варианте с 

двукратным использованием Циркона (прибавка к контролю составила 46,2 %).   

Одним из основных условий является обеспечение  растений   элементами питания. Ве-

личина урожая закономерно лимитируется элементом, который находится в минимуме. Мак-

симальная продуктивность достигается при обеспечении всеми элементами и в нужных про-

порциях, т.е. при сбалансированном питании [1-3]. 

В связи с тем, что данных по изучению влияния регуляторов роста на растения карто-

феля мы решили изучить препараты Альбит и Силк на раннем сорте Ред Скарлетт. 

Материалы и методы 

Почва серая лесная, среднесуглинистого гранулометрического состава. Рельеф опытно-

го участка ровный. Мощность пахотного слоя 26-28 см, рН солевой вытяжки – 5,6, содержа-

ние гумуса по Тюрину – 3,79, легкогидролизуемого азота – 148, подвижного фосфора – 135 и 

обменного калия – 185 мг/кг почвы.   

Общая площадь делянки – 72,0, учетная – 60,0 м².  Повторность опыта трехкратная. 

Предшественник озимая пшеница. Глубина посадки  8-10 см. Посадку проводили клубнями 

средней фракции (60-65 г).  Для посадки использовались клубни первой репродукции. Густо-

та посадки 53,2 тыс. клубней на 1 га.   

Гребни с междурядьем 75 см нарезали  четырехрядной гребнеобразующей фрезой. 

Протравливание клубней препаратом Престиж КС (1,0 л/т, с расходом рабочей жидкости 10 

л/т) проводили при посадке. Органические удобрения (20 т/га) вносили под осеннюю вспаш-

ку, минеральные удобрения,  рассчитанные на урожайность 30 т/га клубней (N58Р45К99) во 

время посадки. Уход за посадкой состоял  из фрезерования почвы, при котором сорняки уни-

чтожались и заделывались в почву. После усадки почвы вносили гербицид Зенкор Техно 

ВДГ в дозе 1,2 кг/га. Против фитофтороза использовали Ридомил голд МЦ (2,5 кг/га) и медь-

содержащие препараты.   Альбит ТПС для обработки клубней перед посадкой использовали 

в расчете 100 г/т, расходом рабочей жидкости 10 л/т. Для некорневого внесения 50 г/га с рас-

ходом рабочей жидкости 400 л/га. Препарат Силк использовали в расчете 100 мл/т клубней 

(10 мл д.в./т), опрыскивание листовой поверхности (двукратная обработка) - 100 мл/га (10 мл 

д.в./т) в фазе бутонизации и через 10 дней. Опыты закладывали на двух фонах питания: 1. 

Без удобрений. 2. Удобрения рассчитанные на урожайность 30 т/га клубней. 

Схема опыта: 1.Контроль (вода). 2. Обработка клубней. 3. Обработка растений. 4. Об-

работка комплексная (клубни + растений двукратно). 
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Результаты и обсуждение 
Установлено, что применение регулятора роста Силк для обработки клубней перед по-

садкой в зависимости от фона питания    увеличило  урожайность клубней на 2,10-3,27 т/га, 

препарата Альбит на 1,75-2,35 т/га.  Некорневая обработка Силком   во время вегетации по-

высила урожайность на 3,32-4,10 т/га, Альбитом на 2,80-3,45 т/га. При комплексной обработ-

ке (клубни + листья) соответственно на 5,56-7,35 и 4,87-5,91 т/га.  

В контроле без применения регуляторов роста урожайность составила 25,6 т/га (табл. 1). 

 

Тыблица 1 - Урожайность клубней картофеля  сорта Ред Скарлетт в зависимости от фо-

на питания и применения регуляторов роста, 2013 г. 

Table 1 - Productivity of potatoes sorts Ed Scarlett depending on the background of the sup-

ply and application of growth regulators, 2013 

Фон 

питания 

Способ 

применения 

препаратов 

Урожайность, т/га 

2013 г ± от фона 

питания 

± от регулятора 

роста 

биологи-

ческая, т/га 

Без удоб-

рений 

Контроль (вода). 15,57 - - 16,92 

Обработка регулятором роста Силк 

Обработка клубней 17,67 - + 2,10 18,90 

Обработка листьев 18,89 - + 3,32 20,25 

Обработка комплексная 21,13 - + 5,56 23,46 

Обработка регулятором роста Альбит 

Обработка клубней 17,32 - + 1,75 18,66 

Обработка листьев 18,37 - + 2,80 19,75 

Обработка комплексная 20,46 - + 4,87 21,87 

Расчет на 

30 т/га 

Контроль (вода). 25,60 +10,03 - 27,12 

Обработка регулятором роста Силк 

Обработка клубней 28,87 + 11,20 + 3,27 30,10 

Обработка листьев 29,70 + 10,81 + 4,10 31,26 

Обработка комплексная 33,95 + 12,82 + 7,35 34,52 

Обработка регулятором роста Альбит 

Обработка клубней 27,95 + 10,63 + 2,35 29, 45 

Обработка листьев 29,05 + 10,68 + 3,45 30,51 

Обработка комплексная 31,51 + 11,05 + 5,91 32,95 

 

При использовании препарата Альбит эти показатели составили от 10,63 до 11,05 т/га. 

Наиболее эффективным оказался вариант с  обработкой клубней + двукратно листьев    регу-

лятором роста Силк и внесение расчетных доз удобрений на урожайность 30 т/га клубней, 

при котором прибавка урожая составила 7,35 т/га. 

Накопление крахмала под действием регуляторов роста, применяемых на клубнях и по 

растениям, более интенсивно идет при замачивании, по сравнению с вариантом некорневого 

внесения в пределах одного варианта фона основного внесения удобрений. 

Обратная закономерность наблюдалась по витамину С на обоих фонах питания. Мак-

симальное накопление витамина С на фоне без применения удобрений отмечено при  некор-

невом опрыскивании регуляторами роста (19,2-19,6 мг%) против 18,5 % на контроле) и при 

комплексном применении (20,3-21,2 мг % соответственно). 

Обработка регуляторами роста способствовала снижению нитратов в клубнях, что объ-

ясняется развитием корневой системы под действием регуляторов роста, более легким усво-

ением питательных веществ, особенно азотистых, из почвы и активизацией каталитических 

реакций питания растений, что позволило получить наиболее экологически чистый продукт. 
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Заключение 

Некорневые подкормки регуляторами роста привели к росту урожайности на 2,80-4,10 

т/га. Комплексное применение регуляторов роста увеличило урожайность на 4,87-7,75 т/га.  

Внесенные удобрения в расчете на урожайность 30 т/а в зависимости от варианта примене-

ния регуляторов роста обеспечили прирост урожая на 10,63-12,82 т/га.  Применение регуля-

торов роста способствовало большему накоплению крахмала в клубнях, наиболее   интен-

сивно оно происходило при замачивании клубней перед посадкой,  Обратная закономерность 

наблюдалась по витамину С на обоих фонах питания. Наибольшее накопление витамина С 

отмечено  при комплексном применении регуляторов роста (обработка клубней + двукратное 

некорневое внесении препаратов. 
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THE INFLUENCE OF GROWTH REGULATORS AND ESTIMATED DOSES 

OF FERTILIZERS ON POTATO PRODUCTION IN THE FOREST-STEPPE 

OF THE MIDDLE VOLGA REGION 

Mostyakova A.A., Vladimirov C.V., Vladimirov V.P. 

 

variety, estimated fertilizer dose, dose, productivity, growth regulators  

 

It is established that the application of growth regulators, silk for treatment of tubers before 

landing, depending on the background supply increased tuber yield on 2.10-3.27 t/ha, drug Albite 

1.75-2.35 t/ha. 
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УДК 581.1 

ВЛИЯНИЕ ГУМАТОВ Na, K, Fe НА АКТИВНОСТЬ АНТИОКСИДАНТНОЙ 

СИСТЕМЫ γ-ОБЛУЧЕННЫХ ПРОРОСТКОВ ПШЕНИЦЫ 

Муслимова З.Г., Фараджов М.Ф., Мамедли С.А. 

 

Институт радиационных Проблем НАН Азербайджана, Б.Вагабзаде 9, г. Баку,  AZ1143, 

Азербайджанская республика, E-mail: zohre-huseynova@rambler.ru 

 

пшеница, γ- облучение, перекисное окисление липидов, антиоксидантная активность, мало-

новый диальдегид. 

 

Известно, что радиоактивное излучение оказывает повреждающее  действие на биоло-

гические системы. Повреждение инициируемый свободными радикалами,  усиливается за 

счет активных форм кислорода (АФК), которые вызывают нарушение целостности клеточ-

ных структур [4]. Организмы способны  защитить себя от разрушающего действия свобод-

ных радикалов за счет высокоактивной антиоксидантной системы [2]. Перекисное окисление 

липидов (ПОЛ) является индикаторной реакцией повреждения клеточных мембран в резуль-

тате действия стресс факторов, в том числе радиации. В результате ПОЛ образуется конеч-

ные метаболиты (малоновый диальдегид, этан, пентан и др.), реагирующие с тиобарбитуро-

вой кислотой (ТБК - реагирующих продуктов) [5]. 

Установлено стимулирующее действие гуминовых соединений на рост и развитие рас-

тений, повышение их устойчивости к неблагоприятным факторам окружающей среды [1, 3]. 

Однако их радиопротекторная функция не достаточно изучена.  

К концу двадцатого века, одной из актуальных проблем является химическое загрязне-

ние окружающей среды и разработка новых радиопротекторных веществ. Под протекторным 

действием гумусовых кислот подразумевают их способность связывать в прочные комплек-

сы как ионы радионуклидов, так и органические экотоксиканты в загрязненных водных и 

почвенных средах [5,8].  

Таким образом, получение и исследование биологической активности и радиопротек-

торных свойств гуминовых комплексов  металлов (гумат натрия, гумат калия и гумат железа) 

представляется весьма актуальным направлением. 

Материалы и методы 

Объектом исследования служили семена пшеницы. Для изучения  радиопротекторных 

свойств гуматов семена обрабатывали в течение 15 ч в 0,001 %-  ных растворах гуматов K, 

Na и Fe. После этого семена подвергали общему равномерному γ- облучению от источника 
60

Со на установке «Рхунд» в дозе 200 Гр. Семена проращивали в чашках Петри. Изменение 

интенсивности ПОЛ измерили по содержанию вторичного продукта ПОЛ - МДА с помощью 

метода Costa c соавторами [7]. Метод основан на том, что при высокой температуре в кислой 

среде МДА реагирует с  ТБК, образуя розовый триметиловый комплекс. Для анализа продук-

тов ТБК 1 г сырой массы проростков гомогенизировали в фарфоровой ступке с небольшим 

количеством реакционной смеси, состоящей из 0,25 % раствора тиобарбитуровой кислоты 

(ТБК). Гомогенат переносили в стеклянную пробирку небольшими порциями реакционной 

смеси. Пробы перемешивали и помещали в нагретую до 95
0 

С водяную баню на 30 мин. За-

тем содержимое проб переносили в центрифужные пробирки и центрифугировали 10 мин 

при 10000 g. Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре Multiscan Go фирмы 

Thermo Scientific Финландия при Д=532 нм и Д=600нм. Содержание ТБК- реагирующих про-

дуктов выражали в мМ/г сырого веса.  

Результаты и обсуждение 

Как видно из рисунка 1, изменения в динамике накопления вторичных продуктов пере-

кисного окисления липидов в культуре ткани пшеницы после действия  гамма излучения вы-

являются достаточно четко. Содержание ТБК-реактивных продуктов в ткани непосредствен-
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но после облучения существенно возрастало. Через две и три недели эта разница носила ме-

нее выраженный характер. 

 
Рисунок 1 - Перекисное окисление липидов, мМ\гр.с.м: 1 – контроль; 2 – облученный 

контроль; 3 – гумат натрия; 4 – гумат калия; 5 – гумат железа 

Figure 1 - Lipid peroxidation , mM\g wet weight: 1 – control; 2 – irradiated control; 3 – Na - 

humat 4 – K - humat; Fe - humat 

 

Литературные данные дают основание предположить, что γ-облучение может являться 

индуктором перекисного окисление липидов в листьях пшеницы. Было обнаружено что, од-

ним из первичных ответов растительной ткани на облучение выражался в повышение содер-

жания вторичных продуктов перекисного окисления.  

Кроме этого, для полного представления о действие радиации на растительной ткани 

мы также изучали динамику роста растений и всхожесть семян. 

 
Рисунок 2 - Всхожесть семян, %: 1 – контроль; 2 – облученный контроль; 3 – гумат 

натрия; 4 – гумат калия; 5 – гумат железа 

Figure 2 - Seed germination, %: 1 – control; 2 – irradiated control; 3 – Na - humat  4 – K - 

humat; Fe - humat 

 

Как видно из рис. 2, облучение семян высокими дозами понижает всхожесть семян, 

обработка семян гуминовыми комплексами, по сравнению с облученным контролем 

повышает всхожесть семян. Самый лучший результат наблюдается у семян обработанными 

K-гуматом.  

Облучение не оказывало сильно выраженное влияние на рост проростков, но 

подавляющие действие наблюдается. Обработка семян Fe-гуматом по сравнению другими 

гуматами дает наилучший результать.  

Мы показали, что облучение семян в высоких дозах повышает содержание в них пере-

киси водорода, супероксидного и гидроксильного радикала и таким образом активирует 

ПОЛ и вызывает активацию антиоксидантной системы растений. Кроме того снижается 

всхожесть семян. Также показали, что предварительная обработка семян пшеницы гумино-

выми  комплексами разных металлов  снижает действие радиации на всхожесть семян и на 

рост растений. Обработка семян этими комплексами, также подавляет активацию ПОЛ и та-

ким образом защищает растения от разрушительного действия ионизирующей радиации. 
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INFLUENCE OF NA, K, FE HUMATES ON ACTIVITY OF ANTIOXIDANT SYSTEM 

OF γ-IRRADIATED WHEAT GERMS 

Muslimova Z.H., Farajov M.F., Mamedli S.A 

 

wheat, γ-irradiation, lipid peroxidation, antioxidant activity, malon dialdehyde 

 

The activity of the antioxidant system of seedlings obtained from γ- irradiated seeds of wheat 

were investigated. High doses of ionizing radiation reduced seed germination and stimulated lipid 

peroxidation in a one-week seedlings. In the further development of seedlings, differences in the 

growth and activity of the antioxidant system leveled. Obtained metal humic complexes (Na hu-

mate, K humate and Fe humate) reduced the damaging effects of ionizing radiation on plants. 
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оборудование для варки сусла, минипивоварни 

 

В предыдущей работе [1] было отмечено, что для минипивоварен чрезвычайно важно, 

чтобы варочное оборудование занимало минимальную площадь и обладало при этом низкой 

металло- и энергоёмкостью. Сравнительная оценка варочного оборудования различных кон-

струкций выявила в нём следующие недостатки: 

- оснащение технологических аппаратов паровыми рубашками в значительной степени 

увеличивает их металлоёмкость; 

- использование механических перемешивающих устройств в заторно-сусловарочных 

агрегатах требует наличия сложного дорогостоящего и энергоёмкого привода; 

- использование внутренних электронагревателей в основных технологических аппара-

тах приводит к образованию пригара на их рабочей поверхности и, как следствие, к сниже-

нию эффективности их работы. 

На рис.1. представлена установка для приготовления сусла, включающая в себя вароч-

ное оборудование, конструкция которого исключает вышеперечисленные недостатки. 

Установка работает следующим образом: заторно-сусловарочный аппарат 1 заполняют 

водой до определенного уровня, затем включают насос 3.  Вода циркулирует через выносной 

теплообменник 2, в межтрубное пространство которого подают пар. По  достижении заданной 

температуры воды, в аппарат 1 засыпают солод. Термическую обработку заторной массы про-

изводят при различных температурах в циркуляционном режиме по заданной программе.  Во 

время процесса затирания открывают клапаны Р1, P2, Р3 и Р10, а также паровой клапан М4. 

Перед окончанием процесса затирания в подситовое пространство фильтрационного 

аппарата 4, с помощью электромагнитных клапанов М1, М3, подают горячую воду до опре-

деленного уровня. После этого затор из аппарата 1 перекачивают в фильтрационный аппарат 

4 с помощью насоса 3 и открытых клапанов  Р1 и Р5. 

После выдержки определённой паузы, в фильтрационном аппарате 4 начинают процесс 

фильтрации сусла, для этого открывают клапаны Р6, Р4, Р10 и включают насос 3. По оконча-

нии процесса фильтрации сусла осуществляют промывку дробины, открыв клапаны М1 и 

Р12.  Затем проводят кипячение сусла с хмелем. Для этого открывают клапаны Р1, Р2, Р3, 

Р10, М4  и включают насос 3, который обеспечивает подачу сусла из фильтрационного аппа-

рата 4 в заторно-сусловарочный аппарат 1 через теплообменник 2. 

Подачей пара в межтрубное пространство теплообменника 2 обеспечивают нагрев сус-

ла до температуры кипения и поддержание этой температуры в течение всего процесса 

охмеления сусла. За 15 мин. до окончания кипячения закрывают клапан Р10, за счёт чего 

сусло поступает в заторно-сусловарочный аппарат 1 только через нижний патрубок, распо- 
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Рисунок 1 - Двухаппаратная установка для приготовления сусла  

Figure 1 - Two-apparate installation for malt extract preparation 
 

ложенный тангенциально к поверхности аппарата, вследствие чего происходит закручивание 

потока и отделение взвешенных частиц от сусла.  

По окончании процесса осветления сусла, все клапаны закрывают и выдерживают пау-

зу в течение 15-ти минут. Затем, открыв клапаны Р1, Р9 и включив насос 3,  горячее сусло 

направляют в двухконтурный пластинчатый теплообменник 5 для охлаждения до требуемой 

температуры. Затем сусло аэрируют и направляют в бродильное отделение.  

Для сравнительной оценки эффективности работы варочного оборудования установок 

различных конструкций с предлагаемой установкой, были проведены опытно-

промышленные испытания, результаты которых представлены в табл. 1. 

Типы установок для варки сусла: 1 – 3-х аппаратная установка фирмы «Destila»; 2 – 2-х 

аппаратная установка фирмы «DBT»; 3 – 2-х аппаратная установка фирмы «ИСМ»; 4 – 2-х 

аппаратная установка фирмы «Destila»; 5 – 2-х аппаратная экспериментальная установка. 

Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что варочное оборудование пред-

ложенной конструкции, по сравнению с оборудованием других конструкций, позволяет по-

лучить сусло, отличающееся от сравниваемых образцов при прочих равных условиях:  

- наибольшими значениями  действительного и видимого экстрактов; 

- наибольшими значениями действительной и видимой степеней сбраживания; 

- высоким уровнем сбраживаемых сахаров. 

Опытный образец пива отличался наибольшим содержанием спирта и низким уровнем, 

не превышающим допустимых значений, таких соединений, как диметилсульфит (ДМС), ди-

ацетил и пентандион, в наибольшей степени отрицательно влияющих на сенсорный профиль 

пива. При этом энергозатраты для опытного образца сусла оказались не выше, чем для срав-

ниваемых образцов. 

Таким образом, экспериментальные данные свидетельствуют о том, что предложенная 

установка, включающая в себя в себя заторно-сусловарочный аппарат с выносным кожухо-

трубным теплообменником и фильтрационный аппарат, является оптимальной с точки зре-

ния занимаемых производственных площадей и с учётом возможности получения сусла и 

пива высокого качества при низких энергетических затратах, что в современных условиях 

особенно актуально для минипивоварен. 
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Таблица 1 - Характеристики образцов сусла и пива, полученных с использованием ва-

рочных установок различных конструкций 

Table 1 - Characteristics of samples a wort and beer, the cooking installations of various de-

signs received with use 

Характеристики образцов 

сусла и пива 

Тип установки для варки сусла 

1 2 3 4 5 

Спирт, об % 4,8 4,65 5,2 5,25 5,28 

Спирт, мас. % 3,8 3,64 4,05 4,11 4,13 

Экстрактивность сусла, % 12,0 11,55 12,3 12,45 12,42 

Плотность, г/см3 1,00975 1,00901 1,0083 1,00843 1,00796 

Действительный экстракт, % 4,71 4,45 4,48 4,52 4,41 

Видимый экстракт, % 2,96 2,76 2,59 2,63 2,5 

Действительная степень сбраживания, % 62,36 62,81 65,18 65,29 65,95 

Видимая степень сбраживания, % 75,38 61,37 63,71 78,93 79,81 

Энергозатраты, ккал/кг 438 419 450 454 451 

Энергозатраты, кДж/100 мл 182 174 186 188 187 

Фруктоза, г/л 0,09 0,12 0,1 0,469 0,477 

Глюкоза, г/л 0,03 0,04 0,08 0,489 0,502 

Сахароза, г/л 1,1 4,1 2,0 2,308 2,253 

Мальтотриоза, г/л 3,4 3,5 2,0 4,708 4,217 

Декстрины, г/л 34,5 27,8 32,4 33,564 33,600 

ДМС, мкг/л 33 27 44 28 29 

Диацетил, мкг/л 98 236 1267 114 118 

Пентандион, мкг/л 49 96 1670 76 77 

 

EXPERIMENT OF VALUATION EFFICIENCY OF WORK EQUIPMENT 

FOR PREPARATION OF MALT EXTRACT FOR SMALL BREVERIES 

Hovhannisyan V.G., Meledina T.V., Prohorthik I.P. 

 

equipment for preparation of malt extract, small breveries 

 

The present experiments data for valuation efficiency of work the equipment diferent con-

structions for preparation of malt extract for small breveries. Proved by experiment economical ef-

ficiency used of the technological schem for preparation of malt extract high quality.  
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УДК 631.8.022.3 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ РЕГУЛЯТОРА РОСТА РЕТАЦЕЛ НА ОЗИМОМ РАПСЕ 

Панасин В.И., Долинина В.В., Рымаренко Д.А. 

 

ФГБУ «Центр агрохимической службы «Калининградский», ул. Молодой Гвардии 2/4, 

г. Калининград, 236038, Россия, E-mail agrohim_39@mail.ru 

 

озимый рапс, регулятор роста растений Ретацел, краткосрочный мелкоделяночный опыт 

 

Введение 
Природно-климатические условия Калининградской области как по термическому 

режиму, так и по влагообеспеченности благоприятны для возделывания озимого рапса. 

Однако в последние годы из-за резких колебаний температур зимой часть посевов этой 

культуры погибала. При этом наименьшие потери от вымерзания установлены в тех 

хозяйствах, где с осени применялись комплексные удобрения и росторегуляторы. Поэтому 

испытание новых регуляторов роста, позволяющих повысить устойчивость растений к 

неблагоприятным условиям в зимний период и устойчивость к полеганию, является в 

настоящее время весьма актуальным. 

Согласно договору № 6-и, заключенному с Автономной некоммерческой организацией 

«Инновационный центр новых технологий и регистрационных испытаний при ВНИИА им. 

Д.Н. Прянишникова», центром агрохимической службы «Калининградский» проведены 

испытания нового регулятора роста растений Ретацел на озимом рапсе. Цель исследований – 

установление биологической эффективности препарата Ретацел»на озимом рапсе. 

Материалы и методы 
Препарат Ретацел представляет собой концентрат эмульсии хлормепикватхлорида с 

содержанием действующего вещества 750 г/л (ISO: Мепикват хлорид, 1,1-диметилпиперидин 

хлорид). Расход рабочего раствора – 250-300 л/га. По данным изготовителя, препарат после 

опрыскивания поглощается листьями и передвигается в точки роста, где ингибирует синтез 

гиббереллинов. При этом рост побегов замедляется, увеличивается их диаметр, что 

способствует повышению устойчивости растений к полеганию. 

Испытания препарата Ретацел проводились в условиях краткосрочного мелкоделяночного 

опыта с озимым рапсом сорта Валеска. Сорт Валеска – линейный сорт нулевого типа немецкой 

селекции (оригинатор – Петерсен, Германия). Включен в Госреестр по Северо-Западному 

региону, в области районирован с 2000 года. Вегетационный период 334 дня. Сорт отличается 

высокой зимостойкостью, устойчивостью к полеганию и высокой урожайностью. 

Почва – дерново-слабоподзолистая глееватая окультуренная легкосуглинистая на 

моренной супеси. Пахотный горизонт характеризуется близкой к нейтральной реакцией, 

средним содержанием органического вещества, высоким содержанием подвижных 

соединений фосфора и калия. Предшественник – залежь. Технология возделывания – 

общепринятая для данной культуры в области. 

Схема опыта: 1. Контроль, без обработки; 2. Ретацел (2 л/га осенью, в фазу 3-4 листьев 

+ 2 л/га весной); 3. Ретацел (3 л/га осенью, в фазу 5-7 листьев + 1,5 л/га весной); 4. (3 л/га 

осенью, в фазу 5-7 листьев + 2 л/га весной). Опыт заложен в четырехкратной повторности, 

общая площадь делянки 50 м
2
, учетная – 25 м

2
. Масличность в семенах рапса определяли по 

ГОСТ 10857-64. Статистическая обработка экспериментальных данных проведена методом 

дисперсионного анализа. 

Результаты и обсуждение 
Величина урожая озимого рапса во многом определяется условиями его перезимовки. В 

фазу возобновления весенней вегетации была проведена визуальная диагностика растений. 

На контрольном варианте гибель составила 24%, на варианте 2 с применением препарата 

Ретацел в ранний срок – 19%, на вариантах  3 и 4 – 14%. Таким образом, исследованный 
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препарат значительно увеличил зимостойкость растений озимого рапса, при этом 

наибольший эффект достигался обработкой Ретацелом в фазу 5-7 листьев. 

Исследуемый препарат способствовал существенному повышению продуктивности 

агроэкосистемы. Так, к моменту прекращения осенней вегетации на контроле общая 

биомасса составила 3,3 т/га, на вариантах с применением Ретацела - 3,7; 4,4 и 4,5 т/га 

соответственно. Весной на обработанных регуляторах роста вариантах наблюдался 

ускоренный прирост биомассы по сравнению с контролем. В фазу начала бутонизации общая 

биомасса составляла по вариантам 13,8; 18,4; 24,1 и 24,4 т/га соответственно. Аналогичная 

закономерность прослеживалась и для массы корней. В фазу начала бутонизации она 

составляла по вариантам 2,9; 4,2; 5,0 и 5,3 т/га. В фазы цветения и зеленого стручка биомасса 

на втором варианте была на 50-60% выше по сравнению с контролем, на третьем и четвертом 

вариантах – в 2 – 2,3 раза выше. Перед уборкой урожая биомасса корней составила на 

контроле 1,82 т/га; на обработанных препаратом вариантах 2,51; 4,34 и 4,40 т/га 

соответственно. Таким образом, применение препарата Ретацел увеличивает общую 

биомассу и биомассу пожнивно-корневых остатков, что снижает потребность в органических 

удобрениях в севообороте. 

Препарат оказал статистически достоверное влияние на урожайность зерна озимого 

рапса (табл. 1). 

 

Таблица 1 - Влияние регулятора роста Ретацел на урожай семян озимого рапса, ц/га 

Table 1 – The effect of plant growth regulator Retacel on seed crop of winter rape 

Варианты Повторения Среднее Прибавка 

урожая 1 2 3 4 

1 22,5 23,5 23,1 23,6 23,2 - 

2 24,2 27,4 24,8 28,1 26,1 2,9 

3 24,7 29,5 31,0 32,9 29,5 6,3 

4 28,5 32,5 28,6 29,6 29,8 6,6 

P = 3,21%; НСР05 = 2,79 ц/га 

 

Варианты 3 и 4 достоверно не различаются, второй вариант дал существенную 

прибавку по сравнению с контролем, но она была значительно ниже, чем на третьем и 

четвертом вариантах. 

Одним из наиболее важных качественных показателей семян озимого рапса является 

содержание в них масла. Обработка растений высокими суммарными дозами препарата 

«Ретацел» (варианты 3 и 4) заметно снизила масличность семян, соответственно на 7,1 и 

10,2% по сравнению с контролем (50,2%), в то время как на варианте 2 статистически 

достоверного снижения масличности отмечено не было. 

Следует отметить, что, несмотря на некоторое снижение масличности семян, варианты 

2 и 3 дали статистически достоверную прибавку выхода масла с 1 гектара. На втором 

варианте выход масла с гектара был на 12% выше по сравнению с контролем, на варианте 3 – 

на 9,0%. Вследствие значительного снижения масличности семян на четвертом варианте 

прибавка выхода масла оказалась недостоверной. 

Выводы 
Осенняя обработка растений озимого рапса регулятором роста «Ретацел» оказывала 

положительное влияние на развитие корневой системы, способствовала повышению 

морозоустойчивости растений. Оптимальный срок осенней обработки – фаза 5-7 листьев. 

Двукратная – осенняя и весенняя – обработка исследуемым препаратом существенно 

повысила урожай семян и выход масла с одного гектара. Оптимальным способом 

применения регулятора роста Ретацел на озимом рапсе является сочетание осенней 

обработки в фазу 5-7 листьев дозой 3 л/га и весенней при возобновлении вегетации дозой 1,5 

л/га.  
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EFFECT OF THE GROWTH REGULATOR RETATSEL ON WINTER RAPE 

Panasin V.I., Dolinina V.V., Rymarenko D.A. 

 

winter rape, growth regulator Retatsel, short-term small plot experience 

 

Experience on winter rape by use of a growth regulator Retatsel showed a significant increase 

in grain yield. The optimal way to use a growth regulator is sprayings plants at autumn with dose of 

3 liters per hectare and at spring - 1.5 liters per hectare. 
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УДК 631.8.022.3 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ РЕГУЛЯТОРА РОСТА МЕССИДОР НА ОЗИМОМ ЯЧМЕНЕ 

Панасин В.И., Долинина В.В., Рымаренко Д.А. 

 

ФГБУ «Центр агрохимической службы «Калининградский», ул. Молодой Гвардии 2/4, 

г. Калининград, 236038, Россия, E-mail agrohim_39@mail.ru 

 

озимый ячмень, регулятор роста Мессидор, краткосрочный мелкоделяночный опыт 

 

Введение 
Озимый ячмень имеет важное народнохозяйственное значение как зернофуражная и 

крупяная культура. Его зерно характеризуется относительно низким содержанием белка, что 

делает его ценным продуктом для пивоваренной промышленности. Ранняя уборка позволяет 

равномерно использовать технику и хорошо подготовить почву для последующей культуры. 

Озимый ячмень значительно превосходит яровой по урожайности, поэтому изучение 

различных методов повышения урожайности и качества зерна озимого ячменя в условиях 

Калининградской области весьма актуально. 

Согласно договору № 11-и, заключенному с Автономной некоммерческой 

организацией «Инновационный центр новых технологий и регистрационных испытаний при 

ВНИИА им. Д.Н. Прянишникова», центром агрохимической службы «Калининградский» 

проведены испытания нового регулятора роста растений Мессидор на озимом ячмене. Цель 

исследований – установление биологической эффективности препарата Мессидор на озимом 

ячмене. 

Материалы и методы 
Препарат Мессидор представляет собой концентрат суспензии мепикват-хлорида с 

прогексадионом кальция (ISO: Мепикват хлорид – 300г/л; прогексадион кальция – 50 г/л). 

Расход рабочего раствора – 300 л/га. По данным изготовителя (БАСФ. Германия), препарат 

ингибирует синтез гиббереллинов, что препятствует растяжению клеток в длину. Это 

обеспечивает укорачивание и укрепление стебля, повышает устойчивость растений к 

полеганию. 

Исследования препарата Мессидор проводились в условиях краткосрочного 

мелкоделяночного опыта с озимым ячменем сорта Уши на дерново-слабоподзолистой 

легкосуглинистой окультуренной почве, характеризующейся близкой к нейтральной 

реакцией, средним содержанием органического вещества, очень высоким содержанием 

подвижных фосфора и калия. Схема опыта: 1. Контроль, без обработки; 2. ЦеЦеЦе-750 – 1,5 

л/га (эталон); 3. Мессидор – 0,6 л/га; 4, Мессидор – 1,0 л/га; 5. Мессидор – 1,5 л/га. 

Повторность – четырехкратная. Обработку росторегуляторами проводили весной в начале 

фазы выхода в трубку. 

Белок в зерне озимого ячменя определяли фотометрическим методом согласно ГОСТ 

10846-91. Статистическая обработка экспериментальных данных проведена методом 

дисперсионного анализа.  

Результаты и обсуждение 
В период вегетации на опытных делянках проводился осмотр растений на предмет 

поражения их болезнями. При осмотре растений в конце фазы выхода в трубку на нижних 

листьях было отмечено проявление гельминтоспориоза. Количество пораженных инфекцией 

растений было различным: 60% на контрольных вариантах, 35% на вариантах 2, 4 и 5, 40% 

на варианте 3. Различия между контрольным вариантом и обработанными 

росторегуляторами статистически достоверны на 5% уровне значимости, Таким образом, 

исследованные регуляторы роста обладают протекторным эффектом. 

Нами исследовалась динамика изменения высоты растений по фазам их развития. В 

фазы конца выхода в трубку, конца цветения и конца налива зерна обработка высокими 
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дозами регуляторов роста (варианты 2 и 5) вызывала несколько большее сокращение высоты 

растений по сравнению с дозами Мессидора 0,5 и 1,0 л/га, однако к моменту наступления 

фазы полной спелости зерна различия сгладились и оказались статистически 

недостоверными. По сравнению с контролем на обработанных регуляторами роста вариантах 

уменьшение высоты растений составило 10 – 14%. 

Перед уборкой урожая нами производилась оценка полегания растений по 

десятибалльной шкале. На контрольном варианте устойчивость к полеганию составила 4,5 

балла, на вариантах 2 и 3 – 7 баллов, на вариантах 4 и 5 – 7,5 баллов. Таким образом, 

препарат Мессидор давал несколько больший эффект по сравнению с контрольным 

препаратом ЦеЦеЦе. 

Уборка урожая проводилась в фазу полной спелости зерна. Учет крожайности 

проводился в пересчете на стандартную влажность зерна (14%). Невысокие дозы препарата 

Мессидор оказали статистически достоверное влияние на урожайность культуры (табл. 1). 

 

Таблица 1 - Влияние регулятора роста Мессидор на урожайность зерна озимого ячменя, 

ц/га 

Table 1 – The effect of plant growth regulator Messidor on seed crop of winter barley 

Варианты Повторения Среднее Прибавка 

урожая I II III IV 

1 34,2 33,2 40,8 30,6 34,7 - 

2 33,0 37,0 39,5 34,1 35,9 1,2 

3 35,2 42,2 40,0 37,4 38,7 4,0 

4 34,0 40,7 39,3 37,2 37,8 3,1 

5 32,1 36,4 38,2 32,3 34,9 0,2 

P = 2,63%; НСР05 = 2,95 ц/га. 

 

Аналогичная закономерность проявилась при учете урожая побочной продукции. 

Повышенные дозы регуляторов роста (варианты 2 и 5) не оказали статистически 

достоверного воздействия на урожайность основной и побочной продукции. Вероятно, 

применение относительно высоких доз регуляторов роста наряду с увеличением площади 

листа привело к уменьшению количества листьев на одном растении, в результате чего 

общая площадь фотосинтетически активной поверхности осталась приблизительно на уровне 

контроля. 

Одним из наиболее важных показателей качества зерна озимого ячменя является 

содержание в нем белка. Повышение содержания белка – это положительное явление при 

заготовке зерна на корм, но при этом пивоваренные качества зерна ухудшаются. Обработка 

препаратом Мессидор привела к некоторому снижению содержания белка в зерне (табл. 2). 

Анализ структуры урожая не выявил статистически достоверных результатов действия 

обоих регуляторов роста. Отмечалась тенденция некоторого увеличения массы зерен на 

одном растении и массы тысячи зерен. 

Выводы 

Обработка растений озимого ячменя в начале фазы выхода в трубку препаратом 

Мессидор способствовало уменьшению количества пораженных гельминтоспориозом 

растений на 20-25%. Регулятор роста Мессидор оказал положительное действие на 

урожайность зерна. Достоверные прибавки были получены на вариантах 3 и 4 (0,6 и 1,0 л/га). 

При этом содержание белка в зерне несколько снизилось. Таким образом, регулятор роста 

Мессидор улучшает пивоваренные качества зерна ячменя. Применение исследованного 

препарата в дозах 0,6 – 1,0 л/га является, на наш взгляд, обоснованным. 
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Таблица 2 - Влияние регулятора роста Мессидор на содержание белка в зерне озимого 

ячменя 

Table 1 – The effect of plant growth regulator Messidor on seed crop of winter barley 

Варианты Урожайность, ц/га Содержание 

белка, % 

Выход 

белка, кг/га 

Прибавка 

белка, кг/га на стандартную 

влагу 

на абсолютно 

сухое вещество 

1 34,7 31,4 12,1 379,9 - 

2 35,9 32,8 11,9 390,3 10,4 

3 38,7 35,0 11,7 409,5 29,6 

4 37,8 34,3 11,7 401,3 21,4 

5 34,9 31,7 11,8 374,1 - 5,8 

НСР05 2,95 2,55 0,4 -  

 

THE EFFECT OF THE PLANT GROWTH REGULATOR MESSIDOR 

ON WINTER BARLEY 

Panasin V.I., Dolinina V.V., Rymarenko D.A. 

 

winter barley, growth regulator Messidor, short-term small plot experience 

 

Experiments on winter barley using growth regulator Messidor showed a significant increase 

in grain yield. At the same time, grain protein content decreased slightly, brewing grain quality im-

proved.  
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Введение 
Одной из важных проблем является выяснение механизмов действия биотических и 

абиотических факторов, в том числе и с использованием трансгенных растений [1]. И в этом 

плане большой интерес вызывают гены десатураз – ферментов, отвечающих за образование 

двойных связей в цепях ЖК и, следовательно, за изменение физических свойств биологиче-

ских мембран [2]. При их введении в геном растений отмечены изменения в функционирова-

нии антиоксидантной системы, что способствует повышению их устойчивости как к низкой 

температуре, так и к действию патогенов [3, 4]. 

Известно, что к числу низкомолекулярных антиоксидантов относятся фенольные со-

единения (ФС), в том числе флавоноиды (ФЛ) – вещества, проявляющие высокую биологи-

ческую активность и синтезирующиеся во всех зеленых клетках растений [5,6]. Предполага-

ют, что они способны инактивировать свободные радикалы, тем самым защищая клетки рас-

тений от активных форм кислорода, возникающих при действии стрессовых факторов [7]. 

Целью исследования было изучение влияние фитофтороза на образование ФС в расте-

ниях картофеля сорта Скороплодный, в том числе трансформированных геном ∆12-

десатуразы. 

Материалы и методы 
Объектом исследования являлись растения картофеля (Solanum tuberosum L., раннеспе-

лый сорт Скороплодный) и полученные из них трансгенные линии с геном ∆12-ацил-

липидной десатуразы (desA). Для получения трансгенных линий использовали конструкции, 

несущие ген desA из цианобактерии Synechocystis sp. PCC 6803 под контролем сильного кон-

ститутивного промотора 35S РНК CaMV [8]. Последовательность гена desA была трансляци-

онно слита с последовательностью репортерного гена licBM3, кодирующего термостабиль-

ную лихеназу. Экспрессия целевого гена была подтверждена результатами полимеразной 

цепной реакции, а уровень экспрессии был оценен по активности лихеназы, входящей в со-

став гибридного белка [4]. Контролем служили нетрансформированные растения.  

Для проведения опытов использовали растения, которые росли в горшках в течение 2 

месяцев при +23-25°С, 16-час. фотопериоде, освещенности 6000-10000 люкс, влажности 75% 

(по 3-5 растений на генотип). 

Сложную расу патогена Phytophthora infestans 1.2.3.4.5.6.7.8.9.10.11xyz выращивали на 

агаризированной среде из отвара овсяных хлопьев при 19°С в течение 14 дней. Суспензию 

для инокуляции получали посредством смыва зооспорангиев стерильной водой (концентра-

ция составляла 20-25 конидий в поле зрения микроскопа при увеличении х120. Заражение и 

оценку растений проводили в соответствии с методами ВНИИКХ [9]. 

ФС извлекали из листьев растений экстракцией 96%-ным этанолом. Содержания суммы 

ФС и ФЛ проводили спектрофотометрическим методом с реактивом Фолина–Дениса и с 1%-

ным водным раствором хлористого алюминия, соответственно [10]. Калибровочные кривые 

в обоих случаях строили по рутину. 
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Результаты и обсуждение 
ФС представляют собой одни из наиболее распространенных в клетках высших расте-

ний представителей  вторичного метаболизма [5]. Достаточно часто уровень их накопления 

связывают с функционированием хлоропластов, являющихся одним из основных мест их 

синтеза [11]. Кроме того, именно эти клеточные органеллы ответственны за синтез ФЛ – 

наиболее распространенных в надземных частях высших растений соединений фенольной 

природы. В связи с этим мы проанализировали суммарное содержание ФС и содержание ФЛ 

в листьях растений картофеля как контрольных, так и опытных вариантов (рис. 1)  

 

 
Рисунок 1 - Содержание фенольных соединений (а) и флавоноидов (б) в листьях кон-

трольных и трансформированных геном desA растений картофеля, в том числе после дей-

ствия P. infestans ( К-контроль, 1-3 – трансгенные линии) 

Figure 1 - The content of phenolic compounds (a) and flavonoids (b) in the leaves of control 

and transformed potato plants of desA, including after exposure to P. infestans (K control, 1-3 - 

transgenic lines) 

 

Для трансгенных растений картофеля характерна более высокая способность к образо-

ванию ФС, по сравнению с контрольным вариантом. Исключением являлась лишь линия 3, у 

которой уровень этих веществ был равен контрольному варианту. 

Как уже отмечалось нами ранее, основными компонентами фенольного комплекса ли-

стьев картофеля являются ФЛ [12]. Их содержание также было выше в трансгенных расте-

ния, особенно у линии 1. Следовательно, при введение гена desA отмечалось повышение 

уровня ФС в листьях картофеля, особенно флавоноидной природы. 

После заражения листьев фитофторой содержание ФС и ФЛ в них значительно увели-

чивалось (в среднем в 2,5 и 2 раза, соответственно). Такой эффект достаточно часто отмечал-

ся и другими авторами [5]. Интересен тот факт, что в большей степени повышается суммар-

ное содержание ФС, а флавоноидов – меньше, что предполагает активацию накопления ФС 

фенилпропаноидной природы. 

Следовательно, растения картофеля, трансформированные геном desA из цианобакте-

рии Synechocystis sp., характеризуются повышенным содержанием AC, по сравнению с кон-

трольными растениями, и более выраженной реакцией на действие патогенов, по сравнению 

с контролем. 
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CHANGE OF PHENOLIC COMPOUND PRODUCTION UNDER 

PHYTOPHTHORA INFESTANS INFLUENCE ON POTATO PLANTS 

TRANSFORMED BY Δ12 ACYL-LIPID DESATURASE GENE 

Pryadekhina E.V., Yuorieva N.O., Derevyagina M.N., Goldenkova-Pavlova I.V., Zagoskina N.V. 

 

potatoes, desaturase, Phytophthora, polyphenols, flavonols 

 

Studied the formation of phenolic compounds in potato plants and derived transgenic lines 

with the gene desA. Established that transgenic plants have a higher capacity for the formation fla-

vonoids and phenolic compounds than the control. After infection with Phytophthora polyphenol 

content in leaves increased significantly, especially in the transgenic lines. 
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Введение 

Полегание растений – одна из наиболее серьезных проблем в технологии выращивания 

озимой пшеницы в почвенно-климатических условиях Калининградской области [1]. 

Для борьбы с полеганием этой важнейшей сельскохозяйственной культуры наряду с 

агротехническими мероприятиями эффективным приемом является применение химических 

препаратов – ретардантов [2-4]. В результате длина соломины уменьшается [4]. 

Традиционно в технологии возделывания озимой пшеницы применяют ретардант 

ЦеЦеЦе 750 (д.в. хлормекватхлорид). Однако эффективность его действия неабсолютна, 

особенно для высокорослых и высокопродуктивных сортов, а его применение ограничивает-

ся сроками ожидания и возможно не позднее 37 стадии [2; 5; 6]. 

Швейцарская фирма Sygenta разработала для применения на озимой пшенице новый 

препарат Моддус (д.в. тринексапак-этил), который, по утверждению разработчиков, не толь-

ко эффективно предотвращает полегание озимой пшеницы и может применяться в более 

поздние сроки - до появления колоса (стадии 39) [7]. Однако эффективность действия этого 

препарата в условиях Калининградской области не изучена. Поэтому целью данной работы 

явилось сравнительное изучение эффективности применения ретардантов ЦеЦеЦе750 и 

Моддуса для борьбы с полеганием озимой пшеницы в агроценозах. 

Материалы и методы 

Объектом исследования явилась озимая пшеница (Triticum aestivum L. emend. Fiori et 

Paol.) интенсивного сорта Зентос (Zentos) немецкой селекции (оригинатор - фирма «SW Seed 

Hadmersleben» GmbH). Пшеницу выращивали по интенсивной технологии с учетом почвен-

но-климатических условий. Почвы опытных полях являлись дерновоскрыто-подзолистыми, 

среднесуглинистыми, рНсол. 6,0-6,5, содержание гумуса 2,6-3%, доступных форм фосфора 

13,1-15,0, обменного калия 29,0-32, мг/100 г, магния 2,1-2,5, кальция 10,5-11,3 ммоль/100 г, 

бора 0,53-06, меди 3,2-3,7, серы 5,9-6,7 мг/кг абсолютно сухой почвы. 

Работа выполнена на базе сельскохозяйственного предприятия ООО «Агро-Нова», рас-

положенном в Черняховском районе Калининградской области. Проводили полевые опыты. 

Количество делянок для каждого варианта опыта – 4, их расположение - систематическое 

шахматным методом [8]. Схема опыта представлена в табл. 1. 

 

Таблица 1 - Схема опыта  

Table 1 - Scheme of the experiment 

Обработка 
Опыт 

Контроль 
1 вариант 2 вариант 3 вариант 4 вариант 

1 обработка ЦеЦеЦе 750 ЦеЦеЦе 750 Моддус ЦеЦеЦе 750 Без ретардантов 

2 обработка 
ЦеЦеЦе750 

+ Моддус 
ЦеЦеЦе 750 Моддус Моддус Без ретардантов 

Полегание,% 1 2 4 4 80 
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Результаты и обсуждение 

Начало весеннего кущения было зарегистрировано 03 апреля. После этого растения пе-

реходили к интенсивному росту и развитию.  

Рост растений продолжался в течение всего изученного временного интервала – с нача-

ла апреля, когда регистрировали начало весеннего кущения, до уборки растений. Увеличение 

длинны стебля происходило в течение всего вегетационного периода, наиболее интенсивный 

рост отмечен в период от начала мая и до середины июля (рис. 1). 

Оба ретарданта тормозили этот процесс, однако эффективность их действия была раз-

личной. Наиболее эффективным был первый вариант обработки. На необработанных, кон-

трольных растениях длина  стебля была наибольшей (рис. 1). 

При этом толщина основания стебля у необработанных растений была значительно 

меньше, чем у обработанных, и эти различия увеличивались в онтогенезе (рис. 2). 

 
 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Аналогичную закономерность наблюдали и в отношении содержания в стеблях расте-

ний структурных полисахаридов - гемицеллюлоз и клетчатки. У необработанных растений 

содержание этих веществ было гораздо ниже, чем у обработанных, особенно по сравнению с 

первым вариантом опыта (табл. 2). 

Заключение 

Проведенная работа позволяет заключить, что Моддус и ЦеЦеЦе 750 сокращая длину 

стебля растений озимой пшеницы и увеличивая толщину его основания,  стимулируя накоп-

ление скелетных образований в стеблях, предотвращают полегание.  Следовательно, изучен-

ные препараты могут быть рекомендованы в технологии возделывания озимой пшеницы для 

борьбы с полеганием. Наиболее эффективно применение ЦеЦеЦе 750 в первую обработку и 

совместное применение  ЦеЦеЦе 750 и Моддуса во вторую. 
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Рисунок 1 – Действие ретардантов Моддус 

и ЦеЦеЦе 750 на длину стебля растений озимой 

пшеницы в онтогенезе. ЦИнститут физиологии 

растенийами на рисунке обозначен вариант опы-

та в соответствии с табл. 1. На оси абсцисс: 1 – 

03 апреля, 2 – 5  мая, 3 – 25 мая, 4 – 15 июня, 5 – 

15 июля, 6 – 25 июля. 

Figure 1 - The effect of retardants CCC and 

Moddus on the stem length of winter wheat plants. 

Figures mean type of treatment according to Table 
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Рисунок 2 – Действие ретардантов Моддус 

и ЦеЦеЦе 750 на толщину стебля растений ози-

мой пшеницы в онтогенезе. ЦИнститут физио-

логии растенийами на рисунке обозначен вари-

ант опыта в соответствии с табл. 1. На оси абс-

цисс: 1 – 03 апреля, 2 – 5  мая, 3 – 25 мая, 4 – 15 

июня, 5 – 15 июля, 6 – 25 июля. 

Figure 2 - The effect of retardants CCC and 

Moddus on the stem diameter of winter wheat 

plants. Figures mean type of treatment according to 

Table 1. Abscissa axis: 1 – 03
rd

 of April, 2
nd

 – 5
th

 of 

May, 3
rd

 – 25
th

 of May, 4
th

 – 15
th

 of June, 5 – 15
th 

of 

July, 6
th

 – 25
th

 of July. 
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Таблица 2 - Действие ретардантов Моддус и ЦеЦеЦе 750 на содержание гемицеллюлоз 

и клетчатки в стеблях растений озимой пшеницы 

Table 2 - The effect of retardants CCC and Moddus on the polysaccharides content in stems 

of winter wheat plants 

Дата Фракции угле-

водов 

Опыт 
Контроль 

1 вариант 2 вариант 3 вариант 4 вариант 

5.07 Гемицеллюло-

зы 4,7 3,3 4,2 3,3 1,5 

Клетчатка 7,8 5,0 6,4 5,3 5,8 

5.08 Гемицеллюло-

зы 0,8 0,7 0,7 0,8 4,3 

Клетчатка 7,3 6,9 5,1 6,4 4,6 
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RETARDANTS IN THE PROTECTION SYSTEM OF WINTER WHEAT 

(TRITICUM AESTIVUM L.) PLANTS 

Reyter A.J., Ron’zhina E.S., Bernikov L.R. 

 

The effect of retardants CCC and Moddus on stem growth and structural polysaccharides 

compound of winter wheat plants in soil and climatic conditions of the Kaliningrad region was stud-

ied. It is shown that both pesticides reduce growth and stimulate hemicellulose and cellulose for-

mation, reducing drowning of plants. It is found out that the most effective treatment is CCC 750 in 

the first processing and combined treatment of CCC 750 and Moddus in the second. In this case 

drowning of plants reduces significantly. It was concluded that Moddus is high-effective new re-

tardant, which may be used in combination with CCC in the technology of winter wheat growing. 
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УДК 581.1 

ВЛИЯНИЕ МЕЛАНГОЗИДА-О НА ПИГМЕНТНЫЙ КОМПЛЕКС И 

БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ ЭНДОГЕННЫХ РЕГУЛЯТОРОВ РОСТА 

В ЛИСТЬЯХ ЯБЛОНИ 

Русу М.М., Шишкану Г.В., Балмуш Г.Т. Мащенко И.Е. 

 

Институт генетики, физиологии и защиты растений НАН Молдовы, 

г. Кишинев, Молдова, E-mail: black78@mail.ru 

 

яблоня, лист, стероидные гликозиды, пигменты, стимуляторы, ингибиторы роста 

 

Рост и фотосинтез – основа единого продукционного процесса, интеграция которых 

тесно связана с гормональной системой и транспортом асимилятов, обеспечивающих слож-

ную донорно-акцепторную организацию организма. Что имеет непосредственное отношение 

к листу – основному донору соединений, используемых растением на рост и поддержание 

жизнедеятельности. 

Одним из важнейших аспектов современных исследований роста, фотосинтеза и про-

дуктивности растений является экзогенная регуляция с целью их оптимизации, где значи-

тельная роль отводится стероидным гликозидам, работающих в малых дозах, способных мо-

дулировать активность эндогенных регуляторов роста, пигментов, обеспечивающих метабо-

лизм растений на определенном для каждой фазы вегетации уровне. 

Материалы и методы 

В своей работе мы взяли за основу, что одним из механизмов регуляции стероидных 

гликозидов является их влияние на обмен эндогенных ауксинов и полифенолов. 

В связи с этим нами изучалось действие одного из представителей данного класса: Ме-

лангозида-О на некоторые ростовые параметры, пигментогенез и биологическую активность 

эндогенных регуляторов роста в листьях яблони, районированных в Молдове, сортов Фло-

рина и Голден Делишес в условиях лизиметра. 

Для изучения влияния Мелангозида-О был заложен опыт по схеме: 1 Контроль (обра-

ботка деревьев водой), 2 Опыт (обработка деревьев раствором Мелангозида-О). За растения-

ми велись фенологические наблюдения. Одновременно проводили отбор проб для анализа 

содержания пигментов (3) и биологической активности свободных ауксинов и ингибиторов 

роста (1). Растворитель изопропанол-аммиак-вода (10:1:1). Оценку пятен на гормональную 

активность вели по приросту отрезков колеоптилей пшеницы сорта Одесская 51. За досто-

верный процент стимуляции принимали 115% и выше, за достоверное торможение – 85% и 

ниже. 

Результаты и обсуждение 

Известно, что у листьев в ходе вегетации происходит смена донорно-акцепторных от-

ношений, регуляция которых тесно связана с фитогормонами – биохимическим «языком», на 

котором общаются органы растения и экзогенными регуляторами роста. 

Проведенные исследования показали, что деревья яблони весьма отзывчивы на приме-

нение Мелангозида-О. Следует отметить, что реакция деревьев на действие препарата была 

неодинаковой, однако на обоих сортах был отмечен положительный эффект. 

Показано, что регуляторная роль Мелангозида-О сохраняется в течение всего периода 

вегетации, что дает возможность направленно регулировать физиологические процессы в 

растении. 

Отмечены коррелятивные взаимоотношения между сортом, функциональными особен-

ностями препарата, интенсивностью роста, содержанием пигментов и активностью фитогор-

монов. 

Так, обработка оказывала стимулирующее действие на процессы роста: усиливала рост 

побегов в длину, способствовала увеличению размеров листовой пластинки – основного ис-

mailto:black78@mail.ru
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точника ассимилятов, от величины которой и ее фотосинтетической активности зависит про-

дуктивность растений. Мелангозид-О приводил к увеличению размеров листовой пластинки, 

где длина и ширина превышала контроль на 5-6%, а площадь на 10-12%, что способствовало 

активации работы фотосинтетического аппарата, интенсивность которого зависит от содер-

жания фотосинтетических пигментов, являющихся одними из чувствительных индикаторов 

реакции фотосинтетического аппарата на экзогенное воздействие и играющих важную роль в 

реализации фотосинтетической функции и продуктивности растений. 

Так, о физиологическом состоянии и фотосинтетической способности листьев можно 

судить по их пигментному уровню – показателю быстрого реагирования. 

Показано, что обработка стимулирующе действовала на пигментогенез. Отмечено, что 

Мелангозид-О способствовал увеличению суммарного содержания зеленых пигментов, хло-

рофилла «а», «b», каротиноидов. 

Особо четкое действие оказывал препарат на содержание хлорофилла «а», что имеет 

важное значение, ибо он определяет физиологическое состояние и потенциальную возмож-

ность растения в формировании урожая. Отмечены различия по сумме хлорофиллов и хло-

рофиллу «а» в зависимости от расположения на вегетативных или репродуктивных образо-

ваниях, где у последних все показания были выше. Показана разница в содержании хлоро-

филла «а» в зависимости от яруса кроны. Обработка способствовала увеличению данного 

показателя в большей степени в среднем ярусе. Отмечено, что соотношение хлорофилл 

«а»/хлорофилл «b» в опыте выше по сравнению с контролем, что свидетельствует о более 

активной фотосинтетической деятельности опытных растений. Мелангозид-О оказывал по-

ложительное влияние и на содержание хлорофилла «b» – дополнительного пигмента, участ-

вующего в миграции энергии и связанного с мобилизацией защитных сил организма. 

Препарат способствовал и увеличению каротиноидов, играющих важную роль в фото-

синтезе, выполняющих защитную функцию, предотвращая разрушение хлорофилла. 

Увеличение при обработке и хлорофилла «b» и каротиноидов, являющихся компонен-

тами антиоксидантной защиты растений важно, что возможно, является усилением адаптив-

ных возможностей данных сортов. 

Анализируя динамику накопления пигментов в различные фазы вегетации, установле-

ны отличия по фонду пигментов и соотношению различных форм хлорофиллов. При обра-

ботке сорта имели больше ассимиляционную поверхность и большее насыщение пигмента-

ми.  

Система стимуляторов и ингибиторов – тот инструмент, которым геном управляет про-

цессами роста и развития. 

Мелангозид-О оказывал влияние на изменение биологической активности эндогенных 

регуляторов роста в зависимости от фазы вегетации, сорта. 

Так в период интенсивного роста однолетних побегов он способствовал возрастанию 

стимуляторной активности, главным образом ИУК, увеличению соотношения стимуля-

тор/ингибитор и некоторому накоплению ингибиторов фенольной природы, которые тесным 

образом связаны с ауксиновым обменом. Наличие фенолов в этот период, возможно, связано 

с тем, что последние участвуя в регуляции ауксинового обмена – блокируют его отток, что 

приводит к увеличению биологической активности ИУК и что, очевидно, связано с увеличе-

нием ростовых параметров листа. Совместное присутствие ИУК и фенолов, возможно связа-

но одновременно с проявлением как рост регулирующих, так и антистрессовых свойств. 

Наибольшие изменения в гормональном балансе под воздействием препарата отмечены 

в период закладки и дифференциации цветочных почек, который характеризовался снижени-

ем стимулирующей активности, в частности ИУК, уменьшением соотношения стимуля-

тор/ингибитор и значительным накоплением ингибирующей активности по сравнению с 

предыдущим периодом. Под влиянием Мелангозида-О отмечено снижение соотношения 

ИУК/флоридзин за счет усиления активности ИУК-оксидазы и флоридзина, являющегося 
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активатором ИУК-оксидазы, а следовательно регуляторов этого соотношения, что указывает 

на значительную роль флоридзина в процессе закладки и дифференциации цветочных почек. 

Заключение 

Таким образом, Мелангозид-О активно воздействует на рост и развитие яблони. Воз-

действие его осуществляется через изменение пластидных пигментов, где основные измене-

ния претерпевают хлорофилл «а», «b», каротиноиды и биологической активности эндоген-

ных регуляторов роста, в частности ИУК и флоридзина, что возможно, является одним из 

механизмов воздействия Мелангозида-О на растение.  

Мелангозид-О – перспективный препарат для яблони. Перспективность его определя-

ется высокой эффективностью, обусловленной низкой концентрацией, обеспечивающей ак-

тивное воздействие на рост, развитие и продуктивность яблони, создавая оптимальный уро-

вень пигментов и стабилизацию гормонального баланса для определенной фазы вегетации. 
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THE INFLUENCE OF THE MELANGOZID-O ON THE PIGMENT COMPLEX 

AND BIOLOGICAL ACTIVITY GROWTH REGULATORS IN LEAFS AN APPLE TREES 

Rusu M., Shishcanu G., Balmush G., Mashcenco N. 

 

apple tree, Malangozid-O, biological activity, hormonal balance, growth stimulators, growth inhib-

itors, pigments 

 

The influence of the vegetal compounds with steroid glycoside structure – Melangozid-O on 

the pigments complex and on the level of the growth stimulators and inhibitors of an apple trees 

was studied. Melangozid-O changed the direction of metabolic processes and growth stimula-

tors/growth inhibitor ratio increase of apple productivity. Melangozid-O can be used for increase 

productivity of apple trees. 
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озимая пшеница, фунгицид- протравитель, эффективность  

 

Продолжительная осенняя вегетация озимой пшеницы в агроклиматических условиях 

Калининградской области благоприятна для инфицирования растений возбудителями болез-

ней в фазу начала кущения. Решающую роль в стабилизации фитосанитарного состояния аг-

роценозов озимой пшеницы на ранних этапах развития растений играет предпосевное про-

травливание семенного материала. В хозяйствах региона, где до 100% семян обрабатываются 

фунгицидами, рациональный выбор протравителя и определение его влияния на развитие 

болезней является актуальным и своевременным решением вопроса эффективности этого 

приема. 

Материалы и методы 

Опыты из пяти вариантов в четырех повторностях по определению эффективности 

протравливания проводились в ЗАО «Залесское молоко» Полесского района в течение трех 

вегетационных периодов. Испытывали фунгициды: Дивиденд Экстрим с нормой расхода 

0,75 л/т (действующее вещество дифеноконазол+ципроконазол, производитель ООО «Син-

гента», Швейцария), Кинто Дуо - 2,5 л/т (действующее вещество тритиконазол+прохлораз, 

БАСФ, Германия), Ламадор - 0,2 л/т (действующее вещество протиоконазол+тебуконазол, 

Байер, Германия), Планриз - 0,5 л/т (Pseudomonas fluorescens, штамм АР-33) на фоне кон-

троля без протравливания [1]. Объектом исследований явилась озимая пшеница сорта Цо-

бель РС1 семенного назначения (страна происхождения Германия). 

Общая площадь опытных полей от 21 га до 60 га, делянок – 0,9 га, предшественник - 

яровой рапс. Тип почвы - дерново-слабоподзолистая глееватая; гранулометрический состав – 

лёгкий суглинок. Агрохимические показатели: содержание гумуса в пахотном слое 2,2-2,5%; 

Р
н
солевой 5,6-6,7; доступного фосфора 31,6-33,1мг/100г; доступного калия 24,2-24,8 мг/100г; 

доступной серы 10,8-12,1мг/кг. Срок сева - 25 сентября с нормой высева семян 180 кг/га (по-

севной агрегат: трактор JD8530 + сеялка Horsch). Протравливание проведено непосредствен-

но перед посевом с помощью протравочной машины ПС-10. Контроль состояния растений 

озимой пшеницы и фитосанитарной ситуации в посевах осуществляли в течение осенне-

весеннего периода вегетации культуры [2]. 

Результаты и обсуждение 

Мониторинг фитопатологического состояния агроценозов озимой пшеницы в агро-

ландшафтах Калининградской области указывает на наличие в осенний период следующих 

болезней листового аппарата: мучнистая роса (Erysiphe graminis Д.С.), бурая ржавчина (Puc-

cinia recondita Rob. et Desm.), септориоз листьев (Septoria tritici Rob.). Анализ динамики рас-

пространения болезней показал, что ежегодно в фазу начала кущения симптомы септориоза 

проявлялись на 2-10 % растений, мучнистой росы - на 2-6 % растений, бурой ржавчины – на 

1-12% растений. В благоприятных погодных условиях для развития болезней годы число за-

раженных растений мучнистой росой достигало 20%, мучнистой росой 14-47%, бурой ржав-

чиной 45-53% (табл. 1). 

Результаты наших наблюдений в рамках полевого опыта по применению фунгицидов-

протравителей показали распространение листовых инфекций озимой пшеницы в условиях 

теплой и продолжительной, с достаточным увлажнением осени 2013 г., когда прекращение  
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Таблица 1 - Динамика распространенности болезней озимой пшеницы в осенний пери-

од вегетации в агроценозах озимой пшеницы Калининградской области, %  

Table 1 - Dynamics of disease spread during autumn vegetation period in agrocnosises of 

winter wheat, Kaliningrad region, % 

Название 

болезни 

Годы 

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 

Септориоз 

листьев   2 20   3 2   1 6 10   5 10 19 

Мучнистая 

роса    3 47   6 2 16 6   5   6   5 14 

Бурая 

ржавчина 45 53 10 0   0 1   2 12   2   2 

 

вегетации растений наблюдалось во второй половине ноября. В фазу кущения озимой пше-

ницы перед уходом в зиму активнее всего развивался септориоз листьев, который был отме-

чен на каждом растении всех вариантов с первым баллом развития. Мучнистая роса была 

обнаружена в варианте с применением Кинто Дуо на 11% растений, тогда как в контроле по-

раженных растений было в три раза больше (35%). Симптомы бурой ржавчины обнаружены 

в контроле на каждом десятом растении, а также в варианте с Дивиденд Экстрим. Слабое 

проявление корневых гнилей отмечено в варианте с Кинто Дуо у 15% растений, с Планризом 

– у 21% растений, тогда как в варианте с непротравленными семенами более половины рас-

тений (53%) было поражено болезнью.  

Несмотря на то, что в предыдущие годы исследований осенью растения были свободны 

от болезней, в ранневесенний период фитопатогенная ситуация обострялась. В фазу кущения 

корневые гнили проявлялись повсеместно с разным числом пораженных растений и 

развитием,  однако в вариантах с фунгицидами Кинто Дуо и Ламадор количество 

пораженных растений (4-10%) меньше, чем в контроле (65-70%) и в других вариантах. 

Признаки септориоза отмечены на каждом растении во всех вариантах, но интенсивность 

развития ниже в вариантах с химическими протравителями Дивиденд Экстрим (21-24%) и 

Ламадор (12-23%), тогда как в контроле она составила 31-34%. Мучнистая роса проявлялась 

на отдельных растениях. 

Учитывая значительные потери урожая (до 25-30%) при активном развитии болезней 

озимой пшеницы во время вегетации протравливание семенного материала является важным 

профилактическим приемом в защите растений от вредных организмов при интенсивных 

технологиях возделывания [2]. 

Анализ биологической урожайности зерна озимой пшеницы показал положительную 

роль предпосевной обработки семян: прибавка урожайности по отношению к контрольному 

варианту варьировала от 7,5 до 31%. Наибольшие значения получены в вариантах, где 

семена были обработаны фунгицидами Ламадор (прибавка урожайности составила 22,1-31%) 

и Кинто Дуо (21-27%) [3]. 

Заключение 
Таким образом, опытное применение фунгицидов при протравливании семян озимой 

пшеницы в агроэкологических условиях Калининградской области продемонстрировало по-

ложительные результаты: по сравнению с контрольным вариантом отмечено снижение раз-

вития болезней в агроценозе культуры и увеличение биологической урожайности.  
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IMPACT OF FUNGICIDES-PROTECTANTS DISEASE WINTER WHEAT 

(TRITICUM AESTIVUM L.) 

Rybkina A.V., Grigorovich L.M. 

 

winter wheat, fungicides-protectants, impact 

 

Thus, the experimental use of fungicides in seed dressing shows the positive results for the 

agro ecological conditions of Kaliningrad region. In comparison with the control, reduce of disease 

spread in winter wheat agrocenosis and increase in biological productivity were experimentally 

proved. 
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озимая рожь, цитодеф, паракват, перекисное окисление липидов, каталаза, аскорбатперок-

сидаза  

 

Введение 
Современные технологии выращивания сельскохозяйственных культур включают исполь-

зование богатого арсенала средств защиты растений от сорной растительности и фитопатогенов. 

При этом высока вероятность негативного воздействия пестицидов на культурные растения. Од-

но из интенсивно развивающихся направлений защиты культур от неблагоприятных воздей-

ствий – использование регуляторов роста (РР) различной природы [1]. В то же время эффектив-

ность РР на фоне действия пестицидов (в т.ч. гербицидов) изучена очень слабо [2]. Одной из 

важнейших групп РР являются вещества с цитокининовой активностью; их преимуществом яв-

ляется низкая концентрация, в которой они оказывают специфическое действие, и высокая эф-

фективность в плане повышения стрессоустойчивости растений [3–5]. Одним из новых препара-

тов этой группы является цитодеф [1-фенил-3-(1,2,4-триазол-4-ил)мочевина], разработанный во 

ВНИИ химических средств защиты растений [6] и обладающий выраженной цитокининовой ак-

тивностью [7]. Несмотря на широкое применение РР с цитокининовой активностью для защиты 

растений от стрессов различной природы, механизмы их протекторного действия изучены недо-

статочно. Особый интерес представляет изучение механизмов защитного действия РР на возде-

лываемые культуры при обработке гербицидами с целью повышения устойчивости растений к 

их действию. Целью данного исследования было выяснение концентрационных эффектов регу-

лятора роста цитодефа и гербицида параквата (метилвиологена) на проявления окислительного 

стресса в молодых растениях озимой ржи, оцениваемого по интенсивности перекисного окисле-

ния липидов и активности антиоксидантных ферментов каталазы и аскорбатпероксидазы. 

Материалы и методы 
Объектами исследования служили семена и молодые растения озимой ржи (Secale cereale L., 

сорт Эстафета Татарстана). Семена замачивали 8 ч в растворах цитодефа (от 10
-11

 до 10
-8 

М/л), про-

мывали водопроводной водой, проращивали на воде до возраста 3 сут. и затем выращивали в рулон-

ной культуре на ½ среде Кнопа при температуре 22–24 °С, 16-часовом световом дне и освещенности 

2000 лк. В качестве водного контроля (ВК) использовали растения, выращенные из семян, замочен-

ных 8 ч в воде. По достижении растениями возраста 7–10 сут. (второй лист) проводили обработку 

разными концентрациями параквата (10, 100 или 250 мкМ). Визуальные повреждения наблюдались 

только при самой высокой концентрации параквата. Спустя 1, 2 и 3 сут. после обработки гербици-

дом в листьях определяли интенсивность перекисного окисления липидов (ПОЛ) по накоплению 

малонового диальдегида (МДА) [8], активность аскорбатпероксидазы (АПО) и каталазы [9]. Все 

опыты повторяли 3 раза, в каждом опыте использовали не менее 10 растений для каждого варианта. 

Статистическую обработку проводили по общепринятым в биологии методикам.  

Результаты и обсуждение 
Интенсивность ПОЛ. Интенсивность процессов ПОЛ показывает степень нарушения кле-

точных мембран при стрессорных воздействиях [4, 8]. Обработка растений ржи паракватом (в 

ВК) приводила к увеличению интенсивности ПОЛ, практически линейному с возрастанием кон-

центрации параквата. Такая тенденция наблюдалась в течение всех трех сут. после обработки 

гербицидом. Предобработка семян озимой ржи цитодефом в изучаемом диапазоне концентра-

ций приводила к увеличению накопления МДА относительно ВК, особенно в концентрациях 10
-
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9 
и 10

-8 
М/л. Очевидно, это косвенно указывает на то, что синтетические РР могут оказывать 

стрессорное воздействие на растения, особенно в относительно высоких концентрациях.  

Обработка семян цитодефом с последующим опрыскиванием растений паракватом приве-

ла к неоднозначным результатам. Так, спустя 1 сут. после обработки гербицидом интенсивность 

ПОЛ была существенно снижена в последействии 10
-11

 и 10
-10

 М/л цитодефа; несколько умень-

шена на фоне высоких доз гербицида – при 10
-9

 М/л цитодефа; и увеличена в последействии об-

работки 10
-8

 М/л цитодефом. Наибольшее снижение интенсивности ПОЛ относительно обрабо-

танного гербицидом варианта выявлено для самой малой концентрации цитодефа (10
-11

 М/л) на 

фоне самой высокой концентрации гербицида (250 мкМ). Сходная динамика сохранялась в по-

следующие дни измерения, с некоторым повышением интенсивности ПОЛ для всех изучаемых 

групп спустя 2 сут. после обработки паракватом. Таким образом, предобработка семян озимой 

ржи цитодефом (особенно в дозах 10
-11

 и 10
-10

 М/л) приводила к снижению интенсивности ПОЛ 

при наибольшей концентрации параквата (250 мкМ), но оказалась менее эффективной при низ-

кой концентрации гербицида (10 мкМ). Также малоэффективной была обработка цитодефом в 

концентрациях 10
-8

 и 10
-9

 М/л. 

Активность каталазы. Каталаза представляет собой один из основных ферментов, участ-

вующих в антиоксидантной защите растительных клеток; ее активность резко возрастает при 

увеличении субстрата (Н2О2), поэтому фермент считается индуцибельным [9]. В наших опытах 

обработка растений ржи (ВК) паракватом вызывала значительное увеличение активности ката-

лазы спустя 1 сут. после обработки, с последующим снижением до уровня контроля спустя 2 су-

ток, и дальнейшее снижение (ниже контроля) спустя 3 сут. после обработки. Предобработка ци-

тодефом привела к небольшому повышению (максимально на 37%) активности каталазы отно-

сительно ВК, наиболее выраженному при концентрациях РР 10
-10

 и 10
-9

 М/л.  

Предобработанные цитодефом растения, подвергнутые действию параквата, показывали как 

увеличение, так и снижение активности каталазы спустя 1 сутки, с последующим уменьшением 

активности фермента с удлинением периода после обработки гербицидом. Полученные результа-

ты по активности каталазы в динамике стрессорного воздействия можно трактовать двояко: с од-

ной стороны, высокая активность фермента свидетельствует о большей интенсивности окисли-

тельного стресса, продуцирующего субстрат для ферментативной активности; с другой стороны, 

чем выше активность каталазы, тем выше антиоксидантная защита растительных клеток. Нужно 

отметить, что предобработка семян озимой ржи цитодефом во всех концентрациях способствовала 

поддержанию активности каталазы на уровне контроля или выше его. Спустя 1 и 2 сут. после об-

работки паракватом наибольшая активность каталазы отмечена в вариантах обработки 10
-11

 − 10
-9 

М/л цитодефом; а спустя 3 сут. после обработки паракватом активность каталазы была более ста-

бильной в группах с концентрацией цитодефа 10
-9

 и 10
-8
 М/л. Таким образом, по мере удлинения 

периода после обработки гербицидом наблюдали смещение оптимальной защитной концентрации 

цитодефа от более низкой (10
-11

 М/л) к более высокой (10
-8
 М/л).  

Активность АПО. Аскорбатпероксидаза является вторым ферментом, задействованным в 

утилизации Н2О2 в растительных клетках, и ее активность также важна для антиоксидантной 

защиты [9]. Выявлено, что обработка паракватом растений озимой ржи вызывала снижение ак-

тивности АПО, прогрессирующее с удлинением периода после обработки. Предобработка рас-

тений цитодефом (ВК) в большинстве вариантов приводила к уменьшению активности АПО. 

Таким образом, действие и гербицида, и РР чаще индуцировало понижение активности АПО, 

что свидетельствует о нарушениях антиоксидантной защиты в растительных клетках [9]. 

В опыте с обработкой растений паракватом на фоне замачивания семян в цитодефе выяв-

лена неоднозначная реакция АПО, т.е. как повышение активности, так и снижение относительно 

гербицида. Более высокая активность АПО спустя 2 сут. после опрыскивания паракватом выяв-

лена у вариантов с предобработкой цитодефом в концентрациях 10
-11

 и 10
-9

 М/л, а спустя 3 сут. – 

10
-11

 М/л цитодефом (для всех концентраций гербицида) и 10
-8

 М/л цитодефом (при концентра-

циях параквата 10 и 100 мкМ).  
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Заключение 
На растениях озимой ржи выявлено, что и предобработка семян цитодефом, и опрыскива-

ние листьев паракватом приводили к появлению симптомов окислительного стресса. Эти эффек-

ты в сильной степени зависели от использованных концентраций. В то же время регулятор роста 

цитодеф способствовал нормализации состояния растений озимой ржи на фоне обработки гер-

бицидом, что проявлялось в снижении интенсивности ПОЛ, нормализации активности каталазы 

и АПО в листьях растений. Максимальному снижению параметров окислительного стресса при 

всех концентрациях параквата способствовала предобработка цитодефом в концентрациях 10
-11

 

и 10
-10

 М/л. Наиболее выраженный защитный эффект цитодефа был в вариантах обработки па-

ракватом в концентрациях 250 мкМ и 100 мкМ.  
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PRETREATMENT OF WINTER RYE SEEDS BY CYTODEF REDUCES THE SEVERITY 

OF OXIDATIVE STRESS CAUSED BY PARAQUAT IN PLANTS 

Semenova A.S., Lukatkin A.S. 

 

winter rye, cytodef, paraquat, lipid peroxidation, catalase, ascorbate peroxidase 

 

The effect of pretreatment of winter rye seeds by synthetic growth regulator cytodef on the change 

the activity of antioxidative enzymes and lipid peroxidation (LPO) was considered in young plants of 

winter rye (Secale cereale L.) affected by paraquat. It was revealed reduction of LPO intensity and sus-

tain the activity of catalase and ascorbat peroxidase after herbicide treatment in plants pretreated by cy-

todef at low concentrations (10
-9

-10
-11

M / L).  
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хранение 

 

Введение 
В России потребление молока и молочных продуктов увеличилось до 248 кг, но не достигло 

еще рекомендуемого рационального уровня  340 кг. Основной оборот в группе молочных продук-

тов по-прежнему определяют традиционные продукты: молоко (31%), творог (15%), сметана и 

масло (19%) [1]. В этих условиях актуальной проблемой является необходимость экономии мо-

лочного сырья для выпуска объемов требуемого количества молочных продукта, т.к. например, 

для изготовления 1 кг творога требуется 5 литров молока. С учетом этого необходимо разрабаты-

вать ресурсосберегающие технологии молочных продуктов путем комбинирования основного сы-

рья с другими компонентами. 

Самым быстрорастущим сектором молочного рынка является производство йогуртов, 

сыров, а также различных десертов, творожных изделий и продуктов с биологическими и 

фруктовыми добавками. Современная теория функционального питания требует новых под-

ходов к созданию пищевых продуктов, сбалансированных по пищевой и биологической цен-

ности. Снабжение населения такими продуктами должно содействовать решению проблем, 

связанных с удовлетворением физиологических потребностей населения различных возраст-

ных групп  в белковых компонентах, а также в незаменимых факторах: витаминах и мине-

ральных элементах. Эти разработки направлены на увеличение творческого долголетия и со-

хранения здоровья населения, профилактику заболеваний, сопутствующих старению. Одним 

из путей улучшения структуры питания является производство обогащенного ягодными 

компонентами творога при одновременном сохранении его качества и сроках хранения.  

Полезные свойства аронии (черноплодной рябины) обусловлены содержанием в ней 

комплекса водорастворимых витаминов (А, С, В1, B2, Е, Р, РР, каротина), минеральных ве-

ществ ( марганца, меди, бора, йода, магния, молибдена, железа), а также антоцианатов. В пло-

дах аронии содержатся сахара, фолиевая, никотиновая, яблочная и другие органические кисло-

ты, дубильные и пектиновые вещества. В плодах рябины (как и в плодах фейхоа) содержится 

много йода, поэтому они полезны при диффузном токсическом зобе. В мякоти ягод найдены 

также амигдалин, кумарин и другие соединения. В листьях и цветках аронии обнаружены про-

изводные кверцетина, большие количества неохлорогеновой кислоты, рутин и гипрозид.  

Сушеные ягоды черноплодной рябины являются также ценным лекарственным сырьем. 

Выявлено, что в 3 столовых ложках (50 г) сухих плодов заключено столько витамина Р, ко-

торое обеспечивает его суточную дозу при авитаминозе. Одними из самых полезных свойств 

этой ягоды являются нормализация артериального давления и понижение уровня холестери-

на в крови. Плоды аронии   назначают при различных нарушениях в свертывающей системе 

крови, кровотечениях, ревматизме, атеросклерозе, сахарном диабете и аллергических заболе-

ваниях. Исследования последних лет показали, что черноплодная рябина улучшает функци-

онирование печени, а регулярное употребление этой ягоды повышает иммунитет и положи-

тельно влияет на работу эндокринной системы.  

Анализ  литературных источников не выявил работы, в которых изучались особенности 

сочетания черноплодной рябины с творогом. С учетом этого проведены экспериментальные 

работы по оценке возможности введения ягод аронии в состав творога, полученного тради-

ционными способами. 
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Материалы и методы 

Исследования по совершенствованию рецептуры творога с использованием аронии   

выполнены применительно к творогу с массовой долей  жира 5%.  В качестве исходного сы-

рья применяли творог, изготовленный двумя способами: кислотным и кислотно-сычужным.  

Ягоды аронии заготавливались в осенний период и хранились до эксперимента в моро-

зильной камере  при температуре минус 8ºС. Перед проведением экспериментальных 

работ замороженную ягоду частично дефростировали и измельчали на блендере в течение 

3мин. В творог добавляли измельченную массу в количестве 5% и тщательно 

перемешивали. Экспериментальные образцы комбинированного творога фасовали по 100 

г в пластиковые контейнеры и хранили в условиях бытового холодильника при температуре 

5-6 ºС.  

Исходные и опытные образцы оценивали по комплексу стандартных органолептиче-

ских, микробиологических, физико-химических  показатели [2, 3]. 

Результаты и обсуждение 

Определение количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микро-

организмов (КМАФАнМ) в процессе хранения комбинированного творога позволило вы-

явить наличие в продукте молочнокислых бактерии рода Streptococcus. Они не являются па-

тогенными, т.к. используются при производстве творога, сметаны, кисломолочных напитков 

и других продуктов. Этот род объединяет виды: Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, 

Streptococcus diacetylactis, Streptococcus acetoinicus, Streptococcus thermophilus. Все молочно-

кислые стрептококки грамположительные, имеют клетки шаровидной формы, располагаются 

в зависимости от вида попарно, короткими и длинными цепочками. Так же были обнаруже-

ны  Lactobacillaceae (молочнокислые палочки), молочнокислые палочки, которые  относятся 

к семейству Lactobacterium. По морфологии эти бактерии имеют форму палочек, располо-

женных по одиночке, попарно, цепочками.  

Из патогенной микрофлоры на питательной среде сабуро были обнаружены плесени P. 

Actinomyces, P. Penicillium, P. Alternaria, P. Oidium.  При проведении микробиологического 

анализа выявлено,  что на черноплодной рябине присутствуют  плесени P. Actinomyces, 

P.Alternaria. Указанные микрорганизмы потом появляются и в твороге с аронией, но при  по-

следующем хранении они погибают.  

При исследовании комбинированного творога бактерии группы кишечных палочек 

(БККП), Escherichia coli, коагулазоположительные стафилококки, патогенные организмы и 

сальмонеллы обнаружены не были. По результатам микробиологических анализов можно 

заключить, что при хранении экспериментальных вариантов творога активного  роста бакте-

рий не наблюдалось. При этом установлено,  что  гигиенические требования безопасности 

пищевых продуктов  для нового продукта не отличались от нормативных значений, регла-

ментированных для  творога, изготовленного традиционным способом (табл.). 

 

Таблица - Показатели качества творога с аронией 

Table - The quality indicators of cottage cheese with chokeberry addition 

Показатели Нормативные 

 значения 

Кислотный способ Кислотно-

сычужный способ 

Массовая доля жира, % 4-5 4,3 4,8 

Массовая доля влаги, % 75,0 72,0-73,0 74,0-75,0 

Кислотность, ° Т 170-230 80,0-90,0 82,0-102,2 

КМАФАнМ, КОЕ/г 1,0∙10
7
 1,0∙10

6
 1,0∙10

6
 

При введении 20% черноплодной рябины в состав творога жирностью 5% видоизменя-

лись в наилучшую сторону органолептические свойства исходного продукта. При этом до-

полнительно зафиксирован приятный цвет и нежный вкус с легким запахом ягод аронии. В 

отсутствии других вкусовых компонентов не было отмечено негативных оттенков вкуса. 
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Физико-химические показатели комбинированных вариантов творога сохранились на 

уровне нормативных данных, характеризующих промышленные партии продукции (табл.). 

В процессе хранения влажность контрольного и комбинированного творога достоверно 

не менялась. Влажность творога с ягодным наполнителем находилась после хранения в пре-

делах от 73,0- 75,0%, что не превысило нормируемый уровень данного показателя. 

Заключение 
Подтверждена целесообразность введения в творог ягод  черноплодной рябины в коли-

честве 20%. Это позволяет получить творожную массу с хорошими вкусовыми, питательны-

ми свойствами. За счет комбинирования можно не только экономить белковый компонент – 

творог, но также и расширить ассортимент творожных изделий с низким диапазоном сахара 

для диабетического питания.  

Предварительно  зафиксирована хорошая хранимоспособность творога. Даже при от-

сутствии специальных тароупаковочных материалов срок реализации экспериментальных 

вариантов комбинированного творога составили 8 дней, вместо 5 дней для контрольных об-

разцов. 
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ADDITION OF CHOKEBERRY IN PRODUCTION OF COTTAGE CHEESE 

Serpunina L., Sechko N. 

 

chokeberry, cottage cheese, quality, acidity, acid method, acid-rennet way storage 

 

Adding of raw fragmented chokeberry to cottage cheese improves organoleptic qualities and 

prolongs the term of its storage up to 8 days.  



330 

 

57.083.332 

АНТИБАКТЕРИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ КЕДРОВОГО СТЛАНИКА 

СЕВЕРО-ВОСТОКА ЯКУТИИ 

Сивцева С.В. 

 

ФГОАУ ВПО «Северо-Восточный федеральный университет им. М.К. Аммосова», 

ул. Кулаковского, 48, г. Якутск, 677000, Россия, E-mail: Lilya_Sivtseva@mail.ru 

 

кедровый стланик, Pinus pumila, экстракты, антибактериальная активность, тест-

культуры 

 

Разработка новых высокоэффективных лекарственных средств для профилактики, кон-

троля и лечения бактериальных  инфекций на основе растительного сырья, является одной из 

важнейших задач современной фармацевтической науки. Большую ценность для медицины в 

качестве основы для создания новых высокоэффективных препаратов для лечения и профи-

лактики бактериальных заболеваний представляют растительные экстракты.  

Летучие вещества лесообразующих хвойных деревьев рода Pinus обладают антибакте-

риальной и антифунгальной активностью [5,6] и широко используются как биологически ак-

тивные вещества [7]. В настоящее время внимание исследователей привлекают лекарствен-

ные растения, экстракты из которых не только обладают бактерицидной активностью, но и 

подавляют персистентный потенциал патогенов [1], что затрудняет их паразитирование в ор-

ганизме хозяина и способствует быстрой элиминации из очага воспаления.  

Несомненный интерес представляет изучение растительных экстрактов, полученных из 

хвойных растений, которые характеризуются высокой биологической активностью. Известно, 

что эфирные масла хвойных растений оказывают противовоспалительное и бактерицидное 

действие, используются при заживлении ран и при лечении гнойных поражений кожи [2,3]. 

В то же время не изучено влияние растительных экстрактов хвойных растений на перси-

стентные свойства условно-патогенных микроорганизмов.  

Связи с этим целью данной работы было исследование различных экстрактов кедрово-

го стланика на антибактериальную активность. Фитомасса объекта исследования собрана во 

время стационарно-маршрутных работ (середина июля) с популяций Оймяконских хребтов 

(Северо-Восток Якутии). 

Нами получены и апробированы водные, водно-спиртовые и спиртовые экстракты 

Pinus pumila  по степени воздействия на рост и развитие тест культур – микроорганизмов ме-

тодом Кирби-Бауэра [4] с модификациями. В качестве тест-культур использованы Staphylo-

coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgar-

is, Bacillus cereus. Для выращивания тест-культур в лабораторных условиях, исследования их 

многообразных свойств и длительного хранения использованы питательные среды, отвеча-

ющие стандартам (по составу, стерильности, прозрачности, легкой усвояемости), создающие 

оптимальные условия  для роста, размножения и жизнедеятельности микроорганизмов.  

По данным эксперимента изученные экстракты Pinus pumila обладают различной бак-

териальной активностью. Спиртовые экстракты обладают высокой ингибирующей активно-

стью (75-80%) по отношению к росту и развитию всех использованных тест-культур, но в 

различной степени (с зоной подавления роста в 0,6-3 см). Водно-спиртовые экстракты про-

явили среднюю антибактериальную активность (45%) по отношению к росту микроорганиз-

мов, и также - в различной степени (с зоной подавления роста в 0,3-0,6 см). Водные экстрак-

ты проявили низкую антибактериальную активность (10-25%) с зоной подавления роста 

тест-культур в 0,2-0,3 см (табл. 1).   
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Таблица 1 - Антибактериальная активность различных видов экстрактов кедрового 

стланика   

Table 1 - Antibacterial activity of various extracts of Pinus pumila  

Вид экстракта Тест-культура Степень 

подавления, %  

Водный Staphylococcus aureus 10±2 

Водно-спиртовой Staphylococcus aureus 45±3 

Спиртовой Staphylococcus aureus 75±2 

Водный аппаратом Соксклета Staphylococcus aureus 15±2 

Водно-спиртовой аппаратом Соксклета Staphylococcus aureus 45±3 

Спиртовой аппаратом Соксклета Staphylococcus aureus 75±3 

Водный Pseudomonas aeruginosa 10±2 

Водно-спиртовой Pseudomonas aeruginosa 45±1 

Спиртовой Pseudomonas aeruginosa 77±1 

Водный аппаратом Соксклета Pseudomonas aeruginosa 20±2 

Водно-спиртовой аппаратом Соксклета Pseudomonas aeruginosa 45±3 

Спиртовой аппаратом Соксклета Pseudomonas aeruginosa 75±2 

Водный Escherichia coli 15±3 

Водно-спиртовой Escherichia coli 45±1 

Спиртовой Escherichia coli 75±1 

Водный аппаратом Соксклета Escherichia coli 25±3 

Водно-спиртовой аппаратом Соксклета Escherichia coli 45±1 

Спиртовой аппаратом Соксклета Escherichia coli 76±1 

Водный Klebsiella pneumoniae 20±1 

Водно-спиртовой Klebsiella pneumoniae 45±2 

Спиртовой Klebsiella pneumoniae 77±1 

Водный аппаратом Соксклета Klebsiella pneumoniae 25±1 

Водно-спиртовой аппаратом Соксклета Klebsiella pneumoniae 45±2 

Спиртовой аппаратом Соксклета Klebsiella pneumoniae 80±2 

Водный Proteus vulgaris 20±3 

Водно-спиртовой Proteus vulgaris 45±2 

Спиртовой Proteus vulgaris 75±1 

Водный аппаратом Соксклета Proteus vulgaris 20±1 

Водно-спиртовой аппаратом Соксклета Proteus vulgaris 45±1 

Спиртовой аппаратом Соксклета Proteus vulgaris 78±2 

Водный Bacillus cereus 15±2 

Водно-спиртовой Bacillus cereus 45±2 

Спиртовой Bacillus cereus 76±1 

Водный аппаратом Соксклета Bacillus cereus 20±1 

Водно-спиртовой аппаратом Соксклета Bacillus cereus 45±1 

Спиртовой аппаратом Соксклета Bacillus cereus 80±2 

 

Спиртовой экстракт кедрового стланика и экстракт, выделенный через аппарат Сокс-

клета, хорошо подавляют рост и развитие Staphylococcus aureus, степень подавления роста и 

развития составляет 75%. Спиртовой экстракт хорошо подавляет рост и развитие 

Pseudomonas aeruginosa, степень подавления роста составляет 77%. Спиртовой экстракт ап-
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паратом Соксклета на 76% подавляет рост и развитие  Escherichia coli. Спиртовой экстракт 

аппаратом Соксклета подавляет рост и развитие Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Bacil-

lus cereus на 80%.  

В целом водный экстракт кедрового стланика проявил низкую антибактериальную ак-

тивность. Водный экстракт аппаратом Соксклета ингибирует рост Staphylococcus aureus на 

15%. Водный экстракт аппаратом Соксклета подавляет рост Pseudomonas aeruginosa на 20%. 

Водный экстракт аппаратом Соксклета подавляет рост Escherichia coli на 25%. Водный экс-

тракт аппаратом Соксклета подавляет рост Klebsiella pneumoniae на 25%. Водный экстракт и 

водный экстракт аппаратом Соксклета подавляет рост т развитие Proteus vulgaris на 20%. 

Водный экстракт аппаратом Соксклета Pinus pumila подавляет рост и развитие Bacillus cereus 

на 20%.  

Таким образом, спиртовые экстракты Pinus pumila можно рекомендовать к использова-

нию для профилактики острых и хронических заболеваний вызванных микроорганизмами, 

или использовать в качестве основы против S. аureus, P. aeruginosa - спиртовой экстракт и 

спиртовой экстракт, выделенный аппаратом Соксклета; против E. сoli, K. pneumoniae, P. vul-

garis, B. cereus - спиртовой экстракт, выделенный аппаратом Соксклета.  
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF PINUS PUMILA NORT-EASTERN YAKUTIA 

Sivtceva S.V. 

 

Pinus pumila, extracts, antibacterial activity, test culture 

 

Water, aqueous-alcoholic, alcoholic extracts and extracts with Soksklet's device of Pinus pu-

mila (Pall.) Regel of the North-Eastern Yakutia (63˚27'30.6" NL, 142˚54'58.0" EL), on antibacterial 

activity are analyzed. 
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ческие элементы 

 

Введение 

В настоящее время для эффективного ведения сельского хозяйства все более актуаль-

ным становится применение биостимуляторов роста растений. На смену химическим сред-

ствам повышения урожайности приходят биоорганические регуляторы роста, в основе раз-

работки, которых лежит культура клеток вторичных метаболитов растительных организмов. 

В данном исследовании при выращивании растений салата предлагается использование уни-

кального препарата Диофур [1, 2], полученного из мутантного штамма культивируемых in 

vitro клеток диоскореи, а также изучение его влияния на метаболические процессы и накоп-

ление биологически значимых химических элементов в листьях данной культуры.  

Целью данного исследования явилось определение влияния препарата Диофур на со-

держание микро - и макроэлементов в листьях салата (Lactuca sativa L.). Основную часть хи-

мических элементов растения поглощают из почвы, поэтому для повышения качества их 

усвоения и обеспечения нормального фито-имуннологического функционирования организ-

ма предложена обработка растений салата биостимулятором Диофур, с последующим анали-

зом содержания в листьях таких химических элементов как калий, медь, цинк, марганец, 

магний и свинец [3]. Также представляло интерес выявление наиболее эффективной методи-

ки обработки растений с последующими рекомендациями. Объектом исследования являются 

растения салата, однолетники, скороспелая культура, период вегетации, которой составляет 

30-40 дней. Урожайность данной культуры составляет 20 – 40 т/га.   

Материалы и методы 

Исследования in vitro производили в динамике роста растений салата. Семена высеива-

лись на специально подготовленную почву с ранжированием эксперимента на 5 групп с уче-

том обработки экспериментальных групп препаратом Диофур. Первая (нулевая) группа яв-

лялась контрольной, в которой растения и семена не подвергались обработке препаратом. 

Вторая экспериментальная группа растений подвергалась предварительному замачиванию 

семян (1 час в растворе Диофура, 1мг/л). Третья экспериментальная группа растений обраба-

тывалась препаратом в процессе роста с интервалом 5-7 дней путем опрыскивания вегета-

тивной массы из расчета 1мкг Диофура на 1 литр воды. Четвертая группа подвергалась и за-

мачиванию семян, и опрыскиванию в процессе вызревания, растения пятой эксперименталь-

ной группы поливали раствором (1 мкг/л) также с интервалом в 5-7 дней.   

Обработка экспериментального материала проводилась методами корреляционного и 

регрессионного анализов, описательной статистики с использованием программ Статистика, 

SPSS и Microsoft Excel.  

Результаты и обсуждение 

Содержание химических элементов в листьях растений различных экспериментальных 

групп оценивали методом нормирования. В ходе данного исследования выявлены следую-

щие закономерности (рис.1).  
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Рисунок 1 - Относительное содержание химических элементов в листьях салата в раз-

личных экспериментальных группах 

Figure 1 - Relative  content of chemical elements in Lactuca sativa L. in various experimental 

groups 

 

Среднее содержание всех исследуемых элементов в биомассе салата в группах, обрабо-

танных биостимулятором, значительно выше значений в контрольной группе. При этом ко-

личественное соотношение среднего содержания таких важнейших химических элементов 

как калий, магний, медь и цинк значительно превышает в экспериментальных образцах 

группы № 3, подвергшихся опрыскиванию препаратом и предварительному замачиванию 

семян. Содержание марганца максимально для образцов из группы № 1 (семена растений 

предварительно замачивались в растворе препарата Диофур). В листьях растений, для кото-

рых применялось лишь опрыскивание, содержание данного элемента лишь в 1,5 раза превы-

шало значения, наблюдаемые для контрольных образцов. По-видимому, это связано с фи-

зиологической ролью марганца, он участвует в ряде энзиматических реакций, в том числе, в 

процессе прорастания семян. Содержание всех химических элементов в листьях растений 

экспериментальных образцов с прикорневым внесением раствора биостимулятора (группа № 

4, рис. 1), значительно уступало значениям для образцов групп № 2 и № 3 и практически не 

превышало контрольное значение.  

В данном исследовании проведен мониторинг содержания свинца в листьях салата. 

Ионы свинца в небольших количествах (<200 мг/кг субстрата) способны оказывать положи-

тельное воздействие на содержание в листьях растений хлорофилла и на интенсивность фо-

тосинтеза. Высокие значения могут оказывать губительное воздействие на ферментативную 

и фотосинтетическую активность растительного организма. Содержание данного микроэле-

мента в нашем исследовании не превышало порового уровня (70 мг/кг субстрата).  В двух 

рассматриваемых вариантах содержание свинца практически не отличалось от контроля. В 

экспериментальных образцах, которые опрыскивались биостимулятором Диофур, содержа-

ние данного микроэлемента в 1,5 -1,7 раз превышало контрольные значения. Полученные 

результаты согласуются с данными [4], из которых следует, что отдельные элементы питания 

усваиваются листьями намного быстрее, чем корневой системой из почвы.  

Таким образом, проведенные исследования показали, что в случае применения  препа-

рата Диофур содержание основных химических элементов в листьях салата преимуществен-

но выше по сравнению с контролем, при этом максимальные результаты отмечены при ком-

плексной обработке данным препаратом, что позволяет рекомендовать препарат Диофур с 

целью повышения резистентной устойчивости при возделывании культуры Lactuca sativa L.  
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In article results of researches on studying of influence of new biologically active preparation 

Diofur on the contents micro and macrocells are given in leaves Lactuca sativa L. And contents 

studying the basic biologically significant elements in leaves of this crop is studied. 
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Введение 

Антимикробные пептиды (АМП) – важнейшие компоненты защитной системы всех 

живых существ [1]. Они подавляют рост и развитие патогенных микроорганизмов, действуя 

в микромолярных концентрациях. Считается, что основной мишенью действия АМП являет-

ся мембрана патогенов, а механизм ингибирования связан с нарушением ее целостности. По 

сходству аминокислотных последовательностей и пространственной структуры выделяют 

несколько семейств АМП растений: дефензины, тионины, гевеино- и ноттиноподобные пеп-

тиды, липид-переносящие белки и харпинины. Исследования АМП необходимы для понима-

ния функционирования сложной, многокомпонентной иммунной системы растений. Помимо 

фундаментального значения, эти работы важны с практической точки зрения: при поиске ге-

нов-кандидатов для трансформации растений и создания устойчивых к болезням форм сель-

скохозяйственных растений. Более того, изучение АМП представляет несомненный интерес 

для разработки на их основе лекарственных препаратов нового поколения. По сравнению с 

традиционными антибиотиками АМП обладают рядом преимуществ: они способны быстро 

убивать клетки-мишени, обладают широким спектром действия, активны в отношении 

штаммов, устойчивых к другим антибиотикам. Важнейшим достоинством АМП является 

трудность селекции устойчивых форм патогенов, что позволяет рассматривать эти соедине-

ния в качестве основы для разработки новых эффективных лекарств.  

Ранее нами из семян высокоустойчивого вида пшеницы Triticum kiharae Dorof. et Mi-

gush. были выделены два новых АМП, WAMP-1a и WAMP-1b, относящиеся к ранее неиз-

вестному подсемейству гевеиноподобных пептидов. Эти пептиды обладали высокой ингиби-

рующей активностью в отношении широкого спектра фитопатогенов [2], и поэтому пред-

ставляли несомненный интерес для дальнейших исследований. Нами было установлено, что 

помимо гексаплоидной пшеницы гены-гомологи WAMP есть у родственных видов Triticum и 

Aegilops [3]. Все они кодируют идентичные пептиды WAMP, различающиеся по единствен-

ному  аминокислотному остатку в положении 34 полипептидной цепи.  

Цель настоящей работы состояла в дальнейшем структурно-функциональном исследо-

вании пептидов семейства WAMP и кодирующих их генов. Конкретными задачами исследо-

вания было (1) выяснение роли замены в положении 34 в биологической активности пепти-

дов WAMP, (2) поиск генов-гомологов пептидов WAMP у представителей семейства Злако-

вые (родов Oryza, Hordeum, Avena, Secale, Triticale).  

Материалы и методы 

Поиск гомологов генов-гомологов пептидов WAMP у представителей семейства Злаковые 

Геномную ДНК выделяли из 3-дневных проростков Злаковых (риса, ячменя, овса, ржи 

и тритикале) с помощью набора реактивов для выделения ДНК Genomic DNA Purification 

Kit. Полученную ДНК (10 нг) использовали в качестве матрицы для ПЦР. Для амплификации 

кодирующей части гена использовали пару специфичных праймеров, сконструированных на 
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основе известной последовательности кДНК. Полученные ПЦР-продукты выделяли из ага-

розного геля, клонировали в pAL-TA-вектор и секвенировали.  

Экспрессия рекомбинантных пептидов в клетках Escherichia coli 

Последовательность ДНК, кодирующую WAMP, получали методом амплификации с 

синтетическими олигонуклеотидами, а затем вставляли по соответствующим эндонуклеазам 

рестрикции в экспрессионный вектор pET-32b(+). Рекомбинантный полипептид получали в 

составе гибридного белка с тиоредоксином. Клетки E. coli BL21 (DE3) трансформировали 

полученной конструкцией. Экспрессию белка индуцировали добавлением IPTG до концен-

трации 0,2 мM. Выделение гибридного белка проводили методом аффинной хроматографии 

на металлоаффинной смоле TALON Superflow. Расщепление гибридного белка по остатку 

метионина проводили бромцианом. Рекомбинантный полипептид выделяли из реакционной 

смеси с помощью ОФ-ВЭЖХ на колонке Luna C18 с использованием градиента ацетонитри-

ла в 0,1% трифторуксусной кислоте. Чистоту целевого полипептида подтверждали МАЛДИ-

времяпролетной масс-спектрометрией и N-концевым секвенированием по Эдману. 

Определение антимикробной активности пептидов 

Антимикробные свойства рекомбинантных пептидов WAMP определяли по степени ин-

гибирования прорастания спор, конидий или зооспорангиев грибов рода Fusarium. Для этого 

методом последовательного разведения готовили растворы пептида разных концентраций и 

добавляли к суспензии спор, содержащей ~4000 спор в 1 мл суспензии. Полученную смесь ин-

кубировали при 22°С. Степень ингибирования прорастания спор оценивали как отношение 

числа проросших спор к общему числу спор в суспензии. Ингибирующую активность пептида 

выражали в виде IC50, то есть такой концентрации пептида, которая необходима для 50%-ного 

ингибирования прорастания спор. Эксперимент выполнялся в трех повторностях. 

Результаты и обсуждение 

Ранее нами из семян пшеницы Triticum kiharae Dorof. et Migush. было выделено два но-

вых антимикробных пептида WAMP-1a и WAMP-1b [2]. Хотя эти пептиды имели гомологию 

с гевеиноподобными АМП растений, они обладали уникальными структурными особенно-

стями: в их молекулах было обнаружено 5 дисульфидных связей; причем расположение ди-

сульфидов в них отличалось от того, что было ранее известно для гевеиноподобных пепти-

дов [2,4]. Кроме того, в хитин-связывающем сайте этих пептидов, который, как полагают, 

непосредственно участвует во взаимодействии с хитином клеточных стенок патогенов, кон-

сервативный остаток серина заменен на глицин. Такой замены не было обнаружено ни в од-

ном хитин-связывающем белке растений. Было неясно, каким образом все это сказывается на 

ингибируюшей активности пептидов WAMP. Поиск генов-гомологов у близкородственных 

видов злаков (Triticum и Aegilops) показал, что они есть практически у всех исследованных 

видов и кодируют идентичные пептиды, различающиеся по единственному 34-ому положе-

нию полипептидной цепи, где встречаются несколько аминокислотных остатков – лизин, 

аланин, глутаминовая кислота и аспарагин [3]. Роль этой замены в биологической активно-

сти пептидов WAMP оставалась неизвестной. В настоящей работе был продолжен поиск ге-

нов-гомологов WAMP у других представителей семейства злаковые. У всех исследованных 

видов (ячмень, овес, рис, рожь, тритикале) были обнаружены гены семейства wamp, кодиру-

ющие предшественники этих пептидов. Все предшественники имеют одинаковую структуру 

и состоят из сигнального пептида, области зрелого пептида и С-концевого продомена. 

Наиболее вариабельными областями молекул предшественников оказался сигнальный пеп-

тид и С-концевой продомен. Последовательность зрелого пептида высоко консервативна, в 

положении 34 выявлены остатки лизина и аланина. Лишь у гомолога WAMP ячменя в этом 

положении обнаружен валин, кроме того, у этого пептида есть и ряд других отличий в ами-

нокислотной последовательности. Высокий консерватизм пептидов семейства WAMP в эво-

люции свидетельствует о большой функциональной значимости этих пептидов.  

Для выяснения возможной роли вариабельного аминокислотного остатка в эволюцион-

но консервативных последовательностях пептидов WAMP были получены 2 рекомбинант-
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ных пептида: WAMP-2, с остатком лизина в положении 34 и WAMP-3.1 – с остатком глута-

миновой кислоты. Тестирование биологической активности рекомбинантных пептидов про-

водили в отношении трех видов грибов рода Fusarium, которые эффективно ингибировались 

пептидами WAMP-1a и WAMP-1b пшеницы. Следует отметить, что фузариумы способны 

поражать растения, принадлежащие различным семействам, вызывая гниль корней, плодов, 

семян, а также угнетение роста и преждевременное увядание. Некоторые грибы рода 

Fusarium являются патогенами человека, поражая людей с ослабленным иммунитетом. Ис-

следование антифунгальной активности пептидов WAMP-2 и WAMP-3.1 в отношении фуза-

риевых грибов в тестах in vitro показало, что WAMP-2 обладает примерно в 1.5 раз более вы-

сокой активностью, чем WAMP-3.1. Полученные данные свидетельствуют о том, что поло-

жение 34 в пептидах WAMP является функционально значимым и влияет на антифунгаль-

ную активность этих пептидов, по крайней мере, в отношении грибов рода Fusarium.  

Заключение 

Гены гевеиноподобных пептидов WAMP обнаружены у всех исследованных видов злаков. 

Они кодируют идентичные пептиды, различающиеся по единственному аминокислотному остатку 

в положении 34 полипептидной, который влияет на антифунгальную активность пептидов. 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (12-04-00117) и про-

граммы Президиума РАН «Живые системы», стипендии президента РФ СП-584.2012.4. 
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STUDING OF WAMP ANTIMICROBIAL PEPTIDES FROM CEREALS 

Slezina M.P., Korostyleva T.V., Istomina E.A., Slavokhotova A.A., Rogozhin E.A., 

Pukhalsky V.A., Odintsova T.I. 

 

Triticum kiharae Dorof. et Migusch., wheat, antimicrobial peptides, plant immunity, hevein-like peptides 

 

In this work we studied structural and functional properties of hevein-like wheat antimicrobial pep-

tides (WAMPs) and the role of nonconservative amino acid substitution in position 34. We produced sev-

eral recombinant antimicrobial peptides containing various amino acids at this position and reveal that the 

peptides had different antifungal activity corresponding to the amino acid. We found genes encoding 

WAMPs in different cereals including barley, oat, rye, rice, triticale. The most conservative region of pre-

cursor protein was the mature peptide although it contained Lis, Ala and Val in position 34. We suppose 

that high similarity of WAMP genes in cereals is the evidence of unique significance of the genes.  
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ПАРАМЕТРЫ МИЦЕЛИЯ БАЗИДИАЛЬНЫХ ГРИБОВ 
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Исследования последних лет показали, что грибы обладают фоторецепторами чувстви-

тельными к свету различной длины волны. У некоторых базидиомицетов найдены рецепторы 

синего (WWC, криптохромы и др.), красного (грибные фитохромы) и, возможно, зеленого 

света [1]. Несмотря на то, что молекулярные механизмы воздействия зеленого света на клет-

ки мицелия грибов до сих пор не ясны, предполагают, что в физиологическом ответе могут 

участвовать белки опсины, как это было обнаружено у Neurospora crassa. Экспрессия генов 

многих ферментов растений является светозависимой. Есть сообщение, об увеличении ак-

тивности грибной тирозиназы под действием синего света [2]. С точки зрения биотехноло-

гии, селективный свет может быть использован для увеличения продукции биомассы.  

Задачами данного исследования было: (1) изучить влияние зеленого света на рост ми-

целия базидиальных грибов медицынского и пищевого назначения: Lentinula edodes W4, 

Ganoderma lucidum, Grifola frondosa; (2) определить возможное влияние на активность лак-

казы, образуемой мицелием базидиальных грибов. 

Наши данные свидетельствуют, что зеленый свет оказывает влияние на рост и морфо-

логию мицелия у всех изученных базидиомицетов. Однако, если у L. edodes облучение зеле-

ным светом оказывает стимулирующее действие на образование биомассы, то у G. lucidum и 

G. frondosa свет ингибировал рост. Стимуляция роста у L. edodes сопровождалась увеличе-

нием числа субстратных гиф. Облучение узкополосным лазером выявило, что эффект связан 

с действием определенной области спектра, близкой к 532 нм.  

Биоинформационный анализ показал, что возможные белки опсины присутствуют как в 

геноме L.edodes так и G.lucidum. Различный эффект зеленого света на эти два базидиомицета 

в совокупности с геномными данными позволяет спекулятивно предположить, что у L.edodes 

может существовать отличный от опсинов рецептор, поглощающий в области около 532 нм.  

Зеленый свет ингибировал активность полифенолоксидаз в жидкой культуре L.edodes. 

Необходимы дальнейшие исследования механизмов регуляции роста и физиологического 

ответа базидиальных грибов на зеленый свет. К сожалению, количество доступных геномов 

базидиомицетов медицинского назначения ограничено, что не позволяет произвести полно-

ценный поиск генов – претендентов рецепторов зеленого света. 
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THE GREEN LIGHT INFLUENCE ON GROWTH AND MORPHOPHYSIOLOGICAL 

PARAMETERS OF BASIDIOMYCETES MYCELIUM 

Sokolyansky L.O., Glukhova L.B., Plotnikov E.V., Karnachuk O.V., Karnachuk R.A. 
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Fungi have such photoreceptors sensitive to light of different wavelengths as WWC, crypto-

chromes, phytochromes and opsins. The mechanisms of green light influence on the mycelium are 

still not clear. The green light influence on growth and morphological parameters of all examined 

fungi have been shown in this article. The effect of green light influence is not unique. The bioin-

formatic analysis has shown the presence of the opsin proteins in the genome of L.edodes and 

G.lucidum. Different effects of green light on the examined fungi combined with the genomic data 

make possible to speculatively suggest the existence of a receptor unlike the opsin and having the 

absorption specter within 532 nm. The green light influence on the enzymes work has shown the 

inhibiting effect.  
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Введение 
В связи с необходимостью обеспечения животноводческой базы Калининградской обла-

сти дешевыми высокоэнергетическими кормами необходимо увеличение посевных площадей 

кукурузы на силос. За счет высокой кормовой ценности и концентрации энергии можно повы-

сить рентабельность животноводства. 

Кукурузу используют для добавки к кормам, более богатым белковыми веществами, а 

также в качестве основного корма при откормке крупного рогатого скота и кормлении рабо-

чих лошадей. В зеленой массе кукурузы содержится 1,5-2,7 % сырого протеина, 0,7-0,8 жира, 

4 сахара и 5-6 % клетчатки. Высокое содержание сахара отмечено в период выбрасывания 

метелок. Зеленая масса, убранная в фазе молочно-восковой спелости, содержит большое ко-

личество каротина. 

Высокими кормовыми достоинствами обладает кормовая масса кукурузы с початками в 

фазе молочно-восковой спелости: 1 кг ее равен 0,32 к.е., в нем содержится 14-18 г перевари-

ваемого протеина. Из такой зеленой массы получается прекрасный силос для всех видов жи-

вотных, что позволяет кукурузе занимать первое место среди силосных культур [1]. 

Объекты и методика 

Объектом исследования – кукуруза (Zea mays L.), выращиваемая на силос, гибриды: 

Делитоп, Гитаго. 

Целью исследования является выявление влияния листовой подкормки Фертигрейн 

Фолиар на биометрические показатели  

Полевые опыты проводили по методикам Всесоюзного НИИ кукурузы, ВНИИ кормов 

(1995) [2-4]. 

Опыт был заложен в 2012 г. в ООО «БалтАгроКорм» Озерского района Калининградской 

области в четырех вариантах в четырехкратной повторности. Схема опыта представлена в табл. 1. 

 

Таблица 1 - Схема опыта 

Table 1 - The scheme of the experiment 

Вариант Сорт Листовая подкормка 

1 Гитаго без подкормки 

2 Гитаго подкормка Фертигрейн Фолиар в дозе 0,8 л/га 

3 Делитоп без подкормки 

4 Делитоп подкормка Фертигрейн Фолиар в дозе 0,8 л/га 

Число вариантов опыта – 4. Число повторностей – 4. 

 

Для проведения опыта были определены поля с посевами кукурузы, представляющие 

однородный контур дерново-слабоподзолистых среднесуглинистых почв.  

Общая площадь посевов 1668 га. 

Для анализа продуктивности с каждой повторности перед уборкой отбирали пробный 

сноп из 25 растений, в состав которого включены типичные растения. Для правильного от-

mailto:s.a.tereshchenko@mail.ru
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бора типичных растений за один-два дня до уборки определялась фаза развития путем 

осмотра всех растений. При анализе элементов структуры урожая пробный сноп разбирался 

на фракции. У кукурузы на силос определялась масса стеблей, листьев, початков (начиная с 

молочной спелости зерна). Масса отобранных растений суммировалась с общим урожаем по 

повторностям. 

Статистическую обработку проводили с применением пакета Statistica для персональ-

ного компьютера. 

Результаты и обсуждение 

В хозяйстве применяется технология ресурсосберегающего земледелия, без проведения 

вспашки. 

В основе технологий сберегающего земледелия лежат следующие принципы: 

 отсутствие или минимизация механической обработки почвы; 

 сохранение растительных остатков на поверхности почвы; 

 использование севооборотов, включающих рентабельные культуры и культуры, 

улучшающие плодородие почв; 

 интегрированный подход в борьбе с вредителями и болезнями; 

 использование сортов и гибридов, отзывчивых к ресурсосберегающим технологи-

ям. 

Норма высева 73093 шт/га (0,914 посевных единиц). Посев проводили  с 22 мая по 18 

июня 2012 г. 

На втором и четвертом варианте в баковую смесь для проведения химической пропол-

ки добавляли препарат для листовой подкормки Фертигрейн Фолиар в дозе 0,8 л/га. 

Фертигрейн Фолиар (производитель – AgriTecno Fertilizantes, Испания) является препара-

том, специально разработанным для листовых подкормок зерновых, технических и кормовых 

культур. Активизирует азотный обмен, растения в полной мере обеспечиваются необходимыми 

питательными элементами, одновременно предотвращается возникновение микродефицитов, 

улучшаются качественные и количественные показатели урожая, повышается устойчивость рас-

тений к неблагоприятным условиям и болезням. В состав входят: всего аминокислот – 10 % (из 

них свободные аминокислоты «L» – 8);  азот – 5; органического вещества – 40; цинк – 0,75; мар-

ганец – 0,50;  бор – 0,10;железо – 0,10; медь – 0,10; молибден – 0,02; кобальт – 0,01 %. 

По рекомендациям производителя применяется в период вегетации в качестве некорневой 

подкормки путем опрыскивания. Для кукурузы рекомендуется проводить подкормку в фазе 

двух-четырех листьев, в фазу шести-восьми листьев и в начало цветения в дозе  0,5-1,0 л/га. 

Результаты  опытов представлены в табл. 2. 

Как видно из результатов табл. 2, при применении некорневой подкормки общая масса 

растений увеличивается по сравнению с вариантами без применения препарата Фертигрейн 

Фолиар. Увеличение массы происходит за счет увеличения массы початков у гибрида Гитаго 

и листостебельной массы у гибрида Делитоп. 

Выводы 
Анализ агроклиматических условий Калининградской области и биологических требо-

ваний культуры показал, что условия региона благоприятны для возделывания кукурузы на 

силос, урожайность зеленой массы которой достигает в среднем 40-45 т/га. 

При применении некорневой подкормки препаратом Фертигрейн Фолиар общая масса 

растений увеличивается по сравнению с вариантами без применения препарата. Увеличение 

массы происходит за счет увеличения массы початков у гибрида Гитаго и листостебельной 

массы у гибрида Делитоп, что положительно сказывается на качестве силоса. 
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Таблица 2 - Продуктивность надземной массы растений и соотношение листостебель-

ной массы и початков кукурузы, убираемой на силос, 2012 г. 

Table 2 - Productivity aboveground plant mass and mass ratio cormophyte and corn cobs, re-

tractable silage, 2012 year 

№ 

 п/п 
Вариант 

П
о
в
то

р
-

н
о
ст

ь Масса одного растения, г 
% от общей массы  

растения 

общая початка 
листостебель-

ной массы 
початков 

листостебель-

ной массы 

1 

Гитаго  

(без подкорм-

ки) 

1 400 248 152 62,0 38,0 

2 440 312 128 70,9 29,1 

3 405 300 105 74,1 25,9 

4 434 309 134 71,2 28,8 

Среднее    419,8 292,8 292,3 129,8 69,6 

2 

Гитаго (под-

кормка Фер-

тигрейн Фоли-

ар, 0,8 л/га) 

1 548 140 408 25,5 74,5 

2 580 184 396 31,7 68,3 

3 585 178 407 30,4 69,6 

4 537 191 346 35,6 64,4 

Среднее  562,5 173,3 389,3 30,8 69,2 

3 

Делитоп 

(без подкорм-

ки) 

1 552 184 368 33,3 66,7 

2 536 244 292 45,5 54,5 

3 540 198 342 36,7 63,3 

4 531 205 326 38,6 61,4 

Среднее  539,8 207,8 332,0 38,5 61,5 

4 

Делитоп (под-

кормка Фер-

тигрейн Фоли-

ар, 0,8 л/га) 

1 612 220 392 35,9 64,1 

2 592 304 288 53,4 46,6 

3 598 281 317 47,0 53,0 

4 602 268 334 44,5 55,5 

Среднее  601 268,3 332,8 45,2 54,8 

 

THE EFFECT OF FOLIAR APPLICATION OF PREPARATION FERTIGREYN FOLIAR 

FOR PLANT PRODUCTIVITY OF CORN (ZEA MAYS L.) 

Tereshchenko S.A., Sidacheva E.A. 

 

Zea mays L., feeding, Fertigreyn Foliar, plant productivity 

 

In the article contains results of implementation research foliar application of Foliar Ferti-

greyn on plant productivity of corn, grown for silage, with minimum soil cultivation. 
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НЕКОТОРЫЕ ПРОБЛЕМЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ СУБСТРАТОВ 

ПРИ ГИДРОПОННОМ ВЫРАЩИВАНИИ РАСТЕНИЙ 

Туркин Н.И., Вульферт Е.А., Туркина О.Н. 

 

ФГАОУ ВПО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», 

ул. А. Невского, 14, г. Калининград, 236041, Россия, E-mail: turkin203@rambler.ru 

 

гидропоника, субстраты, водно-воздушные свойства 

 

        При гидропонном способе выращивания растений использование питательного раствора, 

содержащего все необходимые минеральные питательные вещества в нужных соотношениях, 

ускоряет рост и развитие  растений, а отказ от почвы существенно уменьшает численность 

вредителей и болезней растений, что облегчает уход за растениями. В тоже время выращива-

ние растений без субстрата также имеет ряд трудностей. Среди них необходимость частых по-

ливов и быстрая гибель растений при  отключении электричества или поломке оборудования, 

особенно при выращивании в тонком питательном слое, при периодическом затоплении кор-

ней и в аэропонной культуре. Поэтому часто вместо почвы используют различные субстраты.   

Главное требование к субстратам это создание благоприятного водно-воздушного режима для 

корней. Существенное значение также имеет и химическая инертность материала, чтобы не 

было химического взаимодействия с питательным раствором и чтобы из субстрата не выделя-

лись вредные для растений или персонала вещества. Значение субстрата для закрепления рас-

тений имеет меньшее значение и может быть заменено другими способами (закреплением 

стебля поролоном или подвязкой к опоре). 

        В качестве субстратов используют различные материалы: минеральные (песок, гравий, 

керамзит, перлит, вермикулит, цеолит и др.), органические (торф, кокосовая стружка, древес-

ная кора, мох, опилки и др.) и синтетические (минеральная вата, пенополиуретан, полиэтиле-

новая крошка, вспененные полистиролы, ионнообменные смолы, мочевино-формальдегидные 

пенопласты  и др.), а также их смеси (например, торф и перлит). 

        Субстрат должен иметь открытые воздушные поры для аэрации корней, соединенные 

между собой и с атмосферой. Чем больше таких пор, тем лучше газообмен у клеток корней. 

При этом часть пор должна быть заполнена питательным раствором, чтобы в период между 

поливами растения не испытывали  недостаток влаги. Поэтому объем пор должен быть доста-

точным для того, чтобы в период между поливами корни могли дышать и поглощать пита-

тельный раствор. Если в субстрате мало открытых пор, то необходимо увеличивать его объем. 

        При этом существенным недостатком субстратов является то, что большую часть суб-

страта занимает его собственный объем по сравнению с объемом открытых пор. Это также 

приводит к необходимости увеличивать объем субстрата. Увеличение объема субстрата в пе-

ресчете на одно растение приводит не только к его удорожанию, но и требует увеличения объ-

ема сосудов для корней. При выращивании с раздвижкой сосудов по мере роста растений это 

особенно не удобно как за счет большего веса, так и за счет большего размера сосудов для 

корней. Поскольку большой размер сосудов приводит к увеличению минимального исходного 

расстояния между рядами растений, что требует большей площади теплицы на ранних стадиях 

вегетации. Эта проблема частично решается за счет, по крайней мере, одной пересадки расте-

ний. Однако это не только увеличивает трудозатраты, но и оказывается недостаточным из-за 

медленного роста на ранних этапах вегетации растений. Кроме того раздвигать сосуды удобно 

в одном направлении (между рядами), поэтому расстояние между растениями внутри ряда 

сразу при пересадке выбирается оптимальным для конца вегетации, то есть является избыточ-

но большим для начала вегетации.  

        Распределение воздуха и питательного раствора в субстратах неоднородно: даже при 

равном объеме открытых пор. В нижней части меньше объем воздуха и больше объем пита- 
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тельного раствора. Поэтому снабжение кислородом верхушек корней хуже, чем основания 

корней. В тоже время физиологические процессы в верхушках корней более интенсивные, 

что требует большего количества кислорода. 

        При транспортировке на дальние расстояния вес и объем субстрата должен быть мини-

мальным, в тоже время частицы субстрата не должны всплывать в питательном растворе. 

Для удобства в работе часто используют сыпучие субстраты. В конце вегетации корни легче 

удаляются из сыпучих субстратов, что позволяет  их использовать повторно. Однако многие  

легкие и сыпучие субстраты при подсыхании могут пылить, что ограничивает их примене-

ние в небольших замкнутых помещениях и в условиях  невесомости.  При выборе субстрата 

существенное значение имеют также его доступность и стоимость.  

Водно-воздушные свойства субстратов меняются в течении времени за счет их разрушения. 

К отрицательным свойствам субстратов также относят выделение мелких частиц, которые 

могут приводить к засорению каналов перемещения питательного раствора.  

        Таким образом, при гидропонном выращивании растений существующие субстраты 

препятствуют миниатюризации емкостей для корней, что приводит к увеличению трудоза-

трат, стоимости и нерациональному использованию площадей на ранних этапах вегетации. 

При разработке новых субстратов следует улучшать их водно-воздушные характеристики 

без увеличения их веса и объема. При этом стоимость субстратов  должна быть существенно 

снижена. 

 

SOME PROBLEMS OF USING OF THE SUBSTRATES FOR THE HYDROPONIC 

CULTIVATION OF PLANTS 

Turkin N.I., Vulfert E.A., Turkina O.N. 

 

hydroponics, substrates,  water-air features 

 

        In this article problems of using of the substrates   for the hydroponic cultivation of plants are 

considered. The authors conclude, that it is essential to improve water-air features and other fea-

tures while still reducing the volume and weigh of substrate itself. 
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СТАБИЛЬНОСТЬ РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА 
Соловьева А.И., Долгих Ю.И., Высоцкая О.Н. 
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Triticum aestivum, Fragaria vesca, криосохранение, дегидратация, генетическая стабильность 

 

Введение 
Замораживание растительного материала при температуре жидкого азота – надежный 

способ долговременного сохранения генетических ресурсов, оно позволяет снизить до 

минимума потерю ценных образцов и сократить материальные затраты на поддержание 

коллекций. Вместе с тем, криосохранение – сложная, многостадийная процедура, в процессе 

которой клетки испытывают стресс и в результате могут возникать различные 

физиологические и генетические отклонения [1-3].  

Последние пятнадцать лет для криосохранения тканей и органов растений все чаще 

применяют протоколы, несвязанные с использованием дорогостоящего и сложного в 

обслуживании программного оборудования, в частности, набирает популярность простой и 

не включающий в себя инкубирование клеток в растворах токсичных криопротекторов, 

таких как ДМСО, метод дегидратации [4-6].  

В своем исследовании мы постарались ответить на вопрос о том влияет ли 

криосохранение методом дегидратации на генетическую стабильность растительного 

материала разного по степени дифференциации и размеру генома. 

Материалы и методы 

В нашей работе мы использовали два объекта с противоположными характеристиками: 

свежеполученный каллус из самоопыленных линий мягкой пшеницы (Triticum aestivum L., 

2n=6x=42) и апексы клона земляники лесной (Fragaria vesca L., 2n=2x=14), полученного от 

одного материнского растения и культивируемого in vitro в течение 25 лет.  

Процедуру криосохранения обоих объектов провели по протоколу дегидратации [7]. 

Часть каллусов T. aestivum отсаживали и продолжали культивировать, затем 

регенерировали из них растения, другую часть подвергали криосохранению, 

восстанавливали и также получали регенеранты. Во всех вариантах отбирали пробы для 

последующего анализа ДНК. В случае F. vesca пробы листьев отбирали индивидуально с 

каждого растения до криосохранения и с тех же растений, восстановленных после 

оттаивания. 

Для оценки стабильности восставленного растительного материала T. aestivum были 

применены ряд ДНК-маркеров: ISSR (от Inter Simple Sequence Repeat) и REMAP (от 

Retrotransposon Microsatellite Amplified Polymorphism). Для F. vesca в дополнение к ним 

использовали RAPD (от Random Amplified Polymorphic DNA) метод. 

Результаты и обсуждение 

Перед проведением опыта оценили исходный уровень полиморфизма растительного 

материала. Каллусы линий T .aestivum были полностью идентичны, а у растений F.vesca доля 

полиморфных фрагментов составляла 9,2%. 

Возобновление роста образцов после криосохранения происходило с высокой частотой, 

в среднем составившей 87,2±3,1% для каллусов T. aestivum и 74,9±4,3% для апексов F. vesca. 

После криосохранения каллусов T. aestivum в REMAP-профиле только одной пробы 

отмечено появление фрагмента размером около 90 п.н. (рис. 1а). Частота появления 

полиморфного фрагмента в каллусах T. aestivum после криосохранения составила 1,7%. 
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Растения-регенеранты, полученные из каллусов, восстановленных после криосохранения, 

были полностью идентичны исходному материалу внутри линий (рис. 1б).  

 
                                        а                                                                         б 

Рисунок 1 - REMAP-профили растительного материала T. aestivum после 

криосохранения: а – каллусы; б – растения- регенеранты. К – контроль; К- – отрицательный 

контроль; М – маркер молекулярного веса; стрелкой отмечен полиморфный фрагмент 

Figure 1 - REMAP-spectra of T. aestivum plant material after cryopreservation: a – calli; b – 

regenerants. К – control; К- – water control; М – DNA size marker; arrow points polymorphic band 

 

Среди проанализированных растений F. vesca в REMAP-профиле только одной пробы, 

отобранной после криосохранения, отмечено появление ранее незарегистрированного 

фрагмента размером около 1200 п.н. (рис. 2). 

 
Рисунок 2 - REMAP-профили растений F. vesca до (К) и после криосохранения (Кр). К- 

– отрицательный контроль; М – маркер молекулярного веса; стрелкой отмечен полиморфный 

фрагмент 

Figure 2 - REMAP-spectra of F. vesca plants produced before (К) and after (Кр) 

cryopreservation. К – control; К- – water control; М – DNA size marker; arrow points polymorphic 

band 

 

Одной из вероятных причин отмеченных изменений в REMAP-профилях  обоих 

объектов является встраивание новой копии ретротранспозона, спровоцированной стрессом, 

который испытывали клетками во время процедуры криосохранения.  

Заключение 
После криосохранения методом дегидратации растительный материал, вне зависимости 

от типа ткани и размера генома, в целом сохраняет генетическую стабильность. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 14-04-31615. 
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GENETIC STABILITY OF PLANT MATERIAL AFTER DEHYDRATION 

CRYOPRESERVATION 
Solov’yova A.I., Dolgih Yu.I., Vysotskaya O.N. 

 

Triticum aestivum, Fragaria vesca, cryopreservation, dehydration, genetic stability 

 

Two objects with opposite characteristics: 1-month-old callus culture of inbred lines of com-

mon wheat and apexes of 25-year-old forest strawberry clone were successfully cryopreserved. It 

was established dehydration cryopreservation generally not affect genetic stability of the plant ma-

terial. 
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Введение 
Использование каллусных культур в процессе селекции сельскохозяйственных растений 

на устойчивость к стрессовым эдафическим факторам, в первую очередь засухе, позволяет со-

здавать новые экологичные сорта, используя естественные источники изменчивости, без при-

влечения технологий ГМО. Повышение эффективности этого направления ряд исследователей 

усматривают в учете цвета каллусной культуры [1-5], предполагая связь хлорофиллсодержащих 

областей (ХСО) с образованием морфогенных зон. Наличие фотосинтетической активности 

(ФА) в этих областях каллусной культуры яровой мягкой пшеницы, и изменение её под действи-

ем стрессоров [6] создаёт предпосылки к использованию этого явления как для оценки стрессо-

устойчивости генотипов, так и для отбора морфогенных образцов на ранних этапах культивиро-

вания. Изучение динамики ФА каллусных культур пшеницы на стрессовых фонах, позволит 

определить наиболее репрезентативные сроки фиксации показателей при оценке стрессоустой-

чивости генотипов и подходы к отбору перспективных каллусов для получения регенерантов. 

Материалы и методы 

В качестве объектов использовали образцы яровой мягкой пшеницы селекции Краснояр-

ского НИИСХ. Каллусные культуры индуцировали на основе незрелых зародышей на среде Му-

расиге и Скуга (МС) с добавлением 1 мг/л 2,4-Д. Пролиферацию каллусов проводили на среде 

того же состава с уменьшенной концентрацией 2,4-Д. На этом этапе использовали контрольный 

и три варианта селективных сред (с NaCl - 0,73%, с рН 4,0 или с полиэтиленгликолем - 16% 

вес/объем). Культивирование каллусов проводили при температуре 20-24ºС без досвечивания на 

первом этапе и при освещенности 2,5-3 кЛк, обеспечиваемой люминесцентными лампами, 16-

часовом фотопериоде – на втором. Для исследований ФА отбирали каллусы двух категорий: 

имевшие побег на среде индукции (который удаляли при пассировании); имевшие ХСО без об-

разования побега. Фиксацию показателей ФА осуществляли на ПАМ-флуориметре (IMAGING-

PAM M, «Heinz Walz GmbH», Германия) в режиме записи «световой кривой».  

Результаты и обсуждение 

Исследование динамики скорости транспорта электронов (СТЭ) через ФС2 каллусных куль-

тур пшеницы проводили в интервале плотности потока поддерживающего актиничного света 

(ПАС) 0 до 400 мкмоль фотонов/м
2
с с 1 по 10 сут. культивирования на среде пролиферации. По-

скольку на листьях пшеницы нами показано [6], что наибольшие достоверные различия между 

световыми кривыми на разных фонах отмечены при плотности потока ПАС 335 мкмоль фото-

нов/м
2
с, то на рисунке приведены данные СТЭ каллусов, полученные при этой плотности потока.  

Полиномиальные линии тренда, основанные на данных измерений СТЭ каллусов, 

имевших побег на среде индукции, свидетельствуют о снижении СТЭ образцов в первые 

трое сут. на оптимальной среде, а также в условия повышенного осмотического давления 

(среды с ПЭГ и с NaCl) (рис. 1a). Этот процесс, вероятно, связан с периодом адаптации тка-

ней к новой питательной среде. На 6-7-е сут. уровень СТЭ у каллусов на оптимальной среде 

и среде с ПЭГ достигал максимальных значений. К 10-ым сут. СТЭ у большинства каллусов 

mailto:stupko@list.ru
mailto:nikgna@gmail.com


350 

 

на среде с ПЭГ снизилась до нуля, в то время как в контрольном варианте вышла на плато. В 

отличие от этого СТЭ каллусов на засоленной среде продолжала снижаться, и у большинства 

из них была близка к нулю на 8-10-е сутки.  

  

Рисунок 1 – Динамика СТЭ каллусов пшеницы с удаленным побегом (а) и не имевших 

стеблей (b) при плотности потока поддерживающего света 335 мкмоль фотонов/м
2
с 

Figure 1 – The ETR dynamic of wheat calluses with desiccated shoots (a) and those, that 

didn`t form shots (b), under maintaining actinic light intensity of 335 μmol quanta/m
2
s 

 

На каллусах, не имевших побегов на среде индукции, но сформировавших ХСО, наблюда-

лась схожая динамика изменений СТЭ (рис. 1 b). Но здесь в контроле снижение ФА на 3-ьи сут. 

было более выраженным, и при дальнейшем культивировании уровень СТЭ оставался низким. 

Засоление среды, в отличие от присутствия ПЭГ (полностью угнетавшего ФА каллусов), не ока-

зывало заметного влияния на СТЭ по сравнению с контролем вплоть до 6-х сут. культивирова-

ния. Эти данные свидетельствуют о нецелесообразности использования каллусов, сформиро-

вавших только ХСО на среде индукции, для оценки стрессоустойчивости генотипов. 

Во всех проведенных экспериментах наблюдалось стимулирующее влияние низкой рН 

среды пролиферации на ФА каллусов во время всего периода культивирования, что может 

быть опосредовано реакцией нефотохимического связывания CO2, которая сдвигается в сто-

рону диссоциации при низкой рН. 

Проявившееся на стрессовых средах с NaCl и ПЭГ угнетение ФА на 7-8-е сут. культиви-

рования каллусов без побегов и на 10-й – у каллусов с побегами ограничило период наблюде-

ния динамики СТЭ десятью сутками. Это снижение ФА может быть как следствием истоще-

ния каких-то элементов в питательной среде, так и результатом изменения газового состава в 

замкнутом пространстве культурального сосуда, наблюдаемого в других исследованиях [7]. 

Направление изменения и его последствия разнятся в зависимости от вида растения. 

Каллусы, отобранные нами по наличию побегов на среде индукции, могут быть исполь-

зованы для оценки стрессоустойчивости генотипов, оптимальным сроком которой являются 6-

7-е сут. культивирования на среде пролиферации, когда СТЭ достигает своего максимума на 

большинстве сред, а воздействие стрессовых факторов ярко выражено. Это подтверждается и 

тем, что световые кривые с наименьшим разбросом данных, позволяющие достоверно судить о 

влиянии высокого осмотического давления, засоления и низкой рН на СТЭ каллусных тканей 

пшеницы, получены на 7-е сут. культивирования (данные не приводятся). 
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Заключение 
Таким образом, полученные результаты позволяют предложить использование све-

товых кривых для оценки устойчивости образцов к засухе и засолению, но не к низкой рН 

почв. Фиксацию показателей ФА целесообразно проводить на 6-7 сут. культивирования 

каллусов на среде пролиферации. Применение данного подхода к оценке селекционных 

образцов на устойчивость к закислению невозможно. Использование уровня ФА, как кри-

терия отбора морфогенных каллусов также оправдано, и позволяет повысить эффектив-

ность селекции in vitro за счёт ранней отбраковки неперспективных образцов. Выявление 

причин достаточно быстрого снижения ФА каллусов на селективных средах позволит 

внести корректировку в процесс культивирования, направленную на пролонгирование ак-

тивного роста каллусной культуры. При подтверждении гипотезы о  влиянии изменений 

газового состава на ФА каллусов вентилирование путем открывания сосудов в стериль-

ных условиях может способствовать поддержанию активного фотосинтеза в культуре бо-

лее продолжительное время. Если же снижение ФА - результат изменений в составе пита-

тельной среды, то может потребоваться сокращение времени между пассажами.  
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The changes of photosynthetic activity of wheat calluses cultured on selective media for 10 

days were observed. The dynamic curve characteristics showed the period needed for selective fac-

tor influence to become significantly. Therefore, prospects of callus culture use for estimation of 

stress tolerance of wheat breeding material was evaluated. Some hypothesis for the reasons of short 

period of calluses photosynthetic activity and consequence of their confirmation were suggested. 
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Светокультура растений является интенсивной технологией, она широко используется 

при производстве рассады овощных и декоративных культур в защищенном грунте, при 

промышленном выращивании овощных культур и цветов, а также в разного рода фитотронах 

для решения исследовательских и прикладных задач (биотехнология, селекция и т.д.). Осо-

бое значение она приобретает в связи с развитием систем интенсивного культивирования 

растений, в том числе в так называемых «фабриках растений» [1]  . Сегодня в большинстве 

осветительных систем используются адаптированные для растениеводства натриевые лампы 

высокого давления (НЛВД). Несмотря на их сравнительно высокую светоотдачу и эффек-

тивность, значительная часть затраченной энергии не преобразуется в фотосинтетически ак-

тивную радиацию (ФАР), а рассеивается в виде тепла. Светоиспускающие диоды (СИД)  яв-

ляются альтернативными облучателями, производящими значительно меньше тепла. Они 

решают вопрос генерации света большой яркости с очень малым потреблением энергии на 

его производство, что позволяет существенным образом уменьшить энергопотребление. Та-

ким образом, использование светодиодов, несомненно, станет одной из инновационных ре-

сурсосберегающих технологий в растениеводстве.  

Появление сверхъярких СИД – принципиально новых источников облучения - создает 

уникальные возможности для качественного развития светокультуры, в том числе – для раз-

работки методов тонкой регуляции физиолого-биохимических процессов в растениях. Их 

внедрение открывает новые возможности  в регуляции фотосинтеза и роста растений в теп-

личном овощеводстве и цветоводстве. Прежде всего это касается подбора оптимального 

спектрального состава света с учетом биологических особенностей не только вида, но и сор-

та, что в дальнейшем означает переход на сортовые технологии в светокультуре растений. 

На основе использования уже накопленного богатого материала фотофизиологических ис-

следований с помощью комбинаций светодиодных облучателей, дающих свет разного спек-

трального состава, можно будет эффективно управлять морфогенезом растений, их габиту-

сом, переходом к цветению, качеством получаемой продукции. Использование светодиодов 

позволяет также менять геометрию осветительных установок, освещая, к примеру, растения 

под разным углом, учитывая изменения их высоты и уровня загущения и т.д.  

Кафедрой физиологии растений РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева  в течение ряда 

лет проводятся эксперименты по применению светодиодных облучателей в светокультуре 

растений. В них показана возможность эффективного выращивания растений под узкополос-

ными СИД. Проведен цикл исследований по выращиванию в светокультуре на основе свето-

диодных облучателей ряда  овощных, эфиромасличных и декоративных растений: томата, 

огурца, салата кочанного и листового, редиса, горчицы салатной и корнеплодной, рукколы, 

базилика, мяты перечной, лаванды, шалфея, стевии, тагетеса, календулы, циннии, колеуса. 

Продуктивность растений и качество урожая в вариантах с использованием СИД были не 

ниже, чем с использованием традиционных НЛВД. В экспериментах испытываются облуча-

тели на основе узкополосных синих и красных светодиодов с различающимися спектраль-

ными характеристиками, с разным соотношением синих и красных СИД, а также белых све-
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тодиодов. В ходе первичного скрининга мы определяем условия, позволяющие оптимизиро-

вать световой режим с учетом видовых и сортовых особенностей растений. 

При сравнительно-физиологическом изучении реакции растений 10 сортов салата, от-

носящихся к разным морфобиотипам, на выращивание с использованием НЛВД и СИД  мы 

установили, что расход электроэнергии на создание 1 кг биомассы урожая в вариантах с 

СИД снижается в 2-3 раза. Интересно отметить, что на фоне примерно одинаковой урожай-

ности изучаемых сортов на режимах с НЛВД и СИД краснолистные сорта (Энтони, Мурай, 

Роксай) в вариантах с СИД  показали более высокую продуктивность. В большинстве случа-

ев растения, выращенные с использованием досвечивания СИД имели повышенное содержа-

ние фотосинтетических пигментов (хлорофиллов и каротиноидов). Содержание  нитратов в 

конечной продукции не превышало ПДК. 

Реакция детерминантных форм томата на СИД была связана с некоторой задержкой пе-

рехода растений к генеративному развитию; общая урожайность при этом возрастала. Опыт-

ные растения также характеризовались более высокой эффективностью водопотребления. 

С помощью досвечивания светодиодными облучателями, как показали наши исследо-

вания, можно вырастить высококачественную цветочную рассаду для ковровых цветников и 

высокодекоративные однолетние растения на срезку. На ряде культур отмечены особенности 

ростовых реакций растений, связанные с увеличением площади листьев и размеров соцве-

тий. 

Возможность оптимизации  спектральных характеристик облучателей позволяет не 

только обеспечить высокую продуктивность культуры, но и направленно влиять на качество 

продукции, в частности, добиться существенного снижения накопления нитратов в зеленных 

культурах, а также стимулировать биосинтез целевых продуктов вторичного метаболизма. 

Широкие возможности в регулировании спектрального состава света и оптимизации 

световых режимов выращивания растений с использованием СИД (в том числе в онтогенезе 

– так называемый «интеллектуальный свет») служат основой для перехода на качественно 

новый уровень - к комбинаторной светокультуре растений [2].   

Литература 
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DEVELOPMENT OF PLANT LIGHTING TECHNOLOGIES: LIGHT-EMITTING 

DIODES APPLICATION EXPERIENCE 

Tarakanov I.G. 

 

horticultural lighting, light-emitting diodes 

 

Experimental data show that various LED systems, white or with discrete wavelength ranges 

peaking at blue and red spectral regions, can be used effectively for the fine tuning of physiological 

processes in plants and optimization of the horticultural lighting regimes.  
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устойчивость к вирусу, ген белка оболочки, вирус Б хризантем, ИФА, вестерн-блот 

 

Введение 
Хризантемы сегодня входят в список наиболее популярных цветочных культур во всем мире, 

и предлагаются как срезочные, так и горшечные, садовые и тепличные растения. В литературе опи-

сано 15 вирусных заболеваний, поражающих хризантемы, одним из наиболее вредоносных вирусов 

хризантем является вирус Б хризантемы (chrysanthemum virus B (CVB)). Симптомы болезни сильно 

варьируют в зависимости от условий выращивания и сорта растения. На листовых пластинках у од-

них сортов появляются желто-зеленые кольца и пятнистость, некротические пятна, едва видимая 

мозаика, у других – изменение окраски цветков, деформация листьев и т.д. Основной признак бо-

лезни у хризантем – недоразвитие соцветий и уменьшение числа ложноязычковых цветков. Иногда 

симптомы могут отсутствовать. ВБХ передается прививкой, механической инокуляцией, или не-

сколькими видами тлей (Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, Aulacorthum solani, Coloradoa ru-

fomaculata, Macrosiphoniella sanborni) не персистентным образом [3]. 

В настоящее время существует ряд молекулярно-биологических подходов для повышения 

устойчивости растений к вирусам, в частности, основанных на трансформации растений геном бел-

ка оболочки вируса в смысловой или антисмысловой ориентации. Кроме того, активно развиваются 

методы на основе РНК- интерференции.  

Широкое распространение вирусов на цветочной культуре, а также отсутствие радикальных 

мер борьбы с вирусными болезнями делает актуальным создание трансгенных хризантем, устойчи-

вых к вирусу Б. Поэтому целью нашей работы является тестировка полученных трансгенных хри-

зантем с различными конструкциями, содержащими ген белка оболочки вируса Б. 

Материалы и методы 

Были исследованы растения хризантем сорта White Snowdon, трансформированные следую-

щими конструкциями: ген белка оболочки вируса хризантем Б (CP-CVB) в смысловой ориентации 

(pBSS), с двойной смысловой последовательностью гена CP-CVB (pBDS), с антисмысловой после-

довательностью гена CP-CVB (pBAS) и РНК- интерференционной конструкцией на основе фраг-

мента гена CP-CVB 273 пн (pRNAiVB), раннее полученные на станции искусственного климата 

«Биотрон». Эти последовательности находились под контролем 35S промотора вируса мозаики 

цветной капусты и терминатора гена nos A. tumefaciens [1,2]. Использованные в работе инфициро-

ванные растения хризантем любезно были предоставлены ГНУ Всероссийским научно-

исследовательским институтом цветоводства и субтропических культур РАСХН. 

Для обнаружения вируса B хризантем использовали метод DAS-ELISA (набор Loewe, Germa-

ny). В качестве исследуемого материала были использованы инфицированные листья растений хри-

зантем. Образцы были приготовлены соответственно инструкции фирмы-производителя набора. 

Концентрацию общего белка в полученных препаратах определяли методом DС Protein Assay (Bio-

Rad, USA), затем препараты разводили до концентрации общего белка, равной 1 мг/мл. DAS-ELISA 

выполнялась соответственно инструкции фирмы-производителя. B качестве контрольных были ис-

пользованы оздоровленные растения хризантем сорта White Snowdon, полученные ранее на станции 

mailto:f0t0nchik@mail.ru
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искусственного климата «Биотрон». Результаты были прочитаны с помощью плашечного ридера 

Biotrak II Reader (Amersham, USA) и обработаны в программе Excell. Оценка степени зараженности 

образцов проводилась путем сравнения полученных значений оптической плотности (ОП) с ОП об-

разцов контрольных растений. 

Для вестерн-блот анализа использовали экстракцию тотального белка из растений хризантем. 

Образцы белков разделяли при помощи электрофореза в 12,5%  SDS-ПААГ в трис-глициновом бу-

фере при напряжении 160В по Laemmli (1970). На одну дорожку наносили по 25 мкл белкового пре-

парата, предварительно смешав пробу с буфером для нанесения. После разделения белки переноси-

ли на мембрану методом электропереноса в Towbinбуфере. Мембраны блокировали в 5% обезжи-

ренном молоке в PBS при комнатной температуре на качалке.  В буфер с сухим молоком добавляли 

первичные антитела и гибридизовали в течение ночи  при +4ºС при медленном покачивании. Для 

детекции целевого белкового продукта на мембранах были использованы антитела Anti-CVB-IgG в 

разведении 1:1000. В качестве вторичных антител использовали антикроличьи IgGс щелочной фос-

фотазой (Pierce, USA) в разведении 1:3000. Гибридизацию со вторичными антителами проводили в 

течение 1 ч при комнатной температуре. Мембрану окрашивали с помощью хромогенного субстрата 

BCIP/NBT (Fermentas, Литва). 

Результаты и обсуждениие 

Методом DAS-ELISA был получен сигнал в зараженных растениях, однако в устойчивых лини-

ях сигнал отсутствовал. В результате было изучено 17 трансгенных линий хризантем и одна нетранс-

генная линия, использованная в качестве контроля. Наиболее устойчивыми к вирусу Б хризантем ока-

залась конструкция с двойной смысловой последовательностью гена CP-CVB (pBDS). В то время как 

линии трансформированные конструкциями гена белка оболочки вируса хризантем Б (CP-CVB) в 

смысловой ориентации (pBSS), с антисмысловой последовательностью гена CP-CVB (pBAS) и РНК- 

интерференционной конструкцией на основе CP-CVB (pRNAiVB) показали частичную устойчивость 

к вирусу. Значение ОП устойчивых трансгенных линий хризантем не превышало значений ОП образ-

цов относительно отрицательных контролей. Нетрансгенная инфицированная линия хризантемы ха-

рактеризовалась очень сильной степенью инфицированности, её значения ОП многократно превыша-

ло значение ОП нетрансгенной неинфицированной линии хризантемы, которое было взято в качестве 

отрицательного контроля. Необходимо отметить, что заражение трансгенных линий было бессимп-

томным. Различия в степени устойчивости изученных трансгенных линий могут быть связаны с ис-

пользованием разныхмолекулярно-биологических подходов устойчивости к вирусу. 

Дополнительно был проведен Western blot анализ, который выявил наличие специфических 

полос в зараженных растениях. В экстракте инфицированных растений детектировался сигнал, со-

ответствующий белку оболочки CVB (~37 кДа) (рис.2). 

Заключение 
Проанализирован метод ИФА, полученные результаты представлены на рис.1. Сигнал был 

получен в заведомо зараженных, в то время как в безвирусных растениях, сигнал отсутствовал. 

Для подтверждения результатов ИФА был проведен вестерн-блот анализ (рис.2), который вы-

явил наличие специфических полос, соответствующих белку оболочки CVB(~37 кДа) в инфициро-

ванных растениях, а в неинфицированных – полосы не детектировались соответствующие белку 

оболочки. 
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В.  

Рисунок 1 - ИФА хризантем. А – контрольное растение, нетрансгенное неустойчивое к вирусу 

Б хризантем: 1-11 – повторности, К-1 – отрицательный контроль (нетрансгенное неинфицированное 

растение), К+Y9 и К+Х – положительные контроли (инфицированные растения). В – трансгенная 

линия хризантемы (BDS), устойчивая к CVB 

Figure 1 - DAS-ELISA Chrysanthemum 

 

А.                 В.   

Рисунок 2 - Вестерн-блот анализ растений хризантем. А – нетрансгенное растение инфициро-

ванное вирусом Б хризантем: 1-7 – повторности, К- – отрицательный контроль (нетрансгенное не-

инфицированное растение), К+ – положительный контроль (хризантема, инфицированная CVB), М -  

маркер, В – трансгенная линия хризантемы (BDS), устойчивая к CVB 

Figure 2 - Western blot Chrysanthemum plants 

 

EVOLUTON OF EFFICIENCY OF VARIOUS CONSTRACTS WITH COAT PROTEIN GENE 

TO VIRUS B CHRYSANTHEMUM (CVB) FOR DEVELOPMENT OF RESISTANT PLANTS 

Titova S.M., Mitiouchkina T.Yu., Firsov A.P., Dolgov S.V. 

 

virus resistance, coat protein gene, Chrysanthemum virus B, DAS-ELISA, Western blot 

 

ELISA showed the presence of a signal in known infected plants, while the virus-free plants  

were no signal. Additionally was carried out Western blot analysis, which revealed the presence of 

specific bands in the infected plants. In extracts of infected plants was detected signal correspond-

ing to the coat protein gene of CVB (~ 37 kDa).  
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натуральные стероидные гликозиды, абрикос, рост,  урожайность 

 

Известно, что для регуляции роста и развития растений широко используются синтетические 

биологически активные соединения, однако в последние годы всё больший интерес проявляется к 

поиску биорегуляторов натурального происхождения, повышающих устойчивость и урожайность 

растений. К ним относятся природные стероидные гликозиды фуро- и спироcтанолового ряда, вы-

деленные в ИГФЗР АНМ из растений Trigonella foenum greacum L., Capsicum annuum L., Solanum 

melongena L., Linaria vulgaris Mill. (тригонеллозид, капсикозид, мелонгозид, линарозид), в большей 

мере изученные на однолетних растениях.  

В задачу работы входило исследование влияния этих стероидных гликозидов на жизнеспо-

собность, рост, фотосинтетическую продуктивность и урожайность подвойных сеянцев и различных 

сортов абрикоса. 

Опыты проводили в питомнике и в молодом саду Института Плодоводства с подвойными се-

янцами и однолетними саженцами абрикоса сортов Костюженский, Надежда и Шалах, райониро-

ванными в республике Молдова,. и перспективными новыми сортами Олимп, NJA-32, NJA-42 и 

Траян, привитыми на сеянцах абрикоса MVA, а также с плодоносящими четырехлетними растения-

ми, выращенными в лизиметрах вегетационного комплекса ИГФЗР. В период интенсивного роста 

(май-начало июня) опытные растения опрыскивали 0,01 - 0,025% водными растворами исследуемых 

соединений и контрольные – водой. В каждом варианте 7 -10 растений. Через 2 недели и в течение 

вегетации определяли ростовые характеристики растений. В конце вегетации учитывали рост и 

биомассу надземных органов и корней, рассчитывали параметры фотосинтетической продуктивно-

сти: листовой индекс, фотосинтетический потенциал и чистую продуктивность фотосинтеза, а также 

учитывали урожай у плодоносящих растений. Статистическую обработку данных проводили с при-

менением критерия Стъюдента, результаты достоверны при 0,05% уровне значимости. 

Исследованию действия тригонеллозида, капсикозида, мелонгозида и линарозида на сеянцы и 

привитые растения абрикоса, показавшие их высокую отзывчивость на применение биорегуляторов. 

Выявлена активизация ростовых процессов у сеянцев абрикоса и жердели под влиянием капсикози-

да и тригонеллозида, в особенности в главном аттрагирующем центре – корнях, что, как известно 

[1], оптимизирует соотношение фитогормонов и увеличивает их экологическую стабильность. В 

хорошо согласованной системе донорно-акцепторных связей в целом растении оптимально реализу-

ется рост и фотосинтез [2]. Это наглядно подтверждают данные, характеризующие фотосинтетиче-

скую продуктивность растений: листовой индекс, фотосинтетический потенциал и чистая продук-

тивность фотосинтеза (табл. 1).Значительно повышались жизнеспособность и качество посадочного 

материала сеянцев и саженцев. 

В 2006-2008 гг. в питомнике исследовали районированные сорта Надежда, Шалах, Костюжен-

ский и перспективные сорта американского происхождения NJA - 32, NJA – 42 и местного - Траян.. 

Выявлены особенности ответной реакции исследуемых растений на некорневую обработку нату-

ральным стероидным веществом капсикозид: увеличение высоты и диаметра стволика, массы и 

площади листьев в среднем на 7-8%. Наибольший эффект был у сортов Траян и NJA-32, NJA-42, где 

различия между опытом и контролем доходили до 16%. У однолетних саженцев абрикоса сортов 

NJA под действием капсикозида увеличивалась удельная поверхностная плотность листьев, важный 

показатель структурного роста листа, положительно коррелирующий с интенсивностью фотосинте-

за и продуктивностью растений. В контроле эта величина составляла 2,42 и в опыте – 3,0 г∙дм
-2 

сы-
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рой массы листа. Под влиянием капсикозида у перспективных сортов более значительно, чем у рай-

онированных. повышаются значения фотосинтетического потенциала,что характеризует не только 

величину листового аппарата, но и длительность его функционирования ( в 1,25-1,30 и 1,1-1,2 раз в 

сравнении с контролем соответственно). 

 

Таблица 1 - Влияние стероидных гликозидов на фотосинтетические параметры сеянцев абри-

коса и жердели. 19.09.2004  

Table 1 - Steroid glycosides influence on photosynthetic parameters of seedlings of stone fruit. 

19.09.2004  

Варианты, 

параметры 

Конт-

роль 

Капси-

козид 

Триго-

неллозид 

Конт-

роль 

Капси-

козид 

Триго-

неллозид 

                         Абрикос                        Жердель 

Листовой индекс, м∙м
-2 

1,18 2,72 2,68 0,75 0,10 1,27 

Фотосинтетический потенци-

ал,  тыс  м
2
∙сут

-1
∙га

-1 1626,3 3752,0 3704,0 1032,0 1096,4 1752,6 

Чистая продуктивность фото-

синтеза , г∙м
-2
∙сут

-1 
   

4,00 6,20 8,10 3,40 5,10 7,50 

 

В годы (2007,2010) с длительной атмосферной и почвенной засухой (с дневными температу-

рами 35-40⁰С и 20% осадков от нормы) исследуемые вещества проявили себя как биологически ак-

тивные соединения антистрессового типа, способствуя поддержанию оптимальных ростовых и ме-

таболических процессов растений абрикоса в таких условиях и сохранению параметров фотосинте-

тической продуктивности на высоком уровне. Эти соединения, в особенности мелонгозид, активи-

зировали рост побегов и листьев, повышая отношение длины листа к его ширине, что является 

наиболее изменчивым морфологическим признаком, отражающим, по мнению [3], адаптацию рас-

тений к внешней среде. Изучали влияние капсикозида и мелонгозида на жизнедеятельность плодо-

носящих растений абрикоса пятилетнего возраста сорта Костюженский в саду и в лизиметрах. 

Опытные растения в засушливых условиях характеризовались более высокой влажностью тканей 

листа. В таблице 2 показано превышение опытных растений над контролем по таким важнейшим 

фотосинтетическим показа-телям как содержание пигментов, интенсивность фотосинтеза и состав-

ляющие продукционного процесса в условиях атмосферной засухи 2010 г. 

 

Таблица 2 - Влияние мелонгозида на фотосинтетические параметры растений абрикоса с. Ко-

стюженский. Июль 2010 

Table 2 - Melongozid influence on photosynthetic parameters v/.Kostyuzhensky apricot plants. July 

2010 

Вариант Сумма хло-

рофиллов 

мг∙дм
-2
 

Фотосинтез, 

мкмоль 

CO2∙м
-2
∙с

-1
 

Листо-

вой ин-

декс, 

м
2
∙м

-2
 

Фотосинте-

тический по-

тенциал, тыс 

м
2∙
сут∙га

-1
 

Чистая продуктив-

ность фотосинтеза, 

г·м
-2
·сут

-1
 

Контроль 2,88 2,00 4,58 389,3
 

1,06 

Mелонгозид O 3,01 2,17 4,90 418,0 1,08 

 

Как и под действием других стероидных гликозидов, особенности развертывания листовой 

поверхности и структурные характеристики листьев у опытных растений абрикоса в значительной 

степени определяли величины листового индекса, фотосинтетического потенциала, нетто-

ассимиляции и в конечном итоге продуктивность растений, превышающую контроль на 8-10 %. Хо-

тя по чистой продуктивности фотосинтеза варианты мало отличались , но значительное превышение 

значений фотосинтетического потенциала в опыте над контролем способствовало повышению уро-

жайности под влиянием мелонгозида О на 12%. 
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Изучение  влияния линарозида на растения абрикоса было начато на вступивших в плодоше-

ние четырехлетних растениях сорта Костюженский. Установлено , что опрыскивание этим препара-

том  увеличивает  массу одного плода  на 6-7%  и общий урожай  на 25-29 %.  В  таблице 3 показано 

стимулирование роста плодов линарозидом в сравнении с контролем и капсикозидом. Линарозид 

был эффективнее капсикозида на 18-20%. 

 

Таблица 3 - Урожай растений абрикоса с.Костюженский, обработанных линарозидом. Июль 

2011 г.  

Table 3 - Apricot  yield v..Kostyuzhensky treated with linarozid, July 2011 

Вариант Контроль Капсикозид Линарозид 

Масса одного плода, г 48,4 51,6 62,3 

Урожай на одном растении, % от контроля  100 107 129 

 

В дальнейших исследованиях  выявлено значительное стимулирующее действие препарата 

линарозид  на однолетние растения абрикоса. Это проявилось в активизации процессов нарастания 

листовой поверхности, интенсивности роста побегов, штамба  и корневой системы . Количество ли-

стьев, общая масса и площадь листьев на одном растении у сортов Олимп и NJA-42, обработанных 

линарозидом,  превышали эти величины у  контрольных растений  в среднем на 7-10%.. Растения 

абрикоса сорта Олимп были более отзывчивыми на обработку линарозидом, чем сорт NJA-42. 

Таким образом,  в результате  многолетних  исследований дано физиологическое обоснование 

применения натуральных стероидных соединений тригонеллозид, капсикозид, мелон-гозид  и лина-

розид для оптимизации процессов роста и фотосинтеза с целью повышения продуктивности расте-

ний абрикоса. 
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STUDY OF NATURAL STEROIDAL GLYCOSIDES ON APRICOT PLANT PRODUCTIVITY 
Titovа N.V., Shishkanu G.V. 

 

natural steroidal glycosides, apricot, growth, yield 

 

Studied the effect of glycosides isolated from plants of the genera Trigonella., Capsicum,. Solanum 

and Linaria on the photosynthetic activity of rootstock seedlings and grafted plants apricot different ages. 

Revealed the stimulatory effect of glycosides on growth, yield and photosynthetic parameters of the test 

plants. 
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Введение 
Актуальной задачей настоящего в области симбиотической азотфиксации является разработка 

препаратов биологической стимуляции роста, развития бобовых растений, усиление их продуктив-

ности и устойчивости за счет использования биологического азота. Основой этих препаратов могут 

быть высокоэффективные штаммы клубеньковых бактерий, которые выделяют комплекс веществ 

активизирующих рост и развитие растений: положительно влияют на корневую систему растений, 

улучшают плодородие почв, увеличивают в них содержание азота за счет повышения активности. 

Соответственно, они могут быть рекомендованы для использования в агробиотехнологии. 

Материалы и методы 

Целью данной работы было изучение эффективности функционирования симбиотических си-

стем, созданных на основе Glycine max (L.) Merr. и бактериальных культур диазотрофов для регуля-

ции продуктивности и устойчивости растений разных сортов сои. Для инокуляции семян сои сортов 

Аннушка, Васильковская и Марьяна использованы клубеньковые бактерии Bradyrhizobium 

japonicum из коллекции азотфиксирующих микроорганизмов ИНСТИТУТ ФИЗИОЛОГИИ РАС-

ТЕНИЙГ НАН Украины – производственный штамм 634б и Tn5-мутанты: Т66, В1-16, В1-20. 

Tn5-мутанты полученные методом транспозонового мутагенеза [1] и отобраны по улучшен-

ным симбиотическим свойствам. Бактериальный титр суспензий – 10
9
 клеток /мл. 

В лабораторных опытах с семянами сои проращивание и снятие показаний проводили в соот-

ветствии с ГОСТ 12038–84 [3]. 

Вегетационные исследования проводили в условиях модельных опытов на вегетационной площа-

дке ИНСТИТУТ ФИЗИОЛОГИИ РАСТЕНИЙГ НАН Украины при влажности субстрата 60% ПВ и 

естественном освещении. Растения выращивали по 6 штук в 15–килограммовых сосудах Вагнера. Сосу-

ды предварительно стерилизовали 20%-ным раствором Н2О2. В качестве субстрата использовали про-

мытый речной песок с добавлением минеральной питательной смеси Гельригеля [4], содержащей 1,0 

норму азота (1 норма соответствует 708 мг Са(NO3)2 × 4Н2О на 1 кг песка). Перед посевом семена стери-

лизовали 70%–ным этанолом в течение 15 мин, а затем промывали проточной водой в течение 2 ч. Пос-

ле этого инокулировали подготовленными суспензиями соответствующих штаммов B. japonicum. Конт-

роль – семена сои увлажненные водопроводной водой. Повторность в вариантах опытов – семикратная. 

С целью изучения влияния инокуляции на устойчивость растений в фазу бутонизации опреде-

ляли интенсивность процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в фотосинтетических тканях 

и корнях растений сои, которые оценивали по количеству ТБК-активных продуктов [5]. Азотфикси-

рующую (нитрогеназную) активность корневых клубеньков сои определяли в фазу бутонизации 

растений ацетиленовым методом [6]. Газовую смесь анализировали на газовом хроматографе Agilent 

Technologies 6855 Network GC System (USA). Определения проводили в пятикратной повторности. 

Статистическую обработку экспериментальных данных осуществляли по общепринятым методи-

кам [7] с привлечением пакета специальных программ Microsoft Excel `00. Вероятность разницы 

между вариантами оценивали по критерию Стьюдента и уровнем значимости Р ˂ 0,05. 
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Результаты и обсуждение 

Исследования показали, что обработка семян монокультурами клубеньковых бактерий приво-

дит к увеличению энергии прорастания семян по сравнению с контролем во всех опытных вариан-

тах. Для сорта Марьяна наиболее эффективным по влиянию на исследуемый показатель оказался 

штамм В1-16, для сорта Аннушка – 634б и Т-66, для сорта Васильковская – штамм В1-20, инокуля-

ция семян которыми приводила к увеличению энергии прорастания на 29,4%, 57,1% и 48,5% соот-

ветственно по сравнению с контролем. 

Особенно заметно стимулирующее влияние инокуляции микроорганизмами на длину пророс-

тков сои. Обработка семян всеми без исключения штаммами ризобий приводила к увеличению дли-

ны проростков на 45,5–122,3% по отношению к контрольному варианту. Наиболее эффективными 

для сортов Марьяна и Аннушка оказался штамм Т-66, для сорта Васильковская – В1-20, инокуляция 

которыми положительно влияла на рост проростков и приводила к увеличению их длины более чем 

в два раза по сравнению с контролем. 

Поскольку поддержание ПОЛ на необходимом безопасном для клеток уровне –жизненно важ-

ное условие их нормального роста и функционирования, одним из наших заданий было исследование 

влияния штаммов-инокулянтов B. japonicum на содержание ТБК-продуктов в фотосинтетических тка-

нях и корнях сои. Показано, что низкое содержание ТБК-активных продуктов в фотосинтетических 

тканях наблюдалось при инокуляции семян сои сорта Аннушка штаммами 634б и В1-20, семян сортов 

Марьяна и Васильковская – 634б B. japonicum (рис. 1, А). Наибольшее содержание ТБК-активных 

продуктов отмечали при инокуляции семян сои сортов Аннушка и Васильковская Тn5-мутантным 

штаммом Т66, а сорта Марьяна – штаммом В1-20. Исследовав содержание ТБК-активных продуктов в 

корнях растений, существенной разницы между использованными штаммами ризобий по влиянию на 

исследуемый показатель для всех трех сортов растений мы не отмечали (рис. 1, Б). 

 
   A      Б 

Рисунок 1 - Содержание ТБК-активных продуктов в листьях (А) и корнях (Б) растений сои при 

инокуляции семян различными штаммами диазотрофов 

Figure 1 - The content of TBA-active products in leaves (A) and roots (B) of soybean plants by inocu-

lation of different strains of dyazotrophs 

В результате исследований выявлено также, что симбиотические системы сои, образованные с 

участием идентичных микросимбионтов отличаются по количеству сформированных корневых 

клубеньков в зависимости от использованного сорта сои, что отражается на показателе интенсивно-

сти азотфиксирующей активности при функционировании бобово-ризобиальной системы. Как вид-

но с рис. 2 оптимизировать азотфиксирующий потенциал симбиотической системы сои сорта Васи-

льковская возможно за счет использования Tn5-мутантов В1-16 и В1-20 B. japonicum, которые спо-

собны к большей азотфиксации по сравнению с мутантом Т66 и производственным штаммом 634б. 

Бактероиды образовавшиеся на основе клубеньковых бактерий Tn5-мутанта B. japonicum Т66 про-

являли наибольшую азотфиксирующую активность в симбиозе с соей сорта Марьяна. Нитрогеназ-

ная активность клубеньков сои сорта Аннушка была наибольшей при инокуляции мутантом В1-16.  
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Рисунок 2 - Удельная азотфиксирующая активность симбиотических систем Glycіne max (L.) 

Merr.-Bradyrhizobium japonicum, сформированных в результате предпосевной инокуляции семян 

штаммами ризобий 

Figure 2 - Specific nitrogen-fixation activity of symbiotic system of Glycine max (L.) Merr.-

Bradyrhizobium japonicum, formed in result of pre-inoculation the seeds by rhizobia strains  

Таким образом, для повышения азотфиксирующего потенциала симбиотической системы ис-

следуемых сортов сои можно рекомендовать применение данных Tn5-мутантов, способных обеспе-

чить более высокий уровень нитрогеназной активности. Все это открывает большие перспективы 

перед исследованиями по оптимизации симбиотической азотфиксации и повышению ее вклада в 

урожайность и устойчивость бобовых растений. 
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SCREENING OF DIAZOTROPHS STRAINS TO FORM AN EFFECTIVE SYMBIOSIS OF 

LEGUME-RYZOBIUM GLYCINE MAX (L.) MERR. - BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM 

Tretyakov V.O., Karaushu E.V., Vorobey N.A., Taran N.Yu., Kots S.Ya. 
 

diazotrophs, Glycine max. Merill., ТBA-аctive products, nitrogen-fixing activity 

 

In present study efficiency of pre-sowing treatment of soybean (Glycіne max (L.) Merr.) seeds of dif-

ferent varieties by bacterium Bradyrhizobium japonicum – commercial strain 634b and Tn5-mutants T66, 

B1-16, B1-20. The obtained data showed positive influence of inoculation on the plants in the early stages of 

development, the level of nitrogen-fixation activity and the level of lipid peroxidation in plant tissues.  
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ВВЕДЕНИЕ CYPRIPEDIUM CALCEOLIS L. В КУЛЬТУРУ IN VITRO 

Фатеева Е.В., Андрюшечкина Г.В., Мокшин Е.В., Лукаткин А.С. 
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Cypripedium calceolus, in vitro, инфицированность, жизнеспособность, стерилизующий агент 

 

Венерин башмачок – одна из красивейших орхидей умеренного пояса, поэтому она из-

давна уничтожалась как при сборе на букеты, так и при выкопке корневищ для переноса рас-

тения в сады. Сокращается численность башмачка также и в результате изменений или раз-

рушений его местообитаний при рубке лесов и внесении удобрений. В случае, если на вы-

рубках образуются луга, башмачок постепенно выпадает. На сплошных вырубках травяных 

сосняков башмачок выпадает уже через 3 года [1]. В связи с быстрым исчезновением башма-

чок – первая орхидея, взятая под охрану [2]. Венерин башмачок настоящий Cypripedium 

calceolus L. – растение, занесенное в Красную Книгу Российской Федерации. В связи с про-

блемой сохранения аборигенной флоры и восстановления численности орхидных необходи-

ма разработка подходов и методов получения растений в культуре in vitro для последующей 

их интродукции и репатриации [3]. 

Первым этапом введения в культуру in vitro является стерилизация первичных эксплан-

тов, так как это напрямую влияет на инфицированность эксплантов, их состояние и степень 

жизнеспособности. Применяют большое количество различных стерилизующих растворов: 

5-10% хлорамин Б, 0,1% диацид, 70% этанол, 0,1% мертиолат, 0,01% бенлат, 0,1% каптан, 

0,01% превикур-N, 0,1 % сулема, и др. [4]. Однако в каждом конкретном случае необходимо 

эмпирически подбирать стерилизующий агент и время экспозиции, обеспечивающие макси-

мальную стерильность и жизнеспособность эксплантов.  

Целью нашей работы было изучение влияния режима стерилизации на инфицирован-

ность и жизнеспособность эксплантов (коробочки, фрагменты корневища) венериного баш-

мачка настоящего (C. calceolus L.). В качестве стерилизующих агентов использовали 0,1% 

KMnO4, 70% этанол, 6% хлорамин, 50% Domestos.  

Стерилизацию проводили по двум схемам. Первая включала в себя промывку объектов 

проточной водой, затем мыльным раствором, ополаскивание в дистиллированной воде и экс-

позицию в 0,1% KMnO4 (30 мин.), 70% этаноле (1–2 мин.), 6% хлорамине (15–25 мин.). Во 

втором случае стерилизацию осуществляли по той же схеме, за исключением того, что 6% 

хлорамин заменяли на 50% Domestos (25 мин.). Посадку эксплантов проводили на агаризо-

ванную (0,7%) среду по прописи Мурасиге и Скуга (pH 5,6–5,8), дополненную 1,5 мг/л индо-

лилуксусной кислоты (ИУК) и 2,5 мг/л 6-бензиламинопурина (6-БАП). Культивирование 

эксплантов осуществляли в пробирках при естественном освещении и температуре 23–25 
о
С.  

В результате проведенных экспериментов было установлено, что для фрагментов кор-

невищ наименьший процент зарастания (13%) отмечался в варианте 0,1% KMnO4 (30 мин.) + 

70% этанол (1 мин.) + 50% Domestos (25 мин.). Использование другого режима стерилизации 

оказалось неэффективным применительно к этим эксплантам. В то же время при стерилиза-

ции коробочек наименьшая инфицированность была зафиксирована в варианте с использо-

ванием 6% хлорамина – 46%. Несколько большим (56%) данный показатель был в варианте с 

использованием 50% Domestos. 

Максимальный процент жизнеспособных эксплантов (87%) в случае фрагментов кор-

невищ отмечен в варианте с 50% Domestos. При эксплантации коробочек наилучший резуль-

тат по жизнеспособности (54%) был при использовании 6% хлорамина. 

В ходе длительного культивирования на среде Мурасиге-Скуга с 1,5 мг/л ИУК и 2,5 

мг/л 6-БАП выявлена неодинаковая реакция различных эксплантов. Для фрагментов корне-
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вищ не показано видимого органогенеза или каллусогенеза, тогда как на коробочках форми-

ровался каллус. Образующийся каллус был светло-желтоватым, средне-плотной консистен-

ции, медленно растущим. Пересадку каллуса на свежую питательную среду провели спустя 5 

месяцев после первичной эксплантации, и наблюдали продолжение роста каллусной ткани. В 

последующем была произведена пересадка каллусной ткани на питательные среды с изме-

ненным составом гормонов с целью органогенеза (ризогенеза или формирования побегов).  

Таким образом, использованные режимы стерилизации эксплантов C. calceolus L. пока-

зали неплохие результаты как по стерильности, так и по проценту жизнеспособности экс-

плантов. Для коробочек целесообразно использовать более мягкий режим стерилизации (с 

использованием 6% хлорамина), тогда как для корневищ лучше применять стерилизацию с 

использованием Доместоса. Введение C. calceolus L. в культуру in vitro с последующей реге-

нерацией растений из каллусной ткани и клональным размножением позволит в дальнейшем 

провести работу по интродукции и реинтродукции этого исчезающего вида в естественных 

местообитаниях.   
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INTRODUCTION CYPRIPEDIUM СALCEOLIS L. IN CULTURE IN VITRO 

Fateeva E.V., Andryushechkina G.V., Mokshin E.V., Lukatkin A.S 

 

Cypripedium calceolus; in vitro; infections; viability; sterilizing agent. 

 

Cypripedium calceolus L. is a plant of the Russian Red Book. The effect of C. calceolus steri-

lization was studied on the explants (fragments of rhizomes, or capsules) infection and viability. As 

a sterilizing agent was used 0,1% KMnO4, 70% ethanol, 6% chlorine amine, 50% Domestos. The 

used sterilization modes showed good results as to sterility, as to explants viability. It should be 

used a softer sterilization (using 6% chlorine amine) for capsules, and  Domestos – for rhizomes . 
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салициловая кислота, сумма фенолов, катехины, лейкоантоцианы  

 

Введение 
Особое внимание исследователей к салициловой кислоте (СК) связано с обнаружением ее 

ключевой роли в индукции системной приобретенной устойчивости растений к инфицированию 

фитопатогенами. Однако не вызывает сомнения факт участия СК в развитии защитных реакций в 

растениях в ответ на неблагоприятные факторы среды не только биотической, но и абиотической 

природы. В последнее время все более актуальным является поиск негенетических средств увеличе-

ния продуктивности и устойчивости растений, особенно сельскохозяйственных. В связи с этим вы-

зывает интерес поиск низкомолекулярных веществ, которые могут выступать в качестве фитости-

муляторов. Так же стоит отметить, что в литературе практически отсутствуют сведения о роли вли-

яния СК на биосинтез вторичных метаболитов, а также вовлечение данного вещества в обмен фе-

нольными соединениями, и в частности биофлавоноидов последнего синтетического звена [1,2]. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования нами была выбрана рожь посевная (лат. Secále cereále L.). 

Растения ржи посевной выращивались при различных концентрациях салициловой кислоты: 100 

мкМ; 200 мкМ; 500 мкМ; 1000 мкМ. В качестве контроля использовалась дистиллированная вода. 

Семена предварительно дезинфицировались раствором 70% этилового спирта со временим 

экспозиции около 30 секунд. Отбирались по 50 кондиционных семян (отсутствие визуальных по-

вреждений) для каждой из приведенных концентраций и переносились в чашки Петри. Отобранные 

семена заливись 30 мл рабочего раствора.  

Чашки Петри были перенесены в климатическую камеру Binder, первые трое сут. проращива-

ние семян осуществлялось в полной  затененности при температуре 20 ˚С. Последующие 4 сут. рас-

тения выращивались со стандартным фотопериодом 16 ч световой экспозиции и температуре 25˚С и 

8 ч затененности при  температуре 22˚С. 

На 7 сутки, для интактных растений были заменены рабочие растворы с заданными концен-

трациями. Для установления функциональных изменений на уровне клетки  в растениях выращен-

ных при разных концентрациях на 14 сут. измерялась концентрация фенольных соединений различ-

ных классов. Количественное определение содержания суммы полифенольных соединений  прово-

дили с помощью гексацианоферрата калия. В кислой среде фенольные соединения восстанавливают 

гексацианоферрит калия (Fe+3) до гексацианоферрата калия (Fe+2), который в присутствии ионов 

трехвалентного железа образует окрашенные соединения (берлинская лазурь) которые измеряются 

при длине волны 720 нм.  

Различия в окислительно-восстановительных потенциалах для различных фенолов приводит к 

дифференциальным окислительно-восстановительным реакциям в анализируемых жидкостях. Для 

этого пробы были стандартизированы по галловой кислоте. Таким образом, результаты выражены 

как " эквиваленты галловой кислоты ", а не как абсолютные величины. 

Определение содержания катехинов (флаван3,4 диолов) в растительных пробах. В кислой сре-

де ванилин реагирует с конденсированными дубильными веществами, с образованием коротко жи-

вущих соединений красного цвета, которые представляют собой продукты конденсации флавонои-

дов с ванилином, с максимумом поглощения 520 нм. 

http://ru.wikipedia.org/wiki/L.
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%BD%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BA
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Определение содержания лейкоантоцианов (флаван-3олов) в растительных пробах. Бутанол-

HCl метод определения флаван-3,4диолов (лейкоантоцианов) основан на расщеплении внутрифла-

ваноидной связи в проантоцианедине с использованием горячих кислот, приводящий к окислению 

флаван-3,4диолов и дальнейшее их преобразование в антоцианы (окрашенные соединения). Сфор-

мировавшийся окрашенный раствор имеет максимальную оптическую плотность про 520 нм.  

Опыты проводили в трех биологических повторностях. Полученные данные были обработаны 

с использованием пакета электронных таблиц Microsoft Exel и представлены в виде средних ариф-

метических значений с указанием среднего квадратического отклонения. Работа проводилась на ба-

зе лаборатории природных антиоксидантов химико-биологического института, Балтийского феде-

рального университета им. И. Канта[1, 3]. 

Результаты и обсуждение 

Для определения биохимического статуса экспериментальных растений в них определялось 

содержание вторичных метаболитов фенольной природы: таких как катехины, лейкоантоцианы, 

сумма фенольных соединений. Измерения проводились на 14 сут. после посадки. 

  
        Рисунок 1 - Влияние различных концентра-

ций СК на накопление лейкоантоцианов в рас-

тениях ржи посевной  

        Figure 1 - Effect of different concentration of 

SA on the accumulation of leucoanthocyanins in 

Secale cereale L. 

        Рисунок 2 - Влияние различных концентра-

ций СК на накопление катехинов в растениях  

ржи посевной 

        Figure 2 - Effect of different concentration of 

SA on the accumulation of catechins in Secale cere-

ale L. 

 

 

 
Рисунок 3 - Влияние различных концентраций СК на содержание фенолов в растениях  ржи 

посевной 

Figure 3 - Effect of different concentration of SA on the accumulation of total phenols in Secale cere-

ale L. 

 

Отмечен высокий пул флаван-3,4 диолов в растениях выращенных при концентрации дей-

ствующего раствора 100 мкМ (60,55±4,2 мг/г ). Однако стоит отметить, что содержание лейкоанто-

цианов в растения выращенных на растворах с концентрациями 200 мкМ и 500 мкМ была достовер-

но выше чем у растений выращенных на среде без добавления СК (контроль). 
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Максимум содержания катехинов был отмечен в растениях выращенных при концентрации 

100 мкМ (26,85±2,11мг/г). Однако растения выращенные при больших концентрация действующего 

вещества (200 мкМ, 500мкМ, 1000 мкМ) были так же достоверно выше контроля. 

Отмечен сравнительно высокий уровень суммарного содержания  фенольных соединений у 

растений выращенных на растворах СК. Однако, максимум  был отмечен у растений выращенных 

при концентрации 500 мкМ (375,13±27,51 мг/г), что может быть объяснено тем что общий пул фе-

нольных соединений при данной концентрации составляют вещества не входящие в число исследу-

емых нами классов (флаван-3,4 диолов, флаван-3 олов). Как было написано выше, максимум накоп-

ления для данных классов биофлавоноидов отмечался при концентрации действующего раствора 

100 мкМ. 

Заключение 
В работе показан поиск путей увеличения продуктивности растений за счет использования не-

генетических методов. Вовлечение в обмен меществ экзогенных вторичных метаболитов, а в част-

ности разнородной группы фенольных соединений является эффективным способом активации ро-

стовых процессов растений особенно при низких концентрация действующих растворов (100 мкМ и 

200 мкМ). Данные эффекты можно рассматривать двояко. С одной стороны это изменение в окис-

лительно-восстановительном балансе клетке, приводящий к увеличению пула антиоксидантов. С 

другой стороны вовлечение их, а в частности СК, в общий фенольный обмен, что стимулирует лиг-

нификацию клетки, тем самым увеличивая резистентность растения при воздействии на него не бла-

гоприятных факторов среды. 
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IDENTIFICATION SUBSTRATE PROPERTIES OF SALICYLIC ACID IN SYNTHESIS 

OF FLAVONOIDS BY SECALE CEREALE L. 
Feduraev P.V., Tchoupakhina G.N., Skrypnik L.N. 

 

salicylic acid, total phenolic content, catechins, leucantocyanins 

 

Effect of low concentrations of salicylic acid in the accumulation of phenolic compounds and different 

classes of bioflavonoids was shown. 
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Введение  

Одной из актуальных проблем является проблема сохранения  видов растений, как дикорас-

тущих, так и сельскохозяйственных, с помощью методов биотехнологии. В результате использова-

ния методов эмбриокультуры можно сохранять не только редкие и исчезающие виды растений, но и 

добиться более высокой завязываемости семян и плодов при проведении отдаленной гибридизации 

растений. Но чаще всего, при проведении таких исследований возникают формы растений с новой 

комбинацией генов и признаков, приводящей, в конечном итоге, к развитию новых организмов. Для 

сельского хозяйства Казахстана создание новых, высокопродуктивных сортов сельскохозяйствен-

ных растений является основной задачей генетиков и селекционеров на долгие годы. В последнее 

время в процессе выведения новых сортов, для придания растениям полезных признаков, начаты 

исследования эпигенетических изменений у мягкой пшеницы.  

Эксперимент по выращиванию незрелых зародышей видов, сортов и межвидовых гибридов 

пшеницы на искусственных питательных средах, проводили с дальнейшей целью получения как 

можно большего количества гибридных растений с различными хозяйственно-ценными признака-

ми, для проведения генетико-селекционных анализов полученного в результате отдаленной гибри-

дизации материала, в частности, стерильных и фертильных растений.  

Материалы и методы  

Все исследования были проведены в 2009 -2013 гг. Объектами для исследований служили ви-

ды пшениц: T.aestivum L. (A
u
A

u
BBDD) (сорт  Саратовская-29), линия мягкой пшеницы, полученная 

из питомника СИММИТ: №1374 [MX103-04MF5YCINT-210] и T.compactum L. (A
u
A

u
BBDD), а так-

же гибридные растения F1 - F3,  полученные от межвидовых скрещиваний: Саратовская-29 × 

T.compactum, T.compactum × №1374 [MX 103-04 MF5YCINT-210, №1374 MX 103-04 MF5YCINT-

210] × T.compactum. Незрелые семена от этих скрещиваний были использованы как для эмбриокуль-

туры, так и оставлены на созревание, для того, чтобы в последующие годы получить гибридные 

потомства.  

Посев производили на полях КазНИИЗиР АО «Казагроинновация» МСХ РК. Скрещивания 

всех видов, сортов, линий и гибридов проводили по общепринятым методам, с некоторыми моди-

фикациями [1, 2]. Во всех полевых опытах соблюдали режим агротехнических мероприятий обще-

принятый для данного региона. После получения урожая проводили анализ по элементам структуры 

урожая.  

На искусственные питательные среды в 2009 г. были посажены незрелые 15-ти – 18-ти – су-

точные зародыши видов и гибридов, участвовавших в эксперименте. Всего было посажено около 

700 незрелых зародышей. Описание методов получения каллусов и растений-регенерантов пред-

ставлено в инновационном патенте Республики Казахстан № 79082 от 10.12.2012 г. [3].  

Результаты и обсуждение  

В решении проблемы получения гетеро- и гомозиготных линий из гибридных комбинаций для 

ускорения селекционного процесса основную роль играет разработка методов оптимизации компо-

нентов питательных сред и изучение образования каллусов и растений-регенерантов при культиви-

ровании незрелых зародышей пшеницы. [4].  
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Каллусы из незрелых зародышей комбинаций №1374 × T.compactum, T.compactum × №1374, 

Саратовская-29 × T.compactum хорошо развивались и росли, а в некоторых случаях зародыши почти 

сразу же после посадки – через 1-2 недели давали ростки. Процент растений-регенерантов колебался 

от 26,5% T.compactum × Саратовская-29 и до 80,6% у комбинации Саратовская-29 × T.compactum. 

Визуальные наблюдения за ростом и развитием каллусов показали, что такие проростки росли из 

точек роста самого зародыша, а не из каллусной ткани. Если же такие каллусы с проростками разде-

ляли на две части и пересаживали отдельно – растение-регенерант на среду с ИУК, а каллус снова на 

свежую среду МС, то через некоторое время начинали расти слабые проростки уже из каллусной 

ткани, однако при последующих пересадках практически все они погибали. Таким образом, в мас-

совом количестве получены растения-регенеранты не только видов и сортов пшеницы, используе-

мых в межвидовых скрещиваниях, но и растения-регенеранты гибридных комбинаций.  

Зимой 2009 – 2010 гг. растения-регенеранты сорта Саратовская 29, видов T.compactum L. и ги-

брида  № 1374 х  T.compactum L. на стадии кущения были пересажены в горшки с почвой. В апреле 

2010 г. все растения расколосились и даже зацвели. Весной 2011 г. зерна со всех растений были вы-

сеяны на экспериментальном участке. При фенологических наблюдениях оказалось, что семена рас-

тений F2 хорошо прорастали, растения развивались и росли – все стадии – кущение, выход в трубку, 

колошение были нормальными для растений ярового посева, но созревание задерживалось на 2 не-

дели. В дальнейшем опыте зерна всех растений, прошедших стадию эмбриокультуры, ежегодно вы-

севали в озимом посеве. Завязываемость зерен у растений видов и гибриов F1 - F3,  колебалась в пре-

делах от 40% до 70%. Также как и у растений, выращенных из контрольный семян, не прошедших 

стадию эмбриокультуры, стабильными были признаки: «высота растений», «длина главного коло-

са», «количество колосков», «количество цветков в главном колосе» – коэффициент вариации у них 

редко превышал 20%. Признаки «количество колосьев на одно растение» и «количество зерен в ко-

лосе» имели высокий коэффициент вариации, достигающий  57,9% у растений гибридной комбина-

ции T.compactum L × № 1374. Таким образом, снова подтверждается наше предположение о том, что 

наследование морфофизиологических признаков у пшеницы контролируется двумя системами ге-

нов – классической и эпигенетической.  

На рис. 1 и 2 представлены колосья сорта Саратовская-29, и растений из расщепляющейся ги-

бридной комбинации  № 1374 × T.compactum L. 

 

 
 

Рисунок 1 - Колосья сорта Саратовская-29. F2 после эмбриокультуры 

Figure 1 - Grade ears Saratov-29. F2 after embryoculture 
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Рисунок 2 – Колосья растений комбинации № 1374 × T.compactum L. F2 после эмбрио-

культуры  

Figure 2 - Ears of plants of a combination No1374 × T.compactum L. F2 after embryoculture 

 

Заключение  

В результате комплексных генетических и биотехнологических исследований   предложен ме-

тод, с помощью которого можно будет получать большое количество растений как материнских и 

отцовских форм, так и гибридных растений, полученных в результате межвидовых скрещиваний в 

роде Triticum L. В настоящее время на метод получен инновационный патент Республики Казахстан. 
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GENETIC BASES OF CREATION OF WHEAT FORMS BY METHODS OF THE REMOTE 

HYBRIDIZATION AND EMBRYOCULTURE. 

Khailenko N.A., Altayeva N.A., Iskakova A.B., Terletskaya N.V. 

 

remote hybridization, species, hybrids, embryo, embryoculture 

 

Results of experiments on receiving viable posterity of plants from interspecific crossings at wheat are 

presented. In researches various receptions and methods of the remote hybridization and biotechnology, in 

particular a method of cultivation of unripe nuclei were used. The innovative patent of the Republic of Ka-

zakhstan No. 79082 of 10.12.2012 is taken out. 
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Введение 

Современные методы генетической инженерии дают возможность использовать полез-

ные гены любых живых организмов, с целью создания генетически-модифицированных объ-

ектов – активных продуцентов полезных веществ. В связи с этим поиск носителей полезных 

свойств активно ведётся среди объектов разного уровня организации: среди бактерий, расте-

ний и животных. 

По видовому составу растения – не самое множественное население нашей планеты, но 

на их полезные свойства человек обратил внимание в первую очередь потому, что с ними он 

находился в постоянном контакте и использовал как более доступную пищу. Среди растений 

уже открыто огромное количество продуцентов полезных веществ, но эти поиски продол-

жаются и можно быть уверенными в том, что много новых биотехнологических продуктов 

будет получено в будущем с использованием растительных генов. 

Дикорастущие растения являются источниками многих физиологически активных со-

единений, представляющих интерес для медицины, пищевой промышленности, фармации и 

сельского хозяйства. Сбор дикорастущих растений предусматривает выбор экологически чи-

стых районов, которые в связи со снижением сельскохозяйственной деятельности, имеются и 

в Калининградской области. Однако биохимическое исследование природной флоры обла-

сти, как источника биологически активных соединений, в послевоенное время не проводи-

лось, исключая работы по характеристике растительных кормов для животных [1]. 

В 2008 году на базе Балтийского федерального университета в результате реализации 

национального проекта «Образование» организована лаборатория природных антиоксидан-

тов. Выбор для исследования данной группы соединений был продиктован ролью антиокси-

дантов для сохранения здоровья человека и животных [2]. 

В настоящее время продолжается поиск активных продуцентов антиоксидантов среди 

всех объектов живого мира, относящихся или к конкретному региону [3, 4], или к опреде-

лённому семейству, виду, сорту [5], к группе лекарственных растений [6, 7]. 

Исследуется участие антиоксидантов в защитных реакциях при окислительном стрессе 

– когда повышается  содержание свободных радикалов. Для нейтрализации свободных ради-

калов, в организме должно быть достаточное количество антиоксидантов. Этим объясняется 

значимость количественного определения содержания антиоксидантов и поиск новых про-

дуцентов. Большой экспериментальный материал по количественному анализу содержания 

антиоксидантов выполнен под руководством Я.Н. Яшина [8]. 

Важным направлением в исследовании антиоксидантов являются поиски путей влия-

ния на эндогенный пул антиоксидантов. Так, показано [9], что обработка семян пшеницы эк-

зогенными флавонолами приводима к изменениям антиоксидантной системы: при действии 

кверцетина уровень антиоксидантного стресса снижался, а при действии рутина – увеличи-

вался. 

mailto:GCHupakhina@kantiana.ru
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Эндогенный уровень антиоксидантов помимо видовой и сортовой специфики во мно-

гом зависит от экологических факторов [10]. 

Материалы и методы 

Проанализировано 50 видов дикорастущих растений, 66 видов лекарственных и около 

40 сортов культурных растений. 

Определялась суммарная активность водорастворимых антиоксидантов амперометри-

ческим методом на приборе «Цвет – Яуза - 01» [11], спектрофотометрически определялось 

количественно содержание антоциановых пигментов, каротиноидов [12], суммарное содер-

жание полифенолов, катехинов, лейкоантоцианов [6], титрометрически – количество аскор-

биновой кислоты и рутина [12]. 

Результаты и обсуждение 

Выполненные исследования показали, что оценивая растения по способности синтези-

ровать те или иные полезные соединения, характеризующие их как активных продуцентов 

антиоксидантов, необходимо учитывать некоторые закономерности, выявленные нами для 

растений Балтийского региона. 

Прежде всего это влияние климата приморской зоны. Показано, что в менее благопри-

ятных условиях приморской зоны: более низкая температура, повышенная влажность, посто-

янное ветровое воздействие пул водорастворимых антиоксидантов у злаковых и бобовых 

растений был выше, чем у растений континентальной зоны [13]. 

Однотипная реакция на условия приморской зоны выявлена и в накоплении растения-

ми антоцианов и аскорбиновой кислоты. Защитная функция данных соединений хорошо 

проявляется в онтогенезе растений, например, у колосняка песчаного: в начале вегетации в 

большом количестве присутствуют антоцианы, что объясняется их физиологической функ-

цией. У растений с не вполне сформированным фотосинтетическим аппаратом антоцианы 

предохраняют их зелёные пигменты от фотоокисления, а также  поглощают свет в видимой 

области спектра и тем самым дают дополнительную энергию растению, начинающему рост в 

весеннее ещё холодное время года. Во время деградации зелёных пигментов в конце вегета-

ции наблюдается второй максимум в накоплении антоцианов. Он приходится на период бо-

лее низких температур и здесь будут востребованы те же функции антоцианов, что и в пери-

од, весеннего возобновления роста растений. 

Ценность растений как источников биологически активных веществ резко меняется в 

присутствии поллютантов. Изучен антиоксидантный статус растений в условиях загрязнения 

кадмием городской среды. Показано, что у всех растений содержание водорастворимых ан-

тиоксидантом в присутствии кадмия снижалось. Такая же ситуация и с содержание кароти-

ноидов, а вот уровень антоцианов повысился. 

Высокая положительная корреляционная зависимость между содержанием Cd и накоп-

лением антоцианов в вакуолях (r = 0,92) позволяет отнести их биосинтез к неспецифическим 

механизмам адаптации растений к большим концентрациям металла, а их содержание ис-

пользовать в качестве теста, характеризующего реакцию растений на уровень загрязнения 

территорий ионами кадмия. 

Заключение 

Таким образом, поиски растений с повышенным синтезом тех или иных соединений, 

представляющих интерес для промышленной биотехнологии необходимо вести с учётом то-

го, что масштаб новообразования соединения определяется не только видовой принадлежно-

стью растения и этапом его онтогенетического развития. 

Существенное влияние на показатели биосинтеза биологически активных соединений 

оказывают экологические факторы, которые могут оказать значительное влияние на масштаб 

новообразования интересующего нас соединения и дать результат существенно отличающи-

еся от нормальных возможностей растения, особенно это касается биосинтеза антиоксидан-

тов. 
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It is proved, that one has to search for substance producing plants which are of interest for in-

dustrial bio-technology, concerning that the amount of produced valuable compounds does not de-

pend only on plant species, nor It depends on a phase of it's ontogenetic development but it essen-

tially depends on ecological factors, mostly antioxidants, which do influence the biosynthesis.  
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Введение 

Традиционно, приоритетными объектами биотехнологических исследований является изучение 

различных видов, сортов и гибридов культурных растений. В настоящее время в мире появилась тен-

денция применения для охраны растительных ресурсов биотехнологических методов, которые бази-

руются на культивировании клеток, тканей и органов растений в контролируемых условиях in vitro, 

при этом все чаще для подобных исследований используют виды дикорастущей флоры. Эти методы 

становятся составляющей частью общей стратегии сохранения генофонда растений, среди которых 

развиваются такие направления биотехнологии, как клонирование и размножение редких, исчезаю-

щих дикорастущих видов, создание генетических банков на основе пересадочных культур и криобан-

ков. Однако, эти методы пока еще не нашли широкого применения в работе по сохранению биоразно-

образия растительных ресурсов умеренной зоны. Главная причина такого положения заключается в 

недостаточной изученности биологических особенностей таких видов растений, их жизненных репро-

дуктивных стратегий, а также ряда теоретических и методических аспектов, которые связаны с моде-

лированием и регуляцией морфогенетических процессов в культуре тканей и органов in vitro. При 

этом главной проблемой является подбор оптимальных условий для реализации морфогенетического 

потенциала эксплантов в условиях in vitro, экспериментальное моделирование процесса регенрации и 

получения жизнеспособных растений. Важную роль в индукции деления клеток экспланта, образова-

нии каллуса и морфогенезе играют фитогормоны. Они позволяют регулировать развитие эксплантов 

in vitro путем изменения их концентрации и соотношения. Для большинства растений поиск гормо-

нальных компонентов среды имеет случайный харатер, когда необходимо проверить широкий диапо-

зон концентраций и комбинаций фитогормонов в питательной среде для стимуляции и активации 

пролиферации, роста и развития эксплантов в культуре. Поэтому изучение комплекса эндогенных фи-

тогормонов растений позволяет ускорить процесс оптимизации культивирования эксплантов in vitro. 

Материалы и методы 

Материалом для проведения исследований были следующие виды орхидных: Cephalanthera 

damasonium (Mill.) Druce), Himantoglossum caprinum (M. Bieb.) K. Koch, Ophrys oestrifera M. Bieb [1]. 

Экспедиционными исследованиями было охвачено центральный район главной горной гряды и за-

падный район Южного берега Крыма. В лабораторном эксперименте с культурой тканей экспланты 

культивировали на стерильних питательных середах: Мурасиге-Скуга (завязи), Нича и Нич (семяза-

чатки и пыльники), Кнудсона С (стебель) [2]. В качестве эксплантов использовали вегетативне и ге-

неративные органы орхидей, которые были отобраны в период вегетации (стебли), в начале цвете-

ния (пыльники), и на 25-й день после опыления (завязи, семязачатки). Предварительно проводили 

поверхностную стерилизацию эксплантов стерилентами, подобранными для каждого типа эксплан-

та, после чего их промывали стерильной дистилированной водой. Для пыльников использовали 

двойную стерилизацию 0,8 % Ag(NO3)2 и 70 % С2Н5ОН в течение 2 и 1 мин соответственно, для за-

вязей – стерилизацию 80 % С2Н5ОН (1,5 мин) вместе с 15 % Н2О2 (2 мин), для стерилизации семяза-

чатков – двойную стерилизацию 70 % С2Н5ОН (2 мин) вместе с 15 % Н2О2 (3 мин), для получения 

стерильной культуры из сегментов стебля - 0,1% HgCl2 с экспозицией 10 мин. Культивирование 

проводили в фотолюминостате ФСЛ-В (Россия) при 20–25
0
С, 16-часовом фотопериоде с освещени-

ем 1000–3000 Лк и 70 % относительной влажности воздуха и в термостате ВТ-120 (Польша) при 

температуре 25
0
С и отсутствии освещения. Для индукции роста и поддержания культур тканей ис-
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пользовали индолилмасляную кислоту (ИМК), 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4-Д) и 6-

бензиламинопурин (6-БАП) в концентрациях от 0,5 мг/л до 3,0 мг/л. 

В фиксированных образцах определяли количество индолилуксускной кислоты (ИУК), абсци-

зовой кислоты (АБК) и цитокининов (ЦТК) [3]. Фракцию гормонов выделяли 80%-ным этанолом, 

спирт упаривали. Водный остаток промораживали, центрифугировали при 10000 g, супернатант экс-

трагировали диэтиловым эфиром при рН 2,5 (ИУК и АБК) и бутанолом при рН 8 (ЦТК). Уровни свя-

занных ИУК и АБК оценивали после химимческого гидролиза. Фракции ИУК и АБК очищали с по-

мощью кислотно-щелочной переэкстракции и ТСХ на пластинах Silufol UV-254 (Kavalier, Чехия) в 

системе растворителей хлороформ:этилацетат:уксусная кислота (70:30:5). Очистку ЦТК проводили с 

помощью ионообменной хроматографии на колонке Дауэкс 50Wx8 (Н
+
 -форма, элюция аммиаком) и 

ТСХ в системе изопропанол:аммиак:вода (10:1:1). В качестве стандартов использовали препараты фи-

тогормонов фирмы Sigma (США). Окончательный анализ качественного и количественного содержа-

ния фитогормонов проводился методом ВЭЖХ на жидкостном хроматографе Agilent 1200 LC c диод-

но-матричным детектором G 1315 В (США), колонка Eclipce XDB-С 18 2,1×150 мм, размер частиц 5 

мм. Элюция проводилась в системе растворителей метанол:вода (37:63). Анализ и обработка хромато-

грамм проводилась с программным обеспечением Chem Station, версия В.03.01 в режиме on line. 

Все полученные результаты обрабатывали статистически с помощью компьютерной статис-

тической программы Excel лицензионного пакета Microsoft Office 2007. В таблицах и на рисунках 

приведены средние арифметические и их статистические ошибки. Достоверность разницы оценива-

ли по критерию Стьюдента, используя 5 % уровень значимости (Р≤0,05). 

Результаты и обсуждение 

Главную роль в индукции деления клеток экспланта, образовании каллуса и морфогенезе иг-

рают фитогормоны [4;5;6]. Перед подбором оптимальных концентраций и соотношений фитогор-

монов в питательной среде для культивирования эксплантов предварительно провели исследования 

содержания фитогормонов в интактных органах. Исследования по подбору оптимальных концен-

траций и соотношений фитогормонов в питательной среде показали на примере эксплантов из завя-

зей, что максимальная частота каллусогенеза наблюдается на питательных средах, в которых сохра-

няется такое же соотношение цитокининов и ауксинов, как и для интактного органа (табл. 1).  

Таблица 1 - Зависимость каллусогенеза эксплантов завязей орхидных от соотношения эндо-

генных и экзогенных цитокининов и ауксинов 

Table 1 - Dependence of explants callusоgenesis on correlation of endogenous and ekzogenous cyto-

kinin and IAA 

Цитокинины/ауксины 
Частота каллусогенеза, % 

эндогенные экзогенные 

Ophrys oestrifera 

1,7 1,7 29,9 ± 1,5 

1,7 1,3   1,3 ± 0,1 

1,7 0,7   5,4 ± 0,3 

1,7 0,5   3,0 ± 0,2 

Himantoglossum caprinum 

1,5 1,5 34,6 ± 1,7 

1,5 1,3   3,0 ± 0,1 

1,5 0,7   3,8 ± 0,2 

1,5 0,5   1,9 ± 0,1 

Cephalanthera damasonium 

1,5 1,5 23,9 ± 1,1 

1,5 1,3   4,0 ± 0,1 

1,5 0,7   3,6 ± 0,3 

1,5 0,5   0,9 ± 0,01 
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У O. oestrifera максимальная частота каллусогенеза наблюдается при культивировании на пи-

тательной среде с добавлениием экзогенных цитокининов и ауксинов в соотношении 1,7, что харак-

терно для интактных органов. Для эксплантов завязей H caprinum такое соотношение фитогормонов 

составило 1,5, а для C. damasonium – 1,5. При культивировании на питательных средах с другими 

количественными соотношениями фитогормонов частота каллусогенеза была значительно меньше и 

не превышала для всех типов эксплантов 10 %. 

Результаты работы расширяют представление о роли фитогормонального комплекса вегета-

тивных и генеративных органов растений в процессах роста и развития и могут служить основой 

для разработки эффективных методов размножения редких орхидных в культуре in vitro при помо-

щи экзогенных регуляторов роста. Кроме того, полученные данные указывают на перспективность 

применения методов микроклонального размножения редких и исчезающих видов растений, в част-

ности орхидей, и могут быть использованы для сохранения генофонда орхидных. 

Выводы 

Впервые установлена взаимосвязь интенсивности каллусогенеза из эксплантов вегетативных и 

генеративных органов орхидных и соотношения составляющих фитогормонального комплекса на 

определенных этапах онтогенеза, что необходимо учитывать при разработке методов микрокло-

нального размножения этих видов.  

Показано, что максимальная частота каллусогенеза в определенных условиях культивирова-

ния характерна для генеративных органов орхидей, которые отличаются повышенным содержанием 

цитокининов, индолилуксусной кислоты и низким уровнем абсцизовой кислоты. 

Установлено, что максимальная частота каллусогенеза для эксплантов из генеративных и ве-

гетативных органов орхидных наблюдается на питательных средах с подобным соотношением экзо-

генных и эндогенных фитогормонов. 
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A POSSIBILITY OF CONSERVATION OF RARE PLANT SPECIES IN CULTURE IN VITRO 

Sheyko E.A., Musatenko L.I. 

 

Orchidaceae, phytohormones, culture in vitro, explants, callusogenesis 

 

It is the first time when there has been found the interrelation of tylosis genesis intensity of orchid veg-

etative and generative organs explants and the content and ratio of the phytohormonal complex components 

at the specified stages of ontogenesis that must be taken into account in the elaboration of methods of this 

species microclonal reproduction. 
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Введение 
Получение стабильных урожаев сельскохозяйственных культур в условиях неблаго-

приятного климата на Северо-западе России, характеризующегося резкими колебаниями 

температур в суточном цикле, особенно в ранне-весенний период, является составной частью 

продовольственной безопасности России. Решение этой задачи возможно с применением но-

вой технологии выращивания овощных культур, основанной на использовании физического 

фактора (температура) в небольших модификациях в зависимости от экологических характе-

ристик и преференций сельскохозяйственных культур и учитывающей климатические усло-

вия региона.  

Предлагаемая технология включает обработку посевного материала перед посадкой 

низкими закаливающими температурами в течение 2 ч продолжительностью 4–6 дней и 

основана на ДРОП–эффекте (от англ. drop–падение) – воздействии на растения 

кратковременных (часовых) повторяющихся в суточном цикле снижениях температуры до 

области закаливающих температур для каждой культуры [1].  Кратковременные снижения 

температуры не только увеличивают устойчивость растений к действию низких температур, 

но и оказывают положительное влияние на их биологическую продуктивность [1] и скорость 

развития [2]. Важным является факт сохранения растениями в последействии ДРОП-

обработки повышенного уровня устойчивости к низким температурам, а также быстрая 

индукция устойчивости при повторном действии фактора [3]. ДРОП-обработка клубней 

картофеля и меристемных растений повышала не только холодоустойчивость и 

продуктивность растений, но и их устойчивость к узкоспециализированному паразиту 

культуры - картофельной цистообразующей нематоде [4, 5]. Параметры ДРОП-технологии 

для картофеля запатентованы [6, 7]. 

Целью настоящих исследований была разработка технологических приемов предпосев-

ной обработки семян ряда овощных культур, способствующей увеличению продуктивности 

за счет уменьшения потерь от заболеваний и стрессовых условий. 

Материал и методы  

Опыты проводили со следующими видами сельскохозяйственных культур: лук (Allium 

cepa L.), редис (Raphanus sativus), свекла (Beta vulgaris) . Низкотемпературной обработке 

подвергали семена (редис, свекла) и луковицы (лук-севок). 

Режим низкотемпературной обработки варьировал по продолжительности действия в 

зависимости от видовых особенностей растений. Величину температуры определили с уче-

том ее закаливающего эффекта [8, 9], для выбранных культур она составила 10°С. ДРОП-

обработку проводили в темноте, ее продолжительность составляла 2 ч ежедневно в течение 

от 1 до 4 сут. для семян редиса, 5 сут. для семян свеклы и 6 сут. для лука-севка. 

В ходе исследований анализировали показатели роста и развития растений, продуктив-

ность овощных культур. 
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Результаты и обсуждение 

Исследование влияния низкотемпературных обработок (ДРОП) на развитие и продук-

тивность растений в полевых условиях показали, что в первую неделю всходы варианта 

ДРОП опережали по росту контрольные, но спустя 10-14 дней разница в габитусе растений 

между вариантами нивелировалась. Однако к концу сезона растения, прошедшие ДРОП-

обработку, характеризовались повышенным урожаем и увеличенной средней массой корне-

плодов (табл. 1). Самые высокие значения повышения общего урожая и средней массы одно-

го корнеплода отмечены для свеклы (238 и 198%, соответственно), самые низкие показатели 

определены для редиса при продолжительной (до 4-х суток) ДРОП-обработке - 119 и 101%, 

соответственно. ДРОП-обработка лука-севка положительно влияла на сохранность растений 

в период вегетации и их продуктивность. Урожай луковиц  в последействии холодовой обра-

ботки был на 40% выше, чем в контроле, масса одной луковицы – на 11 %. 

 

Таблица 1 - Влияние предпосевной ДРОП-обработки семенного материала на  продук-

тивность различных овощных культур  

Table 1 - Effect of a seed pre-sowing treatment on yield of vegetables 

Культура Урожай, 

% к контролю 

Средняя масса 1 корнеплода, 

% к контролю 

Свекла 238 198 

Лук - севок 140 111 

Редис, семена 126 127 

Редис, проросшие семена→рассада 119 101 

 

Установлена видоспецифичность эффектов предпосевной ДРОП-обработки овощных 

культур, основанная на биологических особенностях культур. Так, для свеклы и лука севка 

ДРОП-обработка в течение 5-6 сут. показала высокое стимулирующее действие. Для семян 

редиса достаточно эффективной оказалась уже однократная (в течение 1 сут) предобработка 

низкой температурой, ускорявшая развитие растений и повышающая общий урожай и сред-

нюю массу корнеплода на 26-27%.  Интенсивное прорастание семян редиса в ходе 4-

суточной ДРОП-обработки затруднило их посев в грунт, сказалось на приживаемости расса-

ды, что и определило незначительное повышение продуктивности культуры (табл. 1). Таким 

образом, при выборе технологических приемов предпосевной обработки семян необходимо 

учитывать скороспелость растений для достижения оптимального эффекта обработки.   

Заключение  

Эффективность использования DROP-технологии зависит от вида и биологических 

особенностей сельскохозяйственной культуры. Влияние предпосевной температурной обра-

ботки на всхожесть семян и последующее развитие растений исследованных культур выра-

жается в более активном прорастании семян и раннем (на 2- 3 суток) появлении всходов. 

Установлено положительное влияние ДРОП–обработок на продуктивность и качество уро-

жая овощных культур.  

Дальнейшие исследования влияния ДРОП-обработки на развитие и продуктивность 

сельскохозяйственных культур необходимо провести с расширением круга овощных культур 

и проведением температурных обработок на различном посевном материале (включая расса-

ду) для сравнения эффективности применения технологии.   

Работа выполнена при финансовой поддержке Программы фундаментальных исследо-

ваний ОБН РАН «Биологические ресурсы России…» (№ г.р. 01201262103) . 
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TECHNOLOGY OF PRE-SOWING SEED TREATMENT OF VEGETABLES 

TO INCREASE CROP PRODUCTIVITY IN THE NORTH 

Sherudilo E.G., Matveeva E.M., Kotova Z.P
 

 

vegetables, productivity, low temperatures 

 

New technology of pre-sowing seed treatments of vegetables is suggested for increasing of 

crop productivity. It was shown that temperature DROP-treatment  stimulated germinating capacity 

and plant development, increased crop productivity. 
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Введение 
Окраска цветка – один из самых важных признаков для декоративных однолетников, 

обеспечивающих успешное их использование в озеленении. В большинстве семейств выс-

ших растений она в значительной степени зависит от образования таких пигментов феноль-

ной природы, как антоцианы (АН), относящиеся к обширному классу флавоноидов [1, 2]. 

Они имеют несложную химическую структуру и хорошо изучены: это пеларгонидин, циани-

дин и дельфинидин [3]. Все эти соединения являются антоцианидинами и различаются толь-

ко числом гидроксильных групп в кольце Б (1,2 или 3). Кроме того, в растительных тканях 

широко распространены еще три пигмента, образующиеся путем метилирования АН: пеони-

дин, петунидин и мальвидин. Баланс и комбинации различных АН и приводят к формирова-

нию окраски цветков – от бледно-розовой до темно-фиолетовой. 

Одним из подходов для получения новых сортов растений с измененной и более разно-

образной окраской цветка является использование химических соединений - мутагенов, к 

числу которых относятся нитрозометилмочевина, нитрозоэтилмочевина, этиленимин, ди-

этил- и диметилсульфат (ДЭС и ДМС, соответственно), и другие [4]. Индуцированный мута-

генез успешно использовали для улучшения свойств сельскохозяйственных и декоративных 

культур [5]. Следует также подчеркнуть, что наиболее изменчивым признаком при действии 

мутагенов оказывается окраска цветка [6].  

Одним из широко распространенных декоративных растений с яркой окраской цветков 

является петуния гибридная (Petunia hybrida hort.), которая используется в декоративном 

озеленении во всем мире. 

Целью нашей работы было изучение действия различных мутагенов (ДЭС, ДМС, ЭМС) 

на изменчивость окраски цветков растений петунии поколения М4 и накопления в них АН. 

Объект и методы исследования 
Семена P. hybrida hort. сорта «Snow Ball» выдерживали в водных растворах ДЭС (0,05 

% или 0.0025 %), ЭМС (0,02 %; 0,03 % и 0.04 %) или ДМС (0,02 %; 0,04 % и 0,08 %), прора-

щивали в перлите. Рассаду высаживали на участок Кропотовский биостанции ИБР РАН. Для 

исследований использовали растения поколения М4. 

В период цветения фиксировали целые отгибы венчиков или их части в стандартной 

смеси 97% этанола и концентрированной соляной кислоты (99:1). Через 2 недели надосадоч-

ную жидкость отделяли и использовали для определения содержания АН [7]. 

Результаты и обсуждение 
Действие мутагенов вызывало широкий спектр изменений в окраске цветков петунии. 

Так, если у исходного сорта они были белыми, то у мутантных растений – от фиолетового до 

сиреневого и от лососево-розового до бледно-розового. Следовательно, химические мутаге-

ны вызвали изменения в биосинтезе АН, что привело к накоплению в цветках различных 

производных петунидина, мальвидина, дельфинидина, пеонидина и цианидина. 

mailto:glandularia@yahoo.com
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Определение содержания АН показало, что более выраженные изменения в их накоп-

лении отмечены при действии ЭМС (0,02%) и ДМС (0,08%). При этом в ряде случаев высо-

кий их уровень был в молодых, только что раскрывшихся цветках, после чего – снижался. В 

других же случаях он сохранялся без изменений в течение всего периода их цветения. 

Были отмечены и формы с двойной окраской цветков: фиолетово-синяя с темно-

розовым центром, синяя с сиренево-розовым центром и др. В этом случае накопление АН 

было значительно ниже в центральной части отгиба. Так, в фиолетовой части цветка количе-

ство АН достигало 12,5 мг/ сырой массы, тогда как в темно-розовой – 5,5 мг/г сырой массы. 

Все это свидетельствует о значительных отличиях в биосинтезе АН в различных частях 

цветка, что, по-видимому, является следствием действия мутагенов на гены фенольного ме-

таболизма, в том числе ответственных за образование этих окрашенных пигментов феноль-

ной природы. 
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CHANGES IN THE FORMATION OF ANTHOCYANINS IN FLOWER PETUNIA 

VARIETY «SNOW BALL» AFTER ACTION OF MUTAGENS 

Shirokova A.V., Lapshin P.V., Kostyanovsky R.G., Krutius O.N., Zagoskina N.V. 

 

Petunia, flowers, mutagenaz, anthocyanins 

 

Studied the effect of different mutagens (DES, DMS, EMS) on the variability of color flowers 

of Petunia plants M4 generation and accumulation in anthocyanins. Action of mutagens cause a 

wide range of changes in the color of flowers. At the initial variety, they were white, the mutant 

plants - from purple to lilac and from salmon pink to pale pink. Content of anthocyanins in flowers 

also significantly increased. 
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Введение 

Лимитирующим фактором урожайности ячменя на доминирующих дерново-

подзолистых и подзолистых почвах Нечерноземья является почвенная кислотность, 

негативное влияние которой усиливается наличием в них подвижных ионов алюминия Al
3+

 и 

марганца Mn 
2+

 [1, 2]. В последнее время, вследствие усиления техногенного влияния, в 

почвах сельскохозяйственного назначения повышается содержание тяжелых металлов, в 

частности, содержание ионов кадмия Cd
2+ 

значительно превышает безопасные пределы [3]. 

Неблагоприятные для растений последствия почвенной ионной токсичности усугубляются в 

условиях неравномерного, в течение вегетационного периода, выпадения осадков, на фоне 

повышения среднемесячных температур. Усиление стрессового давления окружающей 

среды расширяет спектр стрессовых поражений растений [4]. В свете прогнозируемого 

ухудшения климата особую актуальность приобретает целенаправленное создание сортов с 

высокими адаптивными реакциями, обеспечивающими комплексную устойчивость к ионной 

токсикации и дефициту влаги (осмотическому стрессу). В числе мер, обеспечивающих 

устойчивость зерновых культур к неблагоприятным абиотическим, в том числе техногенным 

воздействиям, основная роль принадлежит селекции, в т.ч. перспективно использование 

биотехнологических методов. Благодаря сомаклональной изменчивости, возникающей в 

культурах клеток и ткани in vitro, возможно получение генотипов с изменёнными 

свойствами, отбор которых в селективных системах и последующая регенерация растений 

позволяют создать перспективный для адаптивной селекции материал. Настоящая работа 

имеет своей целью создание генотипов ячменя с комплексной устойчивостью к ионной 

токсикации и осмотическому стрессу для последующего включения этих форм в 

практическую селекцию. 

Материалы и методы 
В качестве исходных генотипов для введения в культуру ткани использовали генотипы 

ячменя (Hordeum vulgare L.). Индукцию каллусогенеза и регенерацию растений проводили, 

как описано ранее [5]. Каллусную культуру получали на среде Мурасиге и Скуга (МС) без 

введения селективных агентов. На этапах пролиферации и морфогенеза для создания 

селективных условий исследуемые металлы вносили в питательные среды в виде 

сульфатных солей: 3CdSO4×8Н2О (0 – 35 мг/л Cd
2+

); MnSO4×5Н2О (0 – 400 мг/л Mn
2+

); 

А12(SO4)3×18Н2О (20 – 30 мг/л Al
3+

). Кислотность среды устанавливали на уровне рН 4,5. 

Для моделирования водного дефицита в питательную среду в качестве осмотика вносили 10 

% полиэтиленгликоля (ПЭГ). Сравнивали различные схемы отбора, включающие в себя 

последовательное и/или одновременное воздействие селективных агентов на этапах 

пролиферации и морфогенеза каллусных культур. Контролем служили каллусные линии, 

культивируемые на средах с реакцией, близкой к нейтральной (рН 6,0), без добавления 

селективных агентов. О приемлемости для клеточной селекции той или иной селективной 

схемы судили по средним значениям выживаемости каллуса и частоте регенерации растений. 
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Результаты и обсуждение 
При анализе дозовых кривых было выявлено, что каллус ячменя, в среднем для трех 

генотипов (Новичок, Купец, Белгородский-100, в порядке снижения кислотоустойчивости), 

наиболее устойчив к ионам марганца и высоко чувствителен к ионам кадмия. Летальные 

дозы и LD50 для марганца (350 и 250 мг/л соответственно) и кадмия (30 и 10 мг/л 

соответственно) отличались более чем на порядок, тогда как для алюминия критические 

концентрации занимали промежуточное положение и были близки к кадмию, составив 

соответственно 42 и 20 мг/л. 

Между частотой регенерации растений в каллусных культурах, подвергнутых 

селективному воздействию, и концентрацией ионов металла в селективной сред не выявлено 

прямой зависимости. По сравнению с контролем частота регенерации изменялась 

волнообразно, в результате чего дозовые кривые для показателя частоты регенерации во всех 

случаях имели конфигурацию, близкую к синусоидальной. В индивидуальном для каждого 

из исследуемых металлов диапазоне концентраций, регенерационная способность каллусных 

культур превышала контрольное значение. Наличие нескольких максимумов на кривой, 

отражающей регенерационную способность, по-видимому, обусловлено различными 

механизмами токсического действия металлов в градиенте концентраций, а также 

функционированием различных генетических систем, определяющих морфогенетическую 

реакцию ячменя в стрессовых условиях. 

Руководствуясь полученными данными по выживаемости и морфогенетической 

активности каллуса ячменя в присутствии ионов металлов, для отбора устойчивых 

каллусных линий в дальнейшем использовали рабочие концентрации, равные для кадмия − 

10 и 20, для марганца – 200 и 250, для алюминия 20 и 30 мг/л. 

В задачи следующего этапа исследований входило выявление кратности и 

последовательности введения в селективные среды ионов металлов и осмотика по 

отдельности и в комбинациях, а также определение оптимального для селективного 

воздействия этапа развития каллусной ткани. Рассматривали различные схемы отбора, 

скомпонованные в три блока, в зависимости от состава селективных агентов: среды с 

добавлением ионов Cd
2+

 и А1
3+

; среды с добавлением ионов Mn
2+

 и А1
3+

 и среды с 

добавлением ПЭГ и ионов металлов. Сравнивали реакцию пяти генотипов ячменя in vitro при 

введении селективного агента на различных стадиях развития каллусной ткани – 

пролиферации и морфогенеза, а также при прямом и обратном воздействии селективными 

агентами и, в отдельных случаях, постепенном увеличении дозы токсиканта.  

В результате исследований были выявлены оптимальные схемы отбора линий, 

устойчивых к комплексной ионной токсикации. Рекомендуется вводить в селективные среды 

ионы кадмия (20 мг/л) на этапе пролиферации, а ионы марганца (200 мг/л) − на этапе 

морфогенеза. Ионы алюминия (20-30 мг/л) можно вводить на том и другом этапах развития 

каллусной ткани, без существенного снижения выживаемости каллуса и частоты 

регенерации растений. Для отбора каллусов с комплексной устойчивостью к ионной 

токсикации и осмотическому стрессу целесообразно вводить осмотик (10% ПЭГ) 

исключительно на этапе морфогенеза, а на этапе пролиферации возможно воздействие на 

каллус ионами алюминия (20 мг/л) в сочетании с 20 мг/л ионов кадмия или с 200 мг/л 

марганца. 

Всего в ходе проделанной работы на селективных средах с ионами Cd
2+

,
 
Mn

2+
, А1

3+
 и 

ПЭГ в различных сочетаниях получено более 50 растений - регенерантов ячменя. По 

результатам физиологической оценки их семенного потомства выделившиеся 

сомаклональные формы переданы в практическую селекцию для изучения в полевых 

условиях по стандартной схеме селекционного процесса.  
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AGAINST TOXIC METALS AND OSMOTIC STRESS 
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Selective scheme proposed for the selection of in vitro resistant barley lines to the ion intoxi-

cation and osmotic stress. For use as a raw material in practical breeding transferred 50 regenerated 

plants. 
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Introduction 

Phenolic compounds represent the most common secondary metabolites, the formation of 

which is almost characteristic for all plant cell compartments [2]. They are involved in a wide varie-

ty of physiological processes, participating in regulation of plant growth, development and repro-

duction. Phenolic substances in plant cells are synthesized during normal vegetative growth and as 

well in stress conditions [7, 3]. It is known that in periods of active plants growth, including during 

seeds germination, in cells appears the reactive oxygen species (ROS) [1]. An excess of ROS leads 

to the development of oxidative stress in plant tissues, which is quite harmful to them. As response 

to oxidative stress, for annihilating ROS and excess free radicals, the antioxidant system is induced. 

The important components of this system are phenolic compounds. The antioxidant capacity in 

plant tissues is often correlated with their content [3]. Changes in the level of phenolic compounds 

in cell compartments represent the characteristic reaction of higher plants to the action of stress fac-

tors. It is established that in plants with the higher ability to adapt to stress factors a more significant 

content of phenolic compounds is accumulated. In this context a special interest represents the elu-

cidation of the possible links between changes in the content of phenolic compounds, antioxidant 

activity of natural growth regulators (NGR) and their beneficial effects on seeds germination and 

seedling development [5, 6]. Among the NGR, used in agricultural practice, a special attention is 

given those extracted from plants. Their biological effects may vary due to the different composi-

tion of active compounds. The purpose of this study was to investigate the biological effects of dif-

ferent modifications of NGR Reglalg, applied to cucumber seeds before germination.  

Materials and Methods 

Seeds of Cucumis sativus L., cv. Concurent, were treated with three modifications of NGR 

Reglalg, extracted from green algae Spirogira sp. in the spring (R1), summer (R2), and autumn 

(R3). Germination of seeds was provided in the dark germination chamber, at 25ºC, and 80 % rela-

tive humidity. The three days old seedlings were collected and used for biomass evaluation, total 

phenolic compounds and total antioxidant capacity of roots extracts determination.   

The total content of phenolic compounds (TCP) was determined by the method [8], using the 

Folin-Ciocalteau reagent. The TPC in fresh root biomass was expressed as gallic acid equivalents 

(GAE) in g
-1 

FW.  

The total antioxidant capacity (TAC) in root extracts was measured spectrophotometrically 

according to the method [4] and expressed as ascorbic acid equivalents (AAE) in g
-1

 FW.  

Statistic analysis. Each experiment was performed three times in triplicate. The arithmetic 

means and their standard deviations (SD) were calculated. 

Results and Discussion 

After 24 hours of incubation 100% of control and treated with Reglalg seeds were germinated.  

All three modifications of Reglalg exerted beneficial effects on seedlings biomass accumulation, 

but the influence of modification R2 was more pronounced than other two.  



386 

 

 
 

Figure 1 - Biomass accumulation by three days cucumber seedlings, cv. Concurent, obtained 

from control seeds (C) and those treated with solutions of three modifications of Reglalg (R1, R2, 

and R3), diluted with water in ratio 1/200. 

 

Data presented in figure 2 show that only modification R1 has influenced significantly TPC in 

cucumber roots. The values of TAC were statistically identically in control and all three experi-

mental variants of Reglalg (figure 2).   It is interesting to point that antioxidative activity of modifi-

cations of Reglalg is increasing in sequence R3>R2>R1.  

 

 

Figure 2 - Total phenolic content (TPC) and total antioxidant capacity (TAC) determined in 

extracts from roots of 3 days cucumber seedlings, obtained from control seeds (C) and those treated 

with solutions of three modifications of Reglalg (R1, R2, and R3), diluted with water in ratio 1/200. 

 

Summarizing the results, we draw the following conclusions: 

All three modifications of the NGR Reglalg favourably influenced the growth of seedlings de-

rived from cucumber seeds treated with these modifications of Reglalg. 

The beneficial effects of Reglalg did not correlated with antioxidant activity of its modifica-

tions, or of antioxidant activity of extracts obtained from roots of treated plants.  
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Introduction 

The faba bean (Vicia faba L.) belongs to the section Faba of the genus Vicia under 

Papilionaceae of Leguminosae. There are four subspecies of this bean differentiated on the basis of 

size, color and seed-shape: minor, equina, major and paucijuga [1, 2, 3, 4]. The faba bean is a 

cultigen separated from all related wild taxa by strong reproductive barriers. It is thought that this 

European, Asian and African legume has been cultivated since ancient times,  from the Indian 

Peninsula to the Western Mediterranean area. There is no overall concord regarding its 

domestication center and its wild variety is unknown [2, 3]. 

Due to a high protein content and a symbiotic relationship with Rhizobium bacteria the faba 

bean is very important for agriculture [5]. Although it is consumed in smaller amounts in the 

countries of Western Europe as human food, it is considered to be one of the main sources of easily 

accessible protein and energy in Africa, India, Pakistan, China and Latin America, where most of 

the population cannot afford protein of animal origin. The significance of this plant has still been 

growing in the Saudi diet, due to the large lysine content of the seed, which encourages people to 

use this plant as a protein supplement derived from cereals [7]. The faba bean prevents erosion of 

the soil, and it is praised for its good agricultural properties, because it is customarily used as a 

cover cultivation to recover nitrogen content [8]. 

An average protein content in the faba bean seeds is about 27-28% and depends on genotypes. 

There are also genotypes with 35% or higher protein content [1, 6]. The faba bean seed proteins are 

composed of two basic fractions, globulins (79%) and albumins (7%). Globulins consist of legumin, 

vicilin and convicilin. Albumins are rich in sulfur amino acids and lysine. Moreover, the seeds 

contain several relatively small proteins, which are relevant to their nutritional quality, including 

lectins, trypsin inhibitors, urease and lipoxygenase [6, 7].  

Albumins were firstly discovered in 1924 by Osborn, who classified them as water soluble 

proteins. Albumins 2S contained in seeds perform the storage protein function. They are a valuable 

source of sulfur and nitrogen for developing embryos due to methionine and cysteine contents. 

They protect seeds of plants against pathogens, as well as inhibiting the growth of fungi and 

bacteria. 2S albumin molecules are generally composed of two subunits: a smaller and a larger one. 

Furthermore, they have a characteristic secondary structure, unusual for other proteins [9]. 

In the current study, the authors analyzed protein contents, 2S protein content, 2D-

electrophoresis profile after 27 years of storage at -14
o
C and 20

o
C. 

Material and Methods 

The study material comprised faba bean (Vicia faba L.) seeds, Nadwiślański and Dino 

varieties. Seeds were stored in hermetically sealed glass ‘twist’ jars at -14C and 0C, and in 

laboratory conditions (temp. about +20C, linen sacks) for 27 years. At the beginning of the 

experiment (in 1986) seeds contained 8.8% ± 0.2 of water assayed with the gravimetric method. 

After 27 years of storage, vigour and viability of seeds (ISTA 1999) and proteins were determined. 

Proteins were isolated from seeds with 5mM N-ethylmaleimide and their content was assayed 

with the Bradford method (1976). The protein extract was subjected to desalination in Zeba™ Desalt 

Spin Columns, by Thermo. 125 ml of 20 % protein solution was applied on readystrip™ IPG Strips (7 

mailto:acieslak@uwm.edu.pl
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cm, pH 4-7), by BIO – RAD. Rehydration and isoelectric focusing (IEF) were next performed, with 

the following separation parameters: 250 V for 15 minutes, then 4 000 V for 2 hours and 4 000 V for 

10 volt-hours. Strips were dried and rinsed in water and were used for 2-D – SDS – PAGE, at 200V 

for 40 minutes (readyprep™ 2-D Starter Kit – Instruction Manual, BIO – RAD, 2011). 

Electrophoresis was performed using vertical electrophoresis gel apparatus (Bio-Rad Instrument). 

After electrophoresis, the gel was stained, photographed and analyzed with PDQuest (BIO-RAD).  

Results 

Faba bean seeds stored at -14
o
C germinated better in comparison to seeds kept at +20

o
C. 

Seeds stored at -14
o
C germinated in 95,6%, while those stored at 20ºC did not germinate. 

For seeds stored at -14
o
C, the content of 2S proteins was similar and amounted to 2.2% for 

two varieties (Nadwiślański and Dino). The content of these proteins was lower in seeds stored at 

+20
o
C and amounted to about 1.3%. To render 2D IEF / SDS-PAGE maps protein extracts from 

seeds stored since 1987 were used (Fig. 1). The map shows four figures for seeds stored at -14
o
C 

and +20
o
C, respectively for the two varieties of the faba bean. For both seeds cultivars there were 

considerable differences between maps rendered for proteins stored at -14
o
C and +20

o
C, which 

suggests that storing conditions have a great influence on the seed protein make-up. The images of 

gels were converted in the PDQuest program. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 - Two-dimensional electrophoretograms of the faba bean extracted using 5mM N-

ethylmaleimide. The seeds were stored at different temperatures (-14
o
C and +20

o
C) during a 27-

year period. A- map for seeds stored at -14
o
C of the Nadwiślański variety, B- map for seeds stored 

at +20
o
C of the Nadwiślański variety, C- map for seeds stored at -14

o
C of the  Dino variety, D- map 

for seeds stored at +20
o
C of the Dino variety 

pI 

kDa 

pI 

kDa 

pI 

kDa 

pI 

kDa 

A B 

C D 



390 

 

The map rendered for seeds stored in -14
o
C contained 189 spots for the Nadwiślański variety 

and 195 spots for the Dino variety, while the map created for seeds stored in +20
o
C was 

significantly different and contained 114 and 111 spots, respectively for the Nadwiślański and Dino 

variety. There were 51 common spots in seeds stored at different temperatures and different 

cultivars. In the maps created for seeds stored in different temperatures, but the same varieties, 85 

common spots were found for the Nadwiślański variety, while for the Dino variety there were 78 

common spots. The maps of different varieties of seeds stored under the same conditions were also 

compared. There were 122 common spots for seeds stored at -14
o
C   and for these stored at +20

o
C 

there were 71 spots. Automatic alignment (matching) of two-dimensional gel electrophoresis 

images for Nadwiślański was 74% and for Dino 70%. Matching for seeds stored under the same 

conditions was respectively 62% (-14
o
C) and 68% (+20

o
C). 

Discussion 

Most authors are consistent about the fact that conditions (temperature and humidity) of seeds 

storage have a significant impact on the length of the viability period of seeds.  Storing seeds at low 

temperatures and humidity allows one to maintain the viability of seeds at a high level. [9, 10, 11, 

12, 13]. The faba bean seeds after 27 years of storage at -14
o
C germinated in 95,6% . 

This relationship is confirmed by studies carried out on the seeds of winter oilseed rape, which 

placed in a chamber at +1°C after 15 years of storage germinated in 90% [14].  

In long-term storage of seeds metabolic processes are continued; however, they are 

significantly slower. The metabolic processes can cause adverse effects in the seeds and loss of seed 

viability [15]. The faba bean seeds stored at +20
o
C were characterized by a reduced content of 

soluble proteins. The accelerated aging in seeds of pigeon pea (Cajanus cajan) [16], maize (Zea 

mays) [9], Jatropha curcas L. [17] and watermelon (Citrullus lanatus) [18] seems to confirm this 

phenomenon. Biochemical changes in seeds were subjected to accelerated aging and were the same 

as in seeds aging in a natural way, with the only difference being in this case they are faster. Many 

authors observed a reduction in total soluble protein content in terms of both quantity and quality, 

also  a changed profile of the protein [9, 17]. For example, the total protein content of the 

watermelon aging seed fell by more than 50% [18]. The presence of large concentrations of 

reducing sugars in the aging seed results in glycosylation of proteins and subsequently lipid 

peroxidation, resulting in  leakage of electrolyte and embryo damage or destruction [17]. 
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Introduction 

Possibility of using phosphate solubilizing microorganisms to enhance P-availability in soil led to 

some studies worldwide (Krishnaraj and Goldstein, 2001; Kumar, 1999). Phosphate solubilizers are ex-

pected to dissolve hardly soluble phosphorus (P) in rhizosphere following soil- or seed-inoculation. Phospho-

rus solubilized in this manner could readily be taken up by plants without being affected from P-solubility 

decreasing processes such as precipitation and adsorption in bulk soil. Plants, which are inoculated with 

phosphate solubilizing microbes can accumulate higher amounts of P and dry matter than the uninoculated 

control plants (Gaind and Gaur, 2002; Sundara et al., 2002). 

Introduction of a phosphate solubilizing microorganism into a non-sterile carrier material has almost 

never been experimented. The substances that are used in organic fertilizers usually contain low numbers of 

microorganisms. However, introduction of inoculant culture to the materials used in organic fertilizers brings 

about the exhausted carbon sources and moisture for the growth of microbial contaminants in the material. 

The objective of this study was to test the hypothesis that a rhizospheric phosphate solubilizing bacterium 

(PSB), Pantoea agglomerans LP1 can persist in non-sterile zeolite, leonardite, peat, rock phosphate and or-

ganic fertilizer without being affected by the local microflora. 

Materials and Methods 

Root samples of ryegrass (Lolium perenne L.) taken from a mountainous area (40 20'N, 36 36'E) in 

Tokat-Turkey were washed with sterile water to remove soil adhering to the roots. The soil-free roots were 

cut into 1-2 cm pieces by a sterile lancet. The root pieces were surface sterilized by dipping in 95% ethanol 

for 2 min, then 1% sodium hypochlorite (NaOCl) for 1 min followed by 6 washes in sterile distilled water. 

They were placed aseptically in plates of tricalcium phosphate (TCP) agar. The cultures were grown at 30 
o
C 

for 72 h. Colonies, which rapidly acidified its surrounding were regarded as phosphate solubilizer. In fact, all 

colonies in the isolation plate were of the same morphology.  

The carrier materials used were i.) zeolite, ii.) leonardite, iii.) peat, iv.) rock phosphate, and v.) organic 

fertilizer [(%); leonardite, 58.6; urea, 12.6; rock phosphate, 24.0 (29 % P2O5); humic substances, vitamins, 

and enzymes]. An overnight bacterial culture and non-sterile materials were mixed in a sterile bag for 2 min 

in a stomacher at 250 compressions min
-1
. The bag was then loosely closed. The control treatments were run 

only for rock phosphate and organic fertilizer, which received either sterile water or phosphate solubilizing 

medium with autoclaved cells of the PSB. The initial moisture contents (v/w) were 45 % for zeolite/rock 

phosphate and 65 % for leonardite/peat/organic fertilizer. Initial population density of the PSB was 10
9
 cfu g

-

1
. Each treatment had three replications. The sample containing bags were placed in an incubator at 28 

o
C (± 

1 
o
C) and a cooler at +4 

o
C (± 1 

o
C). They were removed 1, 5, 9, and 13 weeks post the start of the storage 

for bacterial/fungal counts.  

Results and Discussion 
The number of PSB slightly increased at 28 

o
C, but, it decreased at +4 

o
C in zeolite, leonardite and 

rock phosphate within the first week (Figure 1). The numbers of the PSB at 28 
o
C dropped logarithmically 

after the first week. The rates of decrease in zeolite were not as pronounced as the rates in the other materials. 

However, population density of the PSB at +4 
o
C increased logarithmically after the first week. The increase 

in the materials lasted up to week-5 in leonardite and week-9 in zeolite and rock phosphate at +4 
o
C (Figure 

1). Numbers of the PSB then dropped to about 510
8
 CFU g

-1
 in zeolite/rock phosphate and to about 10

8
 

CFU g
-1
 in leonardite at the end of the cold storage. Although initial density of the PSB was adjusted to be 

the standard (10
9
 CFU g

-1
) for each material, the numbers of PSB in peat and organic fertilizer were initially 
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less then 10
6
 CFU g

-1
 at week

-1
 (Figure 1). The numbers of the contaminant bacteria and fungi were below 

the detection limit (10
6
 cfu g

-1
) before week-5 in peat/rock phosphate and before week-9 in zeolite/leonardite. 

There is almost no microorganism in the organic fertilizer samples, which were not inoculated (control) by 

the PSB, regardless of sterile water or medium being added (Table 1). However, there are always contami-

nant bacteria in the rock phosphate control treatments (Table 1). 

 

 
Figure 1 - The numbers of the PSB, contaminant bacteria and fungi in Log(10) during storage at 28 

o
C 

(Ο) and +4 
o
C (∆). Error bars show SE. When there is no data point, the population density is below the de-

tection limit (10
6
 cfu g

-1
). 

Table 1 - The number of microorganisms in the control treatments (dead cells of the PSB), which were 

stored at 28 
o
C. 
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Introduction 
Bacillus sp. #189 is a bacterial strain, which significantly increases plant growth and yield in 

wheat plant, as determined in field conditions (accepted manuscript). The mechanism, by which 

Bacillus sp. #189 increases plant growth is direct phosphorus solubilization in rhizosphere (Öğüt et 

al., 2011). However, there is not information on the effects of different types of nitrogen source on 

the effectiveness of the bacterial inoculation with this strain. This study was conducted to evaluate 

the different effects of nitrogen source and inoculation with Bacillus sp. #189 on the chlorophyll 

content, dry matter accumulation, and root length in wheat plant.  

Materials and Methods 

The microcosm system employed in the current study was principally the same as the one 

used by Ström et al. (2002). The height of the microcosm was 300 mm. The diameter of the lower 

part (250 mm) was 10 mm and that of the upper part (50 mm) was 20 mm. Each microcosm was cut 

into two identical parts to allow easy sampling of the soil. These two parts were joined together by 

two rings at the beginning of the experiment. The soil (pH, 7.6; CaCO3, 11%; Organic Matter, 

1.35%; Olsen-P, 6 mg kg
-1

; Sand, 19%; Silt, 25.5%; Clay, 55.5%; DTPA-extractable Fe, 2.8 mgkg
-

1
; Mn, 14 mgkg

-1
; Zn, 0.87 mgkg

-1
; Cu, 0.65 mgkg

-1
) was air dried and sieved to 2 mm before it was 

filled into the microcosms. The soil moisture content was adjusted to 65 % of the water holding ca-

pacity initially and maintained gravimetrically during the growth of seedlings. 

An overnight culture of Bacillus sp. #189 was harvested in sterile saline solution (0.85% 

NaCl) by centrifuging twice at 13,000×g for 10 min. The bacterial density of each suspension was 

adjusted to be 10
7
 CFU ml

-1
. A winter wheat (Triticum aestivum ssp. vulgare L. cv Bezostaja) seed 

was surface sterilized as mentioned above and sown into the soil in microcosm. One ml of either the 

bacterial suspension or autoclaved cells was dispensed. The fertilizer treatments contained 35 mg N 

kg
-1

 per treatment of each ammonium nitrate - NH4NO3, ammonium sulphate - (NH4)2SO4, potassi-

um nitrate – KNO3, and urea. The microcosms were transferred into a growth chamber, which was 

adjusted to a day/night time regime of 16/8 h with a temperature of 22/18°C and a daytime light in-

tensity of 200 μmolm
-2

sec
-1

. The experiment was designed as completely randomized design with 5 

replications.  

The seedlings were grown for 30 days in the growth chamber. Chlorophyll content of the 

leaves was measured by chlorophyll meter (SPAD-501). The dry matter of the plants was recorded. 

The root pieces collected from each plant were submerged into deionized water in a shallow (2 cm) 

transparent bucket. The roots were well separated from each other and the bucket was scanned. The 

image was converted into .TIFF format with black and white appearance by the scanner software. 

The root length measurements were made by Rootedge software. 

Results and Discussion 
The SPAD readings of the treatments are given in Figure 1. Ammonium nitrate seems to be 

the best nitrogen fertilizer in terms of chlorophyll content. However, there is not an inoculation ef-

fect. There was not a treatment effect in terms of plant dry matter (Figure 2). Bacterial inoculation 

significantly (P<0.05) increased root length compared to non-inoculation in ammonium nitrate 

treatment (Figure 3). However, the bacterial inoculation significantly lowered root length in urea 

application. 
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Figure 1 - The SPAD-readings in the treatments (AN: ammonium nitrate; AS: ammonium 

sulphate; KN: potassium nitrate; Bp #189: Bacillus spp. #189 inoculation) 

 

 
Figure 2 - Dry matter content of the treatments (AN: ammonium nitrate; AS: ammonium sul-

phate; KN: potassium nitrate; Bp #189: Bacillus spp. #189 inoculation) 

 

 
Figure 3 - Root length measurements in the treatments (AN: ammonium nitrate; AS: ammo-

nium sulphate; KN: potassium nitrate; Bp #189: Bacillus spp. #189 inoculation) 
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Introduction 

In the recent years, pharmaceuticals have been seen as an emerging environmental protection 

problem due to their presence in water and soil ecosystems. Active substances of pharmaceuticals 

occur not only in hospital waste or surface waters but also in rivers and seas[1,2]. 

Medicinal products commonly used may cause harmful effects to the environment. Some 

active ingredients or the major metabolites of medicines can be excreted in urine and faeces by 

animals or humans and spread in the environment, especially surface water or groundwater and soil. 

Active substances in excrement can enter arable land when they are used as fertilizers. Antibiotic 

contamination have repeatedly been demonstrated in habitats in Europe, North America and Asia. 

In the natural environment the excreted substances may remain active for some time, depending on 

environmental conditions, kind of soil, chemical and physical properties of substances [3]. The 

appearance of a drug in the environment, in particular in an aquatic environment attracted the 

interest of researchers in 1990, and since then it has been increasing [4]. 

Ciprofoxacin (1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-yl)-quinoline-3-carboxylic acid) 

is a fluoroquinolone antibiotic, prescribed for certain types of bacterial infections such as 

pneumonia, urinary tract or skin diseases and also used to treat gastrointestinal problems [5]. 

Between 1995 and 2002 in the United States prescribing fluoroquinolone became three times more 

frequent, from 7 million visits in 1995 to 22 million visits in 2002 [6]. It is also used in modern 

agriculture in order to increase productivity of fodder, and support and enhance growth of farm 

animals. Germs are increasingly more resistant to antibiotics and thus, unlike in the USA, their 

application as growth stimulators was forbidden in the European Union in 2006 [7]. Global 

surveillance studies demonstrate that fluoroquinolone resistance rates have increased in the past 

years in almost all bacterial species [8].  

The aim of this study was to determine the photoxicity of ciprofloxacin with the use of 

biological (Lemna Test, Phytotoxkit) and biochemical (biogenic amines) methods. The impact of 

contaminating fresh water reservoirs and soil on morphological and biochemical characteristics of 

common duckweed and yellow lupin were determined 

Materials and Methods 

Seed germination and root growth test. Seeds of yellow lupin (Lupinus luteus L.) were 

germinated for seven days in PHYTOTOXKIT™ plates (MicroBio Test Inc., Belgium). 

Germination and seedling growth occurred at 8/16 hours photoperiod, and temperatures of 20
o
C at 

day and 16
o
C at night. Ninety ml of soil (sand, vermiculite, peat 1:0.3:1, v/v/v) were placed in 

plastic microbiotest plates. The soil was covered with Whatman No.1 filter-paper and watered with 

27 ml distilled water supplemented with ciprofloxacin at final concentrations: 0, 0.31, 0.63, 1.25, 

2.5, 5, 10, 20, 40 mM. The control plants were watered with pure distilled water. The root and shoot 

length and cotyledon area were estimated using Image Tool for Windows. Dry and fresh mass roots, 

shoots and biogenic amines were determined too. 

Lemna minor (common duckweed) was grown in 10 ml Steinberg’a (OECD 221) [9] solution 

at 8/16 hours photoperiod, and temperatures of 20
o
C at day and 16 at night. The response of Lemna 

mailto:acieslak@uwm.edu.pl
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minor to ciprofloxacin concentrations (identical to lupin) was determined by the growth rate of 

frond, leaf area, dry and fresh mass of plants and biogenic amines. 

Biogenic amines The polyamines were extracted from lyophilized plant material with cold 5% 

perchloric acid in accordance with by  et al., [10]. The lyophilized plant material was shaken with 

25 ml 5% HCI04 solution tor 30 min and then centrifuged at 16 000g tor 30 min at 4
o
C. The 

supernatant was evaporated and the residue was re-dissolved in 3 ml 5% HCI04. The extract was 

analyzed by using the AA 400 amino acid analyzer (Ingos, Praha, Czech Rep.). The polyamines 

were separated at 70
o
C on a 7.0 x 0.37 cm column filled with Ostion Lg ANS and then eluted from 

the ion-exchange column with two pH 5.65 sodium citrate buffers with addition 1.0 and 2.6 M 

sodium chloride. The quality and quantity of the polyamines were assayed with a 

spectrophotometric detector, following their reaction with ninhydrin, and expressed in µM x g
-1

 

fresh weight  

Results and Discussion 
Physiochemical and biological methods are commonly used to assess contaminants of the 

environment which lower its quality [11]. It was found that as concentration of ciprofloxacin grew, 

it  impeded the development of morphological characteristics in both common duckweed and 

yellow lupin. In line with increasing concentration of the medicine, yellow lupin roots elongation 

and common duckweed fronds growth were inhibited (Fig. 1). The content of chlorophyll in tissues 

decreased with increasing concentrations of ciprofloxacin. In the control plants, its content was 0.67 

and 0.00 mg/g of fresh mass in yellow lupin and common duckweed, respectively.  
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In the highest concentrations of ciprofloxacin the content of chlorophyll decreased by 75% 

and 18% in yellow lupin and common duckweed, respectively (Table 1 and 2). Similar trends were 

observed for the content of biogenic amines, with the highest concentration decreasing its content 

by 75%. (Table 1 and 2). Ebert et al. showed [12] high sensitivity of lesser duckweed to 

fluoroquinolone. Analyzing the tested substance by inspecting the plant features (intensity of leaf 

and cotyledon colour, and osmotic potential in lupin), it was found that ciproflxacin was more 

phytotoxic to common duckweed than to yellow lupin. Reduction of 50 % fresh mass of common 

duckweed and yellow lupin seedling appeared in 0.23 and 5.2 mM of ciprofloxacin, respectively. 

Spermine, spermidine and putrescine were detected in common duckweed and lupin seedlings. In 

common duckweed the level of biogenic amines was two times lower than in lupin seedlings. 

       Figure 1. Root (▲) and stem (■) 

elongation, and germination (●) 

(panel A), fresh mass of cotyledon 

(●), root (▲), stem (■) of yellow lu-

pin (panel C), and the growth rate 

(panel B) fresh mass (panel D) of 

common duckweed growing in soil 

or water supplemented with different 

ciprofloxacin concentrations. Data 

points represent the means ± SD for 

nine replicate samples. 
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Reduction of 50 % for root elongation, shoot elongation and fresh mass of root and stem, 

which are a quantitative measure of the phytotoxicity of ciprofloxacin in soil were 2.5 mM, 2.3 

mM, 1,26mM and 0.63 mM for yellow lupin. Reduction of 50 % for growth rate and fresh mass of 

ciprofloxacin in water were 0.29mM, 0.22mM for common duckweed. These values can be used in 

the future to predict the risk level at which toxic effects will appear. 

For the first time, the content of biogenic amines was determined in common duckweed 

tissues. The research proved that in order to assess contamination of fresh water reservoirs and soil 

with ciprofloxacin, one can successfully apply common duckweed (Lemna Test) and yellow lupin 

(Phytotoxkit) as bioindicators. Biological methods should be supplemented with biochemical 

methods to fully answer the question about contamination of the natural environment. 
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lupin and pea seedlings, tetracycline, guaiacol peroxidase activity 

 

Introduction 

Antibiotics are widespread both in human and veterinary medicine. Apart from a therapeutic 

application, they are also used as a preventive measure. Since 1928, when penicillin was 

accidentally discovered by Flemming, consumption of various antibiotics has gradually been 

increasing. Moreover, the use of antibiotics on a large scale in animal husbandry as growth 

promoters is important in terms o economy. For instance, in 1997 in Denmark, there was used about 

150 000 kg of antibiotics, 70% of them were applied as  growth promoters [1]. In 2006, the use of 

antibiotics as growth promoters in the European Union was prohibited, but since then the use of 

antibiotics as preventive and curative measures have increased. Medicines are delivered to animals 

by injections, as a component of fodder and water or ointments. Excreted with feaces or urine, still 

active antibiotics or their bioactive metabolites enter the natural environment. For example, 21% of 

a oxytetracycline dose consumed by sheep is secreted into the environment, where it remains still 

active [2]. Feaces used as fertilizer becomes a source of antibiotic contamination in fields and 

ground water. It was demonstrated that antibiotics can be absorbed by economically viable plants 

and therefore become an actual threat to customers' health. Vegetables such as lettuce, carrot roots, 

corn and onion absorb some groups of antibiotics from soil. The concentration of pharmaceuticals 

in vegetables depends proportionally on the amount of drugs in soil and type of medicine [3, 4, 5]. 

Tetracyclines, first discovered in 1945, are a broad-spectrum, low-toxic antimicrobial agents 

[6]. The use of tetracyclines is comparatively inexpensive, that is why this group of antibiotics is 

applied extensively, especially in veterinary medicine. In 2000 in UK there was used 8495 kg of 

oxytetracycline, 6256 kg of chlortetracycline and 1517 kg of tetracycline [3]. Tetracycline’s 

bacteriostatic activity is related to blocking bacterial protein biosynthesis, via bacterial ribosomes 

modification [7]. Tetracyclines can exhibit a negative impact on plants which absorbed the 

antibiotic contamination from soil together with water. An increase of activity of some groups of 

enzymes can be an index of plant stress or physiology disorder. Peroxidases catalyse oxidoreduction 

[8]. In literature there are three different classes of peroxidases, the third class exhibits activity in 

response to biotic and abiotic stresses. Guaiacol peroxidase, which belongs to this class, reacts to 

stress, producing reactive oxygen species [9]. 

The conducted research was aimed to estimate the influence of tetracyclines on guaiacol 

peroxidase activity in lupin and pea seedlings. A few different concentrations of tetracycline in soil 

were used during the experiment to compare antibiotic absorbtion by plants and demonstrate 

consequences of distribution of antibiotic contamination for legume plants physiology. Moreover, 

the influence of tetracycline on elongation of roots and shoots of leguminous seedlings was 

examined. 

Materials and Methods 

Seeds of yellow lupin (Lupinus luteus) and pea (Pisum sativum) were germinated for nine 

days in PHYTOTOXKIT
TM

 plates (MicroBio Test, Inc., Belgium) [12].The soil was supplemented 

with tetracycline (Sigma-Aldrich) at final concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 10, 25, 50 and 

100 mM. Extracts to determine peroxidase activity were prepared in ice. The roots (500 mg) which 

grew in soil with water or with tetracycline, oxytetracycline or chlortetracycline were homogenized 
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for 30 minutes in the extraction buffer (0.1 M Tris/HCl, 8.75% polyvinylpyrrolidone, 0.1 M KCl, 

0.28% Triton X-100). Samples were centrifuged for 30 minutes at 4000 x g at 4ºC. The supernatant 

was passed through membrane filters 0.45 µm in diameter. The protein content in samples was 

determined in the Lowry protein assay. Peroxidase activity was determined based on 

spectrophotometric detection (CECLI, CE2021 2000 SERIES) in mixture containing 100 µl 1% 

guaiacol, 2 ml 0.1 M KH2PO4, 150 µl supernatant and 20 µl 0,18% H2O2. The absorption rate 

increase was measured in room temperature at the wave length of 470 mm. One unit of activity 

equals oxidation of 1 µM H2O2 during 1 minute.  
Results 

The effects of tetracycline concentration (0.01, 0.05, 01, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 mM) on 

roots and shoots elongation of pea (Pisum saivum L) and lupin (Lupinus luteus L) seedlings were 

compared. The measurements (roots and shoots elongation) were analyzed after seven days growth 

of the seedlings in soil contaminated with tetracycline (Fig. 1A, B). Roots of lupin and pea 

seedlings were longer than their shoots. 
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The length of seedlings was related to the antibiotic dose in tested plants. The longest roots 

were noted in pea (90 mm) and the shortest in lupin (65 mm) growing in the soil without 

tetracycline – the control soil (Fig. 1A). The growth of seedlings (elongation of roots and shoots) 

depended on the plant species and tetracycline concentration. An increase of antibiotic 

concentration in soil caused inhibited growth of the roots. The highest tetracycline concentration 

caused lower growth of roots, when compared to the roots of control seedlings. After seven days, 

roots elongation was reduced by between 65 and 80% for pea and lupin in comparison to roots of 

control seedlings. Lupin roots demonstrated higher sensitivity than pea roots (Fig. 1A). The increase 

of lupin roots was reduced by as much as 52% for the sixth concentration (5 mM). The same effect 

in lupin seedlings was induced by the seventh (10 mM) concentration of tetracycline, which was 

twice as high as the sixth one.  

The inhibition of pea and lupin shoots growth, similarly to their roots, depended on the 

concentration of tetracycline in soil (Fig. 1B). In the control soil the seedlings of lupin had longer 

shoots (46 mm) than the pea seedlings (35 mm). Lupin shoots were more sensitive than pea shoots 

        Figure 1 - Shoot (panel A) and root length 

(mm) (panel B) and peroxidase activity (panel C) 

of Lupinus luteus (▲) and Pisum sativum (○), after 

seven days on soil supplemented with tetracycline 

concentrations (c, control; 1 - 0.01 mM, 2 - 0.05 

mM, 3 - 0.1 mM, 4 - 0.5 mM, 5 - 1 mM, 6 - 5 

mM, 7 - 10 mM, 8 - 25 mM, 9 – 50 mM and 100 

mM).  
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(Fig. 1B). Similarly to seedling roots, the growth of shoots was more inhibited in the seedlings of 

lupin (85 %), whereas the elongation of pea shoots was suppressed in 72 %. 

After seven days growth of the pea and lupin seedlings in soil contaminated with tetracycline, 

peroxidase activity was analyzed (Fig. 1C). Different results were obtained depending on the type 

of plant and tetracycline concentration. Increasing concentrations of tetracycline in soil caused an 

increase in the activity of peroxidase in roots. The seedlings of lupin initially demonstrated low 

activity of the enzyme, then there occurred its rapid rise in  concentration ranging from 1 to 5 mM. 

The largest increase of activity occurred between the concentrations of 10 to 100 mM. The strongest 

peroxidase activity was observed at the highest concentration of the antibiotic. A completely 

different situation occurred in the case of pea plants. With increasing concentrations of the 

antibiotic, the activity of the enzyme decreased slightly, when compared to the values in the control 

roots. The seedlings of lupin which grew in soil contaminated with 100 mM concentration 

demonstrated ten times higher peroxidase activity when compared to control seedlings. The enzyme 

activity in pea roots in the same concentration increased by 20%. 

Discussion 

There is a proved risk of the occurrence of antibiotics and their metabolites in the habitat, due 

to the use of antibiotics on a large scale in the world. The amount of antibiotics used a year all over 

the world is about 200 000 tons. It is the reason behind antibiotic contamination ranging from <0.01 

to 1,340 μg L
−1

 in the aquatic environment [10]. Another example is the occurrence of different 

antibiotics in Poudre River in Northern Colorado, USA, in the maximum amount of 0.18 μg L
−1

. An 

occurrence of different groups of antibiotics in the habitat and in animal tissues is often an object of 

study for many scientists, because of the increase to antibiotic resistance[11]. Little attention has so 

far been devoted to plants which – eaten by consumers - contribute to the drug resistance. It is 

assumed that antibiotic resistance is an effect of abusing  antibiotics and their permeating into the 

environment. It seemed reasonable to analyze the risk associated with drugs absorption by 

seedlings. 

It was demonstrated that plants had the ability to absorb antibiotics from contaminated soil. 

Sulfamethazine concentration in leguminous plants in Piotrowicz-Cieślak's research increases with 

the increase of antibiotic concentrations in soil. On the basis of the analysis, it can be concluded that 

tetracycline absorption took place because there observed such morphological symptoms as growth 

inhibition, characteristic for biochemical disruption as an effect of stress. 

Plant sensitivity to antibiotics is dependent on the plant species. In the tests that were carried 

out for the purpose of the study, it was demonstrated that lupin seedlings were significantly more 

susceptible to toxicity of tetracycline than pea seedlings. The toxicity effect of tetracycline was 

exhibited by inhibition of elongation of roots and shoots both in lupin and pea. The growth of roots 

is often affected by many stressors, such as a water or nutrients deficiency. Another type of 

stressors, such as the presence of toxic compounds, causes a decrease of plants elongation, both 

roots and shoots [12]. Glyphosate is an example of a stressor causing reduction of plants growth 

[13]. During the experiment it was proved that the presence of tetracycline in soil caused reduction 

of lupin and pea roots elongation depending on tetracycline concentrations. Moreover, an increase 

of oxidative stress enzymes activity enhancing the generation of reactive oxygen species (ROS) was 

characteristic of legume plants.  It was demonstrated in the research that tetracycline was a stress 

factor for plants which absorbed it. The largest toxic effects dependent on tetracycline concentration 

were observed for lupin and pea in the biggest concentration of tetracycline in soil (100mM),  

whereas the smallest reduction of growth was observed for the lowest concentration of tetracycline 

in soil (0.01 mM). Liu et al. [14] also reported phytotoxity of sulfamethoxazole, sulfamethoazine 

and trimetoprim on some cultivated plants. Phytotoxicity caused by enrofloxacin for plants was also 

observed by Migliore et al [15]. 
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lupin and pea seedlings, sulfamethazine, peroxidase activity 

 

Introduction 

Antibiotics are widely used in human and veterinary medicine as preventive and therapeutic 

measures. Moreover, this kind of medicines was used on a large scale as growth promoters in 

animals in EU countries until 2006. It was demonstrated that 13 288 tons of antibiotics were used in 

EU countries and Switzerland in 1999 [1]. Every year antibiotic consumption increases.  

Sulfonamides are synthetic antibiotics used to treat infections in humans and animals. 

Sulfonamide activity involves inhibiting folic acid biosynthesis. The effect of folic acid deficiency 

results in DNA and RNA synthesis inhibition. Despite their toxicity (nephrotoxicity for humans and 

animals), sulfonamides are still popular in many countries because of low cost in comparison with 

other antibiotics [2]. Frequent incautious use of sulfonamides causes negative consequences in 

environment. For example, in Korea it was assessed that the level of concentration of sulfonamides 

was in water samples 14.85 μg L
-1

, 38.82 μg kg
−1 

in soil samples, 120.91 μg kg
−1 

in sediment 

samples [3].The presence of sulfamethoxazole was shown even in drinking water [4]. 

It has been demonstrated that sulfonamides are light-sensitive and photodegradable in liquids, 

but they are not degraded by hydrolysis. Plants have unimpeded access to sulfonamides in soil due 

to low sorption of this group of antibiotics. It has been proved that sulfonamides are assimilated and 

accumulated in aquatic plants. Sulfamethazine has been detected in cultivated plants: corn, lettuce, 

potato, yellow lupin, pea, lentil, soybean, beans, alfalfa [1, 5, 6]. Sulfamethazine is one of the most 

phytotoxic antibiotics. Toxic effects to root and stem elongation have been observed in sweet oat, 

cucumber and rice. Plant species vary in sensitivity to individual groups of antibiotics [5]. Some 

plant’s enzyme dysfunction or activation of another group of enzymes can be seen as a mark of a 

toxic effect of an antibiotic. 

Peroxidases belong to an oxidoreductases family, which is necessary in germination process. 

They are involved in lignification and suberinization, some biochemical reactions, catalysing the 

oxidoreduction [7]. The mass of secretory types of peroxidases ranges usually between 30kDa and 

45kDa [8]. Three classes of peroxidases were described: intracellular from prokaryota (I class), 

fungal peroxidases (II class) and well-known, located in vacuole or extracellular (III class) [6, 9, 

10]. This extracellular peroxidase plays a role in response to stress by increasing its activity and 

reactive oxygen species (ROS) production. Guaiacol peroxidase, originating from ascorbate 

peroxidase (class I), belongs to the III class of peroxidases family. A wide range of guaiacol 

peroxidase isoenzymes was found in vacuoles, the cell wall and cytosol [11]. 

The aim of the current study was to assess a sulfamethazine influence on peroxidase activity 

in legume seedlings. In laboratory analysis a few different concentrations of sulfamethazine were 

used. Also assimilation of this antibiotic by peas and lupin was demonstrated. Furthermore, the 

influence of sulfamethazine on elongation of roots and shoots of leguminous seedlings was 

examined. 

Materials and Methods 

Seeds of yellow lupin (Lupinus luteus) and pea (Pisum sativum) were germinated for nine 

days in PHYTOTOXKIT
TM

 plates (MicroBio Test, Inc., Belgium) [12].The soil was supplemented 

with sulfamethazine (Sigma-Aldrich) at final concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 10, 25, 50 

and 100 mM. Extracts to determine peroxidase activity were prepared in ice. The roots (500 mg) 
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which grew in soil with water or with tetracycline, oxytetracycline or chlortetracycline were 

homogenized for 30 minutes in the extraction buffer (0.1 M Tris/HCl, 8.75% polyvinylpyrrolidone, 

0.1 M KCl, 0.28% Triton X-100). Samples were centrifuged for 30 minutes at 4000 x g at 4ºC. The 

supernatant was passed through membrane filters 0.45 µm in diameter. The protein content in 

samples was determined in the Lowry protein assay. Peroxidase activity was determined based on 

spectrophotometric detection (CECLI, CE2021 2000 SERIES) in mixture containing 100 µl 1% 

guaiacol, 2 ml 0.1 M KH2PO4, 150 µl supernatant and 20 µl 0,18% H2O2. The absorption rate 

increase was measured in room temperature at the wave length of 470 mm. One unit of activity 

equals oxidation of 1 µM H2O2 during 1 minute.  

Results 

The growth of seedlings of lupin (Lupinus luteus L.) and pea (Pisum saivum L.) was analyzed 

after applying different concentrations of sulfamethazine. Measurement of roots and shoots was 

performed after seven days from sulfamethazine application (Fig 1A, 1B). Different results were 

obtained depending on the type of plant. With increasing sulfamethazine concentration, a smaller 

growth of seedlings, both in pea and lupin, was noticed.  
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For the seedlings which grew in the soil without sulfamethazine (control soil) the shortest 

roots were observed in lupin (72 mm). The longest pea roots were also observed in the control soil. 

The root growth was inhibited with increasing concentration of sulfamethazine. The highest 

sulfamethazine concentration caused reduction of root growth in comparison to roots of control 

seedlings to 94 and 79%. A high level of sensitivity and a considerable growth inhibition were 

observed for lupin roots in the fourth concentration (0.5mM) (Fig.1A) and it was 43%. To compare, 

a decrease in the growth of pea seedlings in the same concentration was 28%. 

A similar sensitivity to increasing sulfamethazine concentrations was observed in lupin shoots 

(Fig. 1B). In soil without sulfamethazine the seedlings were longer and amounted to 45 and 32 mm 

respectively for lupin and pea. Pea shoots were more sensitive to sulfamethazine than lupin shoots. 

In the highest of the tested sulfamethazine concentrations lupin and pea shoots elongation was 

suppressed respectively by 90 and 91%. 

The peroxidase enzyme activity was studied by spectrophotometry after seven days in lupin 

and pea seedlings treated with increasing concentrations of sulfamethazine. A rise in peroxidase 

activity was observed with increasing concentrations of the antibiotic in samples from both plants. 

        Figure 1 - Shoot (panel A) and root length (mm) 

(panel B) and peroxidase activity (panel C) of Lupinus 

luteus (Δ) and Pisum sativum (●), after seven days on soil 

supplemented with sulfamethazine concentrations (c, 

control; 1 - 0.01 mM, 2 - 0.05 mM, 3 - 0.1 mM, 4 - 0.5 

mM, 5 - 1 mM, 6 - 5 mM, 7 - 10 mM, 8 - 25 mM, 9 – 50 

mM and 100 mM) 
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Peroxidase isolated from pea had higher activity than the lupin peroxidase in the control. In the 

highest concentration of sulfamethazine, peroxidase activity was more comparable to the activity of 

this enzyme in control roots. The seedlings of lupin which grew in soil contaminated with 100 mM 

sulfamethazine concentration demonstrated nineteen times higher peroxidase activity compared to 

control seedlings. The enzyme activity in pea roots in the same concentration increased by 60%. In 

lupin, an increased enzyme activity occurred at a 0.5 mM concentration of sulfamethazine, while in 

peas at a concentration of 1 mM. 

Discussion 

Drugs used in human and veterinary medicine belong to a new class of pollutants. A large 

group of these agents are antibiotics. Antibiotics are designed to induce a pharmaceutical effect at 

very low concentrations. After treatment, most antibiotics are excreted from the treated organism, 

some of them unchanged or as metabolites. Long-term  exposure of bacteria to low doses of 

antibiotics increases bacterial resistance [13, 14].  

Despite the confirmation of the presence of antibiotics in the environment, little is known 

about their effects on plants. It was found that tests of germination and growth of plants were a 

good indicator of pharmaceuticals' phytotoxicity. Of these two parameters, tests of the plant growth 

are better. Antibiotics have a negative effect on germination, but different plant species differ in 

their sensitivity [15]. The study showed a negative effect of sulfamethazine on the growth of pea 

and lupin seedlings. The drug has a negative effect on the elongation of both shoots and roots. In the 

highest concentration of the antibiotic the root length was reduced in comparison to the control soil 

by 94% (lupin) and 79% (pea). Similar results were observed in the case of shoots. The highest 

antibiotic concentration resulted in a decrease of the lupin shoot length of 90% and pea of 91%. In 

the literature, we can find growth assays performed on other plants: cucumber and rice. 

Sulfamethoxazole showed a reduction in the length of the rice seedlings by 50% at a concentration 

of 38 mg / kg of dry soil. A fifty percent reduction in root length was observed at a concentration of 

13 mg / kg. It was also investigated how sulfamethazine affects the growth of rice seedlings. EC50 

for seedlings growth test and root elongation test for sulfamethazine was accordingly 220 and 43 

mg/kg of dry soil weight [16]. The research conducted by Piotrowicz-Cieślak et al. [12] on lupins, 

peas, soy beans and lentils treated with sulfamethazine at concentrations of 0.01, 0.1, 0.25, 1, 5, 15, 

and 20 mM showed a reduction in root length. A fifty percent reduction in root length after three, 

seven and nine days was observed at a concentration of 10 µM. For soybean EC50 was higher, after 

3 and 6 days it was 0.25 mM, and after nine days 1 mM [12].  

Peroxidases are included in the group of enzymes that use hydrogen peroxide and other 

organic peroxides as reactants. The peroxidase takes part in hypersensitivity reactions involved in 

formation of reactive oxygen species (ROS). Production of free radicals is a response of plants to 

stress factors such as pathogens or chemicals [17]. An activity of peroxidase isolated from seedlings 

treated with increasing concentrations of the antibiotic was tested. In the control soil, the pea 

peroxidase activity was higher than the peroxidase activity in lupin. For both plants peroxidase 

activity increased significantly with rising antibiotic concentrations. This suggests that the antibiotic 

is a stress factor for plants and that it is drawn from the soil.  
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