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Новые термочувствительные смарт-биоматериалы на основе 
коллагена, модифицированного винилглицидиловым эфиром 

этиленгликоля, для 4D-биопечати
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Байкальский институт природопользования СО РАН, г. Улан-Удэ, Российская Федерация 

Аннотация. Новизна и цель работы заключались в том, что реакционноспособный в условиях ультрафиолетового 
излучения коллаген впервые получен функционализацией боковых аминогрупп лизиновых фрагментов ненасыщенным 
винилглицидиловым эфиром этиленгликоля («винилоксом»), содержащим, аналогично глицидилметакрилату, 
эпоксидную группу. Особенностью данного подхода является то, что наличие этой группы с умеренной реакционной 
способностью обеспечивает избирательное протекание реакции прививки по боковым аминогруппам коллагена 
в нейтральной или слабощелочной среде и исключает характерное для аналога – глицидилметакрилата – 
образование побочных продуктов реакции Михаэля и гидролиза. По данным фотометрии установлено, что 
модификация в слабоосновном водном растворе при комнатной температуре и значительном избытке 
«винилокса» позволяет достичь степени прививки 23,4%. Впервые при добавлении полиэтиленгликоль диакрилата,  
поли(N-изопропилакриламида) к слабокислому водному раствору коллагена получены пленкообразующие композиты, 
способные к фотоотверждению. Наличие винилоксидных групп позволило обеспечить удовлетворительные 
механические характеристики пленок в результате инициируемого ультрафиолетовым излучением сшивания 
коллагена, а присутствие поли(N-изопропилакриламида) – гидрофильно-гидрофобную смарт-чувствительность. 
Пленки обладают развитой фибриллярной структурой, а размеры пустот позволяют обеспечить свободное 
перемещение питательных и прочих соединений. Согласно данным МТТ-теста, пленки не выделяют цитотоксических 
компонентов и сохраняют метаболическую активность стволовых клеток, обеспечивая достаточную их плотность 
на своей поверхности. Все вышеперечисленное определяет перспективность использования пленок как в 
качестве искусственного внеклеточного матрикса – скаффолда, так и в виде термочувствительных смарт-подложек 
для выращивания стволовых клеток на их поверхностях для последующей биопечати с лазерным переносом.

Ключевые слова: коллаген, поли(N-изопропилакриламид), винилглицидиловый эфир этиленгликоля, модификация 
биополимеров, регенеративная медицина
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New smart thermosensitive biomaterials on the basis of collagen 
modified by ethylene glycol vinyl glycidyl ether for 4D bioprinting

Ivan A. Farion , Aleksandr S. Buinov, Alena N. Nikishina, Vitalii F. Burdukovskii

Baikal Institute of Nature Management SB RAS, Ulan-Ude, Russian Federation

Abstract. In this study, collagen reactive under UV radiation was obtained for the first time via the functionalization 
of the side amino groups of lysine moieties with unsaturated ethylene glycol vinyl glycidyl ether (Vinylox) containing, 
similarly to glycidyl methacrylate, an epoxy group. The presence of this group having a moderate reactivity provides 
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selective grafting of the side amino groups of collagen in a neutral or weakly alkaline medium and excludes the 
formation of by-products in the Michael reaction and hydrolysis characteristic of the analog—glycidyl methacrylate. 
Photometry data indicate that with modification in a weakly basic aqueous solution at room temperature and a significant 
excess of Vinylox, a grafting degree of 23.4% can be achieved. For the first time, film-forming composites capable of 
photocuring were obtained by adding polyethylene glycol diacrylate and poly(N-isopropylacrylamide) to a weakly acidic 
aqueous solution of collagen. The presence of vinyl oxide groups provided satisfactory mechanical characteristics of 
films as the result of UV-initiated collagen cross-linking, while the presence of poly(N-isopropylacrylamide) ensured 
hydrophilic-hydrophobic smart sensitivity. The films have a well-developed fibrillar structure, and the size of voids 
enables the free movement of nutrients and other compounds. According to MTT assay data, the films release no 
cytotoxic components and maintain the metabolic activity of stem cells, providing sufficient density of stem cells 
on their surface. All of the factors mentioned above determine the prospects of using the films both as an artificial 
extracellular matrix scaffold and as smart thermosensitive scaffolds used to grow stem cells on their surfaces for 
subsequent laser transfer bioprinting.

Keywords: collagen, poly(N-isopropylacrylamide), ethylene glycol vinyl glycidyl ether, biopolymer modification, 
regenerative medicine
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из главных проблем 3D-биопринтинга является 

правильный подбор биоматериала, обеспечивающий 
максимальную схожесть механических и биологических 
характеристик с нативными тканями и органами. Более 
того, такие материалы должны соответствовать требо-
ваниям, выдвигаемым технологическими особенностями 
биопечати [1, 2], из которых важнейшими являются био-
совместимость и биорезорбируемость. Среди большого 
разнообразия биополимеров наиболее перспективным 
с целью использования в качестве матриц для создания 
тканеинженерных конструкций является коллаген. Это 
один из наиболее распространенных белков, и он может 
быть легко выделен, например, из шкур и сухожилий 
крупного рогатого скота и крысиных хвостов [3]. 

Наиболее простой подход к получению гидрогелей 
коллагена – фибриллогенезис при рН ~7 и 37 °С в 
течение 30 мин. Тем не менее полученные таким образом 
гидрогели существенно уступают по механическим харак-
теристикам нативным коллагеновым тканям. В этой 
связи предпринимаются различные попытки получения 
сшитых структур для улучшения механических свойств 
коллагеновых матриц. Методы химической сшивки кол-
лагена основаны на наличии реакционноспособных 
концевых или боковых амино- и карбоксильных групп. 
В качестве сшивающих агентов обычно используются 
альдегиды, генипин и карбодиимиды [4–10]. Однако 
зачастую подобные методы не подходят для получения 
гидрогелей с инкапсулированными клетками [11] ввиду 
токсичности подобных сшивающих агентов.

Еще один распространенный подход к дизайну 
сшитых коллагеновых гидрогелей – придание коллагену 
способности к ковалентной сшивке под действием 
ультрафиолетового излучения с помощью привитых 
метакрилатных групп посредством его модификации 
метакриловым ангидридом [12, 13] или глицидилмета-
крилатом [14]. В то же время метакриловый ангидрид 
высокотоксичен, а в водной среде склонен, помимо 
основной реакции ацилирования лизиновых амино-
групп, также к побочным реакциям Михаэля по кратным 

связям и гидролизу. К подобным побочным реакциям, 
помимо основной реакции эпоксиалкилирования, 
также склонен и глицидилметакрилат. Следовательно, 
поиск не склонных к вышеперечисленным побочным 
реакциям мало- или нетоксичных модифицирующих 
агентов для придания коллагенам способности сши-
ваться под действием ультрафиолетового излучения 
является актуальной задачей.

Новизна и цель проведенной работы состоят в том, 
что для модификации коллагена впервые был исполь-
зован нетоксичный ненасыщенный винилглицидиловый 
эфир этиленгликоля, содержащий, аналогично глицидил-
метакрилату, эпоксидную «якорную» группу. Особенность 
данного подхода состоит в том, что наличие эпоксидной 
«якорной» группы с умеренной реакционной способностью 
обеспечивает избирательное протекание реакции при-
вивки по боковым аминогруппам коллагена в нейтральной 
или слабощелочной среде и исключает характерное для 
аналога – глицидилметакрилата – образование побочных 
продуктов реакции Михаэля, а также взаимодействие с 
реакционной водной средой. Более того, наличие вини-
локсидной группы определяет способность привитого 
коллагена к фотосополимеризации под действием уль-
трафиолета с ди(мет)акрилатами (поли)этиленгликолей 
в присутствии фотоинициаторов. Все это указывает на 
уникальность ненасыщенных глицидиловых эфиров 
как агентов для модификации биополимера коллагена 
с целью придания ему способности к фотосшиванию 
по кратным связям и, как следствие, использования 
модифицированного производного в качестве основной 
фотореактивной, биосовместимой и биодеградируемой 
полимерной матрицы в составе смарт-гидрогелей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве полимерной матрицы был использован 

коллаген (0,3 масс.% в 0,02 М растворе уксусной кислоты), 
предоставленный сотрудниками Института регенера-
тивной медицины Первого московского государственного 
медицинского университета им. И.М. Сеченова, полу-
ченный из хвостов лабораторных крыс [3]. Ненасыщенный 
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винилглицидиловый эфир этиленгликоля – «винилокс» – 
был предоставлен сотрудниками Иркутского института 
химии им. А.Е. Фаворского СО РАН.

Поли(N-изопропилакриламид) c молекулярной массой, 
равной 40 кДа, полиэтиленгликоль диакрилат и неио-
ногенное поверхностно-активное вещество Tween 20 
были использованы как коммерческие чистые продукты 
компании Sigma-Aldrich (США).

Модификацию коллагена проводили в трехгорлой 
стеклянной колбе, снабженной мешалкой, входом 
и выходом аргона в которую при перемешивании 
последовательно загружали 3,000 мл раствора кол-
лагена, 0,055 мл Tween 20, 1,300 мл 4%-го водного 
раствора NaHCO3 и перемешивали в течение 15 мин 
в токе аргона. Затем добавляли 0,057 мл (0,060 г) 
винилглицидилового эфира этиленгликоля и переме-
шивали в течение 16 ч при комнатной температуре. По 
окончании процесса продукт модификации осаждали 
изопропанолом (25 мл) при интенсивном перемеши-
вании, фильтровали и тщательно промывали изопро-
панолом на фторопластовом фильтре с размером 
пор 0,22 µ. Затем сушили в вакууме при 30–40 °С 
до постоянной массы и хранили в эксикаторе над 
безводным CaCl2.

Для определения количественного содержания 
свободных первичных аминогрупп, выраженного в 
соотношении моль NH2 / г коллагена, использовали 
методику пробоподготовки, описанную в работе [14], с 
адаптацией к 0,3%-м массовым растворам коллагена 
в 0,02 М растворе уксусной кислоты вместо твердых 
образцов. Расчет проводили по формуле (1):

𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚(𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿)
𝑔𝑔(𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶) = 2 × 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴(346𝑛𝑛𝑛𝑛) × 0,02

1,4 × 104 × 𝑏𝑏 × 𝑥𝑥           (1) 

где moles(Lys) – мольное количество «свободных» 
первичных аминогрупп в 1 г коллагена (g(Collagen)); 
Abs(346nm) – величина поглощения подготовленного 
для фотометрии образца при длине волны 346 нм;  
1,4×104 – молярный коэффициент поглощения 
пикриламида L-лизина, L×моль-1×см-2; b – толщина 
поглощаемого слоя, см; x – навеска коллагена, г.

За величину поглощения образца при длине волны 
346 нм было взято среднее из десяти значений парал-
лельных съемок ультрафиолетовых спектров на спек-
трофотометре УФ-1200 (Ecoview, Китай). Подготовку 
образца сравнения проводили в отсутствии 2,4,6-три-
нитробензолсульфокислоты. Мольное количество 
свободных первичных аминогрупп лизиновых фраг-
ментов в образцах немодифицированного коллагена – 
(55,15±0,35)×10-5 или (54,8–55,5)×10-5 моль NH2 / г  
коллагена, что близко к значению для данного типа 
коллагена – (35,5–38,9)×10-5 моль NH2 / г коллагена, 
определенного в работе [14].

После осуществления модификации было определено 
содержание свободных первичных аминогрупп в полу-
ченном производном. Для этого осуществляли операции 
по пробоподготовке образцов для съемки ультрафио-
летовых спектров. Съемку ультрафиолетовых спектров 
и вычисление количества первичных аминогрупп про-
водили по формуле (1) аналогично вышеприведенным 
операциям для немодифицированного коллагена. Степень 
модификации вычисляли по формуле (2) [14]:

𝐹𝐹 = 1 −
𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚(𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿)𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹.𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚(𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿)𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
                   (2) 

где F – степень функционализации коллагена;  
moles(Lys)Funct.Collagen – мольное количество свободных 
первичных аминогрупп в функционализированном кол-
лагене; moles(Lys)Collagen – мольное количество свободных 
первичных аминогрупп в исходном коллагене.

Фотоотверждение осуществляли с помощью уль-
трафиолетового излучателя ОУФК-012 («Солнышко», 
Россия) с эффективным спектральным диапазоном 
излучателя ДРТ-125 230–400 нм и световым потоком 
1850 лм при температуре 50 °С и давлении 0,5 мбар. 
Расстояние от пленки до излучателя составляло ~10 см. 
Время облучения – 10 мин. 

Для визуализации морфологии поверхности пленок 
проводили микросъемку в проходящем свете (метод 
светлого поля), используя световой микроскоп OSEELANG 
модели OSL-002 (OSEELANG, Китай), снабженный USB-ка-
мерой-окуляром SEELANG с разрешением 2 Мпк и уве-
личением 40х. Увеличение объектива составляло 10х. 
Общее увеличение – 400х.

Механические характеристики материалов уста-
навливали с помощью испытательной машины Instron 
5544 UTM (Instron, США) при комнатной температуре и 
влажности около 50% при скорости сжатия 3 мм×мин-1.

МТТ-тест проводили для оценки влияния раство-
римых компонентов пленки на жизнеспособность 
клеток. Фрагменты пленок общей площадью 6 см2 из 
каждой группы образцов инкубировали в течение 24 ч 
в 1 мл среды для культивирования клеток (DMEM/F12 
с добавлением 100 ЕД/мл стрептомицина, 100 мкг/мл  
пенициллина, 1% добавки Gibco GlutaMAX, 5% фетальной 
бычьей сыворотки HyClone) в атмосфере, содержащей 
5% CO2, при 37 °C. Серийные разведения экстрактов в 
среде добавляли в тройные лунки к субконфлюентному 
монослою мышиных фибробластов 3Т3, культивиро-
ванному в 96-луночном планшете. Додецилсульфат 
натрия добавляли в отдельные лунки в качестве поло-
жительного (токсичного) контроля и отдельно в культу-
ральную среду в качестве отрицательного контроля. 
Планшеты инкубировали еще 24 ч в CO2-инкубаторе при 
37 °C. Затем среду заменяли 100 мкл раствора МТТ  
(0,5 мг/мл в среде Gibco DMEM/F12 без добавок) и 
инкубировали в CO2-инкубаторе при 37 °C в течение 3 ч. 
После удаления раствора МТТ во все лунки добавляли 
аликвоты диметилсульфоксида по 100 мкл и переме-
шивали. Жизнеспособность клеток определяли количе-
ственно путем измерения оптической плотности раствора 
при длинах волн 567 и 630 нм на спектрофотометре 
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США).

Контактную цитотоксичность – конфлюэнтность – 
и жизнеспособность клеток на поверхностных засе-
янных стволовыми клетками пленках исследовали 
путем дифференциального окрашивания живых и 
мертвых клеток набором флуоресцентных красителей 
Calcein AM/EthD-1 (LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit). 
Мышиные фибробласты линии 3Т3 окрашивали после 
76 ч инкубации на поверхности пленок. Для визуа-
лизации зеленых живых и красных мертвых клеток 
использовали сканирующий лазерный конфокальный 
микроскоп LSM 880 Airyscan (Carl Zeiss, Йена, Германия), 
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оснащенный модулем AiryScan и детектором GaAsP 
(Carl Zeiss, Йена, Германия). Z-сканы были получены 
с использованием линзы EC Plan-Neofluar (Carl Zeiss, 
Оберкохен, Германия) и лазеров с длинами волн 488 
и 561 нм.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для определения количества свободных пер-

вичных аминогрупп лизиновых фрагментов коллагена, 
необходимого при расчете степени модификации, 
вместо более сложного в плане пробоподготовки и 
временных затрат «нингидринного» метода [15–17] 
мы применили более удобную фотометрическую 
методику с использованием в качестве аналитиче-
ского агента для фотометрии привитых на макромо-
лекулу коллагена пикриламидов боковых фрагментов 
лизина [14, 18]. Привитые пикриламиды образуются за 
счет взаимодействия 2,4,6-тринитробенолсульфонат- 
аниона со свободными первичными аминогруппами 
в слабощелочной среде [18] (рис. 1).

Рис. 1. Взаимодействие 2,4,6-тринитробензолсульфонат-
аниона с первичными аминогруппами коллагена  
с образованием привитых пикриламидов

Fig. 1. Interaction of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonate anion 
with primary amino groups of collagen with formation  
of grafted picrylamides

Модификацию коллагена осуществляли в слабо-
основной водной среде при комнатной температуре 
согласно схеме, приведенной на рис. 2.

*

*

*

*

*

NH2

*

*

NH2

NH2

Коллаген (нить)

O

O

CH2

O

Модифицирующий
агент − «винилокс»

*

*

O O CH2

OH

*

*

NH

NH

O O CH2

OH

O O CH2

OH

*

*
*

NH

pH 8−9
Водная среда

Коллаген, модифицированный
винилглицидиловым эфиром
этиленгликоля

Рис. 2.  Модификация коллагена «винилоксом»

Fig. 2. Modification of collagen with “Vinylox”

Попытка осуществления модификации в присутствии 
эквимольного по отношению к модифицирующему 
агенту количества триэтиламина согласно методике 
[14] приводила к тому, что конечный продукт после осаж-
дения изопропанолом и последующего тщательного 
высушивания в вакууме при комнатной температуре 
не был растворим в 0,02 М уксусной кислоте даже при 

нагревании до температуры кипения. В то же время 
после проведения аналогичных операций с коллагеном 
в отсутствие «винилокса» высушенный в конечном итоге 
образец был растворим в данном растворе кислоты 
даже при комнатной температуре, что указывает на 
протекание конкурирующих процессов, приводящих 
к потере растворимости. 

В связи с вышесказанным модификацию кол-
лагена осуществляли 75-кратным мольным избытком 
«винилокса» в отсутствии триэтиламина, но с большим, 
двукратным, количеством водного раствора NaHCO3  
(4 масс.%) при pH ~8,5. В этом случае мы ориентиро-
вались на вышеописанную методику успешного полу-
чения привитых пикриламидов для количественного 
определения первичных аминогрупп при данном 
значении pH. После высушенный модифицированный 
коллаген растворялся в 0,02 М уксусной кислоте при 
нагревании до ~40 °С.

Наличие винилоксидных групп остатков «винилокса» 
в модифицированном производном подтверждено 
данными 1Н-спектроскопии ядерного магнитного резо-
нанса (рис. 3). В спектре 1H-ЯМР малоинтенсивный 
сигнал при 6,73 м.д. соответствует протонам O–CH=CH2 
винильной группы модифицирующего агента. Пики 
протонов O–CH=CH2 при 4,14–4,17 м.д., по-видимому, 
перекрываются пиками «коллагеновых» протонов при 
4,10–4,25 м.д. Малая интенсивность пиков протонов 
при кратной связи также характерна для модифициро-
ванных глицидилметакрилатом коллагенов [14].

Рис. 3. 1Н-спектроскопия ядерного магнитного резонанса 
модифицированного «винилоксом» коллагена (3 масс.% 
в 0,02 М растворе CF3COOD в D2O)

Fig. 3. 1H-NMR spectrum of vinylox-modified collagen (3 Wt% 
in 0.02 M solution of CF3COOD in D2O)

Согласно расчетам по формуле (1), мольное коли-
чество свободных первичных аминогрупп лизиновых 
фрагментов в растворимом образце модифицированного 
коллагена составляло (42,51±0,57)×10-5 моль NH2 / г 
коллагена, что соответствует степени модификации, 
равной 23,4%. 

Далее для качественной оценки гидрофильно-ги-
дрофобных характеристик и морфологии поверхности 
смарт-имплантатов на поверхности обезжиренного 
горячей хромовой смесью предметного стекла были 
изготовлены термочувствительные смарт-пленки. 
Исходный раствор для получения пленок был на основе 
свежеприготовленного 0,6% масс. раствора модифици-
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рованного коллагена в 0,02 М водном растворе уксусной 
кислоты с добавлением поли(N-изопропилакриламид)а 
как наиболее изученного в регенеративной медицине 
термочувствительного смарт-полимера [2, 19, 20]  
(30% от массы коллагена), сшивающего агента, полиэти-
ленгликоль диакрилата с молекулярной массой, равной 
700 Да (50% от массы коллагена), и фотоинициатора 
Irgacure 2959 (3% от массы коллагена). После отлива 
и последующего высушивания пленок при комнатной 
температуре и атмосферном давлении осуществляли 
фотоструктурирование (отверждение) пленки с помощью 
ультрафиолетового излучателя ОУФК-012 («Солнышко», 
Россия). В результате происходила фотосополимери-
зация кратных связей привитых на коллаген винилок-
сидных групп с двойными связями полиэтиленгликоль 
диакрилата с образованием пространственно-сшитой 
полимерной сетки. 

На рис. 4 представлена микрофотография компо-
зиционной пленки, содержащей термочувствительный 
поли(N-изопропилакриламид), из которой видно, что 
поверхность содержит множество хаотично располо-
женных коллагеновых микрофибрилл. Данные микро-
фибриллы, как мы полагаем, образуются в процессе 
увеличения концентрации коллагеновой полимерной 
матрицы при высушивании образца. Вполне вероятно, 
что и полиэтиленгликоль диакрилат как сшивающий 
агент, и термочувствительные смарт-полимеры по мере 
высушивания образца адсорбируются на поверхности 
этих фибрилл, между которыми имеется свободное про-
странство – каналы, через которые к размножающимся 
стволовым клеткам могут свободно перемещаться 
нутриенты и отводиться продукты их жизнедеятельности. 
Из этого следует, что данные структуры могут с успехом 
выступать в качестве искусственного внеклеточного 
матрикса-скаффолда.

Рис. 4. Микрофотография поверхности отверждаемой 
ультрафиолетовым излучением пленки из коллагена, 
поли(N-изопропилакриламид)а, полиэтиленгликоль 
диакрилата при увеличении 400х

Fig. 4. Microphotograph of the surface of the UV-cured 
collagen / poly(N-isopropylacrylamide) / polyethylene glycol 
diacrylate film at a magnification of 400х 

Для качественной оценки проявления гидрофиль-
но-гидрофобных смарт-свойств пленок были проведены 
эксперименты по наблюдению за каплей воды на их 
поверхностях при комнатной температуре 20 °С и 
температуре, увеличенной до ~40 °С. Так, при 20 °С 
капля воды растекалась по поверхности, а затем 
медленно проникала внутрь структуры пленки из-за 
наличия пористости, но образцы на месте контакта 
не растворялись, а всего лишь частично набухали. В 
то же время при ~40 °С капля воды не растекалась 
по поверхности, а лишь медленно проникала внутрь 
структуры, но если эту пленку с каплей воды на поверх-
ности быстро охлаждать, то в определенный момент 
она начинает растекаться по поверхности и быстро 
проникать внутрь структуры. Наблюдаемое явление 
является тепловым смарт-эффектом перехода через 
низшую критическую температуру растворения (НКТР), 
обеспечивающим наличие смарт-характеристик у 
поверхности, который проявляется в изменении 
гидрофильно-гидрофобных свойств. Таким образом, 
до перехода через НКТР поверхность является гидро-
фильной (быстрое растекание капли по поверхности 
с последующим проникновением внутрь структуры), 
тогда как после перехода через НКТР поверхность 
становится гидрофобной (капля воды не растекается 
по поверхности, а лишь медленно проникает внутрь 
структуры при увеличении гидрофобности поверхности 
при температуре выше НКТР). 

Температура и степень усадки крайне важны для 
данного типа термочувствительных смарт-подложек, 
так как высокие значения усадки могут привести к 
отрыву от базовых подложек-носителей в процессе 
нагрева при биопечати с лазерным переносом 
(LIFT-биопечати) или пассаже выращенных на них 
клеточных слоев-имплантатов. Так, по данным термо-
механического анализа, усадка сшитой высушенной 
пленки при 60–70 °С составляет всего 2–5%. Столь 
низкое значение можно объяснить микрофибрил-
лярным строением пленки (см. рис. 4), где данные 
фибриллы играют роль компенсаторов уменьшения 
линейных размеров пленки при структурной реорга-
низации коллагеновых макромолекул. Что касается 
механических свойств, то модуль сжатия гидроге-
левой пленки, содержащей 30% воды при 20 °С, 
составляет 55 кПа при компрессии около 45%, что 
свидетельствует о достаточной прочности данного 
гидрогеля, сравнимой с прочностными показателями 
пленок на основе глицидилметакрилированного 
коллагена [14].

Важно отметить, что по данным МТТ-теста полу-
ченный материал не выделял цитотоксических ком-
понентов, сохраняя метаболическую активность 
стволовых клеток и обеспечивая достаточную их 
плотность на поверхности. Все вышеперечисленное 
определяет перспективность разработанных пленок 
в качестве термочувствительных смарт-подложек для 
выращивания стволовых клеток на их поверхностях 
с последующим LIFT-биопринтингом клеточными 
сфероидами с помощью точно сфокусированного 
лазерного излучения.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе предложен новый подход к модификации 

коллагена винилоксидными эфирами этиленгликоля, 
позволяющий получать растворимые в слабокислом 
водном растворе уксусной кислоты продукты со сте-
пенью модификации 23,4%. Фотоотвержденные поли-
этиленгликоль диакрилатом биосовместимые пленки 

модифицированного коллагена и поли(N-изопропила-
криламид)а обладают удовлетворительными механиче-
скими характеристиками и гидрофильно-гидрофобной 
смарт-чувствительностью, что определяет перспектив-
ность их использования для задач регенеративной 
биомедицины.
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Синтез и антиноцицептивная активность  
2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-арил-2-азаспиро[3.5]нонан-1-онов]
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Аннотация. Азетидин-2-оны, или β-лактамы, обладают разнообразной биологической активностью и на протя-
жении многих лет привлекают внимание ученых в качестве потенциальной основы для новых лекарственных 
препаратов. Спиро-β-лактамы также проявляют биологическую активность, в связи с чем представляет интерес 
синтез и изучение свойств новых соединений этого класса. Целью работы являлось изучение антиноцицептивной 
активности ряда синтезированных бис(спиролактамов), а именно 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-арил-2-азаспи- 
ро[3.5]нонан-1-онов]. Данные бис(спироазетидин-2-оны) получены взаимодействием двукратного избытка 
реактива Реформатского, образованного из метил 1-бромциклогексанкарбксилата и цинка, с N,N -(1,4-фени- 
лен)бис(1-арилметаниминами) при кипячении в смеси толуола и гексаметилфосфортриамида в соотношении 
10:1 в течение 4 часов. Впервые синтезированы бис(спиро-β-лактамы) на основе дииминов, полученных из 
п-фенилендиамина и 2-метоксибензойного, п-толуилового и 3-бромбензойного альдегидов. Состав и структура 
не описанных ранее продуктов установлена методами ИК-, 1H и 13С ЯМР-спектроскопии и элементного анализа. 
Проведено исследование антиноцицептивной активности полученных соединений методом «горячая пластинка» 
на беспородных белых мышах обоих полов с внутрибрюшинной инъекцией. Эффект оценивался через 2 часа 
после введения. У ряда синтезированных соединений обнаружена антиноцицептивная активность на уровне 
или выше препарата сравнения метамизола натрия. В качестве мишени антиноцицептивного действия иссле-
дуемых веществ можно рассматривать нервные окончания, так как под влиянием веществ в поведении животных 
признаков центрального действия не наблюдается. Таким образом, проведенные исследования показали перспек-
тивность дальнейшего поиска биологически активных веществ среди соединений данного ряда.

Ключевые слова: реакция Реформатского, β-лактамы, азетидин-2-оны, спираны, биологическая активность, 
антиноцицептивная активность
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Abstract. Over the years, azetidin-2-ones, or β-lactams, have received a lot of attention from scientists as potential 
drug candidates due to their diverse biological activity. Spiro-β-lactams also exhibit biological activity; therefore, it is of 
interest to synthesize and study the properties of new compounds belonging to this class. The study aims to examine 
the antinociceptive activity of several synthesized bis(spirolactams), specifically 2,2’-(1,4-phenylene)bis[3-aryl-2-
azaspiro[3.5]nonan-1-ones]. These bis(spiroazetidine-2-ones) were obtained in the interaction of a twofold excess 
of the Reformatsky reagent, derived from methyl 1-bromocyclohexane carboxylate and zinc, with N,N -(1,4-phenyle- 
ne)bis(1-arylmethanimines) by means of boiling them in a 10:1 mixture of toluene and hexamethylphosphorictriamide 
for four hours. Bis(spiro-β-lactams) on the basis of diimines derived from p-phenylenediamine, 2-methoxybenzaldehyde, 
p-tolualdehyde, and 3-bromobenzoic aldehyde were synthesized for the first time. The composition and structure 
of the previously undescribed products were established using IR, 1H, and 13C NMR spectroscopy and elemental 
analysis. The antinociceptive activity of the obtained compounds was studied on outbred white mice of both sexes 
via the hot plate test with an intraperitoneal injection. The effect was estimated two hours after administration. 
Several synthesized compounds were found to exhibit antinociceptive activity at or above the level of the comparator 
product – metamizole sodium. Nerve endings can be considered the target of the antinociceptive activity of examined 
substances since under the effect of these substances, no signs of central action are observed in the behavior of 
animals. Thus, the conducted studies showed the promise of further search for biologically active substances among 
the compounds of this series.

Keywords: Reformatsky reaction, β-lactams, azetidin-2-ones, spiranes, biological activity, antinociceptive activity
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ВВЕДЕНИЕ
Реактивы Реформатского взаимодействуют с осно-

ваниями Шиффа с образованием β-аминэфиров или, 
в случае внутримолекулярной циклизации первона-
чальных продуктов присоединения, β-лактамов [1]. 
Цинкорганические реагенты, полученные из мети-
ловых эфиров 1-бромциклоалканкарбоновых кислот и 
цинка, в реакции с иминами образуют исключительно 
продукты внутримолекулярной циклизации, а именно 
спироазетидин-2-оны [2–4], причем, если исходные 
имины содержат две двойные связи углерод–азот, 
возможно получение бис(спироазетидин-2-онов) [5]. 
Спироазетидин-2-оновый фрагмент входит в состав 
природных и синтезированных соединений, которые 
обладают разнообразными видами биологической 
активности [6–15], бис(спироазетидиноны) также 
обладают биологической активностью [6, 15].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Инфракрасные (ИК) спектры соединений 3 записаны в 

вазелиновом масле с использованием спектрофотометра 
ФСМ 1202 («Инфраспек», Россия). Спектры ЯМР 1Н и 13C 
этих соединений записаны на спектрометре Avance III 
HD 400 (Bruker, Швейцария) (рабочая частота 400 (1Н) 
и 100 (13С) МГц) в CDCl3, внутренний стандарт – гекса-
метилдисилоксан. Элементный анализ выполняли на 
анализаторе vario MICRO cube (Elementar, Германия). 
Температуру плавления измеряли на приборе MP-70 
(Mettler Toledo, Швейцария).

Исходный метиловый эфир 1-бромциклогексанкар-
боновой кислоты синтезировали последовательным 
взаимодействием циклогексанкарбоновой кислоты с 
тионилхлоридом, бромом и метанолом по ранее опи-
санным методикам1. N,N ‑(1,4‑Фенилен)бис(1-арилмета-

нимины) получали взаимодействием п-фенилендиамина 
с соответствующими ароматическими альдегидами по 
известной методике [16]. Все исходные соединения были 
синтезированы из коммерчески доступных реагентов 
(Acros Organics, Alfa Aesar, Sigma Aldrich).

Синтез 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-арил-2-азаспи- 
ро[3.5]нонан-1-онов] (3a–n) [17]. Смесь 3 г измель-
ченного в мелкую стружку цинка, каталитического 
количества (5–10 мг, 0,02–0,04 ммоль) сулемы, 20 мл 
безводного толуола, 2 мл гексаметилфосфортриамида, 
3,31 г (15 ммоль) метилового эфира 1-бромциклогексан-
карбоновой кислоты (1) и 6 ммоль соответствующего N,N ‑ 
(1,4‑фенилен)бис(1-арилметанимина) (2a–n) кипятили 
4 ч, охлаждали, декантировали с избытка цинка, гидро-
лизовали 5%-й уксусной кислотой, органический слой 
отделяли, из водного слоя продукты реакции дважды 
экстрагировали этилацетатом. Органический слой, 
объединенный с экстрактом, высушивали безводным 
сульфатом натрия, после чего растворители отгоняли и 
продукт перекристаллизовывали из этилацетата.

Соединения 3a–k были описаны ранее [17], их тем-
пературы плавления и спектральные характеристики 
согласуются с литературными данными.

2,2’-(1,4-Фенилен)бис[3-(2-метоксифенил)-2-аза-
спиро[3.5]нонан-1-он] (3l). Белое кристаллическое 
вещество, выход 78%, т.пл. 284–286 °С. ИК, ν, см-1: 
1728 (CO). 1Н ЯМР (CDCl3), δ, м.д.: 1,09–1,04 м (4H, 
СН2 в алицикле), 1,26–1,34 м (2H, СН2 в алицикле), 
1,44–1,56 м (6H, СН2 в алицикле), 1,65–1,75 м (2H, 
СН2 в алицикле), 1,78–1,95 м (4H, СН2 в алицикле), 
2,01–2,07 м (2H, СН2 в алицикле), 3,89 с (6Н, 2 МеО), 
5,06 с (2Н, 2 СН), 6,84 т [2Н, J 7,6 Гц, 2 (2-МеОС6Н4)], 
6,91 д [2Н, J 7,6 Гц, 2 (2-МеОС6Н4)], 7,01 дд [2Н, J 7,6 
Гц, 1,6 Гц, 2 (2-МеОС6Н4)], 7,25 дт [2Н, J 7,6 Гц, 1,6 Гц, 

1Beilstein F.K. Beilsteins Handbuch der Organischen Chemie / hrsg. B. Prager, P.H. Jacobson, P. Schmidt, D. Stern, F. Richter. 
Bd. 9. Auflage 4. Berlin: J. Springer, 1970. S. 9.
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2 (2-МеОС6Н4)], 7,20 с (4Н, 1,4-фенилен). Спектр ЯМР 
13С (CDCl3), δ, м.д.: 22,52, 23,27, 25,62, 27,76, 33,31 
(CH2

циклогексан), 59,80 (Cспироатом); 55,37 (МеО); 61,01 (С3H); 
110,44, 117,95, 120,62, 123,71, 127,71, 128,91, 133,04, 
157,31 (CAr); 171,79 (СО). Найдено, %: C – 76,68; H – 
7,09; N – 5,01. C36H40N2O4. Вычислено, %: C – 76,57; 
H – 7,14; N – 4,96.

2,2’-(1,4-Фенилен)бис[3-(4-метилфенил)-2-аза-
спиро[3.5]нонан-1-он] (3m). Белое кристаллическое 
вещество, выход 74%, т.пл. 282–284  °С. ИК-спектр, 
ν, см-1: 1744 (CO). 1Н ЯМР (CDCl3), δ, м.д.: 1,01–1,10 м 
(2H, СН2 в алицикле), 1,14–1,24 м (2H, СН2 в алицикле), 
1,29–1,39 м (2H, СН2 в алицикле), 1,40–1,64 м (8H, СН2 в 
алицикле), 1,80–1,90 м (4H, СН2 в алицикле), 1,99–2,06 
м (2H, СН2 в алицикле), 2,33 с (6Н, 2 Ме), 4,66 с (2Н, 
СН), 7,00 д, 7,12 д [8Н, 2 (4-МеС6Н4), J 8,8 Гц], 7,16 с 
(4Н, 1,4-фенилен). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, м.д.: 21,28 
(Ме); 22,32, 23,60, 25,43, 27,75, 33,62 (CH2

циклогексан), 
59,87 (Cспироатом); 66,59 (С3); 117,98, 127,25, 129,41, 
132,28, 133,95, 138,01 (CAr); 171,27 (СО). Найдено, %: 
C – 81,29; H – 7,64; N – 5,18. C36H40N2O2. Вычислено, %: 
C – 81,17; H – 7,57; N – 5,26.

2,2’-(1,4-Фенилен)бис[3-(3-бромфенил)-2-аза-
спиро[3.5]нонан-1-он] (3n). Белое кристаллическое 
вещество, выход 63%, т.пл. 234–235 °С. ИК-спектр, 
ν, см-1: 1728 (CO). 1Н ЯМР (CDCl3), δ, м.д.: 1,09–1,17 м 
(4H, СН2 в алицикле), 1,31–1,40 м (2H, СН2 в алицикле), 
1,43–1,64 м (8H, СН2 в алицикле), 1,80–1,93 м (4H, СН2 
в алицикле), 2,00–2,10 м (2H, СН2 в алицикле), 4,65 с 
(2Н, СН), 7,08 д (2Н, J 8,0 Гц), 7,08 т (2Н, J 8.0 Гц), 7,08 т 
(2Н, J 1,2 Гц), 7,45 д.т (2Н, J 8,0 Гц, 1,2 Гц) [2 (3-BrС6Н4)], 
7,16 с (4Н, 1,4-фенилен). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, м.д.:  
22,40, 23,59, 25,33, 27,90, 33,67 (CH2

циклогексан), 60,33 
(Cспироатом); 65,99 (С3); 117,98, 123,01, 125,83, 130,24, 
130,33, 131,54, 133,81, 137,95 (CAr); 170,82 (СО). 
Найдено, %: C – 61,73; H – 5,12; N – 4,25. C34H34Br2N2O2. 
Вычислено, %: C – 61,64; H – 5,17; N – 4,23.

Исследование антиноцицептивной активности сое-
динений 3a–n. В исследовании были использованы 
животные – белые мыши обоих полов. Животные поступили 
из питомника «Пущино» Московской области. Масса мышей 
составляла 22–24 г. Длительность акклиматизационного 
периода для животных равнялась 14 суткам.

Животные содержались в соответствии с правилами, 
принятыми в Европейской конвенции по защите позво-
ночных животных (Страсбург, 1986 г.), документами, 
регламентирующими содержание животных2,3, обра-
щение с ними также соответствовало правилам лабора-
торной практики (GLP, от англ. good laboratory practice) 
и Приказу Министерства здравоохранения Российской 
Федерации № 267 от 19 июня 2003 г. «Об утверждении 
правил лабораторной практики».

Животных кормили дважды в сутки. Их пищевой 
рацион содержал все необходимые компоненты для 
нормальной жизнедеятельности. Использовали ком-
бикорм из ООО «Лабораторкорм».

Оценку анальгетического действия препарата изучали 
на беспородных мышах (самках) массой 18–22 г методом 

термического раздражения «горячая пластинка» по 
Эдди – Леймбаху [18].

Для оценки болевой чувствительности использовали 
анальгезиметр ЕН-01 (Orchid Scientific, Индия).

Исследуемые вещества вводили внутрибрюшинно в 
дозе 50 мг/кг в виде взвеси в 2%-м крахмальном рас-
творе за 30 мин до помещения животных на нагретую 
до 53,5 °С металлическую пластинку. Максимальной 
длительностью латентного периода (период cutoff) 
выбран интервал 40 с, так как нахождение животного 
на пластинке в течение более длительного времени 
могло привести к ожогу лап и причинению ему физи-
ческих страданий. Показателем ноцицепции служила 
измеряемая в секундах длительность пребывания 
животного на «горячей пластинке» до наступления обо-
ронительной реакции – облизывания задних лапок, 
потряхивания ими либо попыток выпрыгнуть. Эффект 
оценивали через 0,5, 1,0 и 2,0 ч после введения соеди-
нений. В опыте использовались животные с исходным 
временем наступления оборонительного рефлекса не 
более 15 с. Каждое соединение испытывали на шести 
животных. Результаты оценивали по увеличению времени 
наступления оборонительного рефлекса по сравнению 
с исходными данными. 

Контрольной группе животных вводили 2%-ю крах-
мальную слизь, в качестве препарата сравнения 
использовали коммерчески доступную субстанцию 
метамизола натрия ООО «Фармхимкомплект» в дозе 
93 мг/кг (ED50) [19].

Статистическую обработку экспериментального 
материала проводили с использованием t-критерия 
Стьюдента [20, с. 81]. Эффект считали достоверным 
при р < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Замещенные азетидин-2-оны, или β-лактамы, 

проявляют биологическую активность, в связи с 
чем представляет интерес синтез и исследование 
свойств новых соединений, имеющих в своем составе 
этот фрагмент. С целью поиска новых биологически 
активных соединений по известной методике [18] 
нами были синтезированы 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3- 
арил-2-азаспиро[3.5]нонан-1-оны] (3a–k), а также ранее 
не описанные 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-(2-метоксифе-
нил)-2-азаспиро[3.5]нонан-1-он] (3l), 2,2’-(1,4-фени- 
лен)бис[3-(4-метилфенил)-2-азаспиро[3.5]нонан-1-он] 
(3m) и 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-(3-бромфенил)-2-аза-
спиро[3.5]нонан-1-он] (3n) (схема).

Состав и строение соединений 3l–n подтверждены 
данными элементного анализа, ИК-, 1Н и 13С ЯМР-спек-
троскопии. В ИК-спектрах этих соединений присут-
ствуют полосы поглощения в области 1744–1728 см-1, 
в спектрах ЯМР 1Н характеристические сигналы 
метиновых протонов азетидиноновых циклов зафик-
сированы в области 4,65–5,06 м.д. Присутствие в 
спектрах ЯМР 1H соединений 3l–n одного набора 
сигналов свидетельствует о выделении их в виде 
одного диастереомера.

2ГОСТ 33215-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными: правила оборудования помещений 
и организации процедур. М.: Стандартинформ, 2016. 19 с.
3Руководство Р 1.2.3156-13 «Оценка токсичности и опасности химических веществ и их смесей для здоровья человека». М.: 
Изд-во ФЦГиЭ, 2014. 639 с.
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Схема синтеза 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-арил-2-азаспиро[3.5]нонан-1-онов] (соединений 3a–n)
Synthesis of 2,2’-(1,4-phenylene)bis[3-aryl-2-azaspiro[3.5]nonan-1-ones] (3a–n)

Соединения 3а–n были испытаны на антиноци-
цептивную активность методом термического раз-
дражения «горячая пластина». Было установлено, 
что наибольший эффект достигается через 2 ч 
после введения животным исследуемых веществ. 
Результаты испытаний представлены в таблице. Из 
данных таблицы следует, что все анализируемые сое-
динения проявляют выраженное антиноцицептивное 
действие, превосходящее по активности эталон 
сравнения – метамизол натрия. Наиболее высокий 
антиноцицептивный эффект оказывает соединение 
3n с 3-бромфенильным заместителем.

Таким образом, препаративная методика синтеза 
позволяет получить 2,2’-(1,4-фенилен)бис[3-арил-2- 
азаспиро[3.5]нонан-1-оны], обладающие выраженной 
антиноцицептивной активностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенных исследований синтезированы 

неизвестные ранее бис(спироазетидин-2-оны) (3l–n), 
структуры которых охарактеризованы методами ИК-,1Н 
и 13С ЯМР-спектроскопии. Все изученные соединения 
составляют перспективную группу органических веществ 
для дальнейшего целенаправленного синтеза и фар-
макологического скрининга с целью создания новых 
лекарственных средств.
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Влияние состава питательной среды на сохранение 
жизнеспособности и генетической стабильности эксплантов 

хризантемы садовой при депонировании in vitro

Н.Н. Иванова , В.А. Цюпка, Н.В. Корзина 

ФГБУН «Ордена Трудового Красного Знамени Никитский ботанический cад – 
Национальный научный центр РАН», г. Ялта, Российская Федерация 

Аннотация. Для сохранения in vitro ценных сортов хризантемы садовой перспективно культивирование растений 
при низких положительных температурах. Целью данного исследования было изучение влияния концентраций 
хлорхолинхлорида в специализированной среде на жизнеспособность, физиологические и морфо-анатоми-
ческие показатели растений хризантемы сортов Excel, Sheer Purple, William Seward, а также их генетическую 
стабильность после 12 месяцев депонирования в условиях генобанка in vitro. Верхушки микропобегов in vitro 
без листьев помещали на среду 1/4 Мурасиге – Скуга + 60,0 г/л сахарозы и 0,2–0,8 г/л хлорхолинхлорида. 
Экспланты сохраняли в холодильных камерах при температуре 4 °С. После 12 месяцев сохранения наблюдали 
снижение кинетики роста по мере увеличения концентрации хлорхолинхлорида в среде. Жизнеспособность 
эксплантов снижалась c 96 до 91% с ростом концентрации хлорхолинхлорида. Эффективный фотохимический 
квантовый выход фотосистемы II снизился более чем в два раза при депонировании по сравнению с контролем. 
Был выявлен ряд гистологических особенностей листьев депонируемых в генобанке in vitro эксплантов: у листовых 
пластинок уменьшались толщина листа и плотность мезофилла, деградировала палисадная ткань, отмечена 
высокая степень регуляции транспирации. С помощью SSR- и ISSR-анализа показано, что микропобеги иссле-
дуемых сортов хризантемы после депонирования in vitro идентичны исходным растениям. Проведенные иссле-
дования показали, что наличие в среде 0,6–0,8 г/л хлорхолинхлорида снижает кинетику роста эксплантов при 
сохранении высокой жизнеспособности и генетической стабильности.

Ключевые слова: Chrysanthemum × morifolium Ramat., эксплант, морфометрические параметры, депониро-
вание in vitro, ISSR-анализ
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Abstract. Cultivation of plants at low positive temperatures is promising for the in vitro preservation of valuable 
Chrysanthemum × morifolium Ramat. varieties. The study aims to examine the effect of chlorocholine chloride 
concentrations in a specialized medium on the viability and the physiological and morpho-anatomical parameters 
of chrysanthemum plants (Excel, Sheer Purple, and William Seward varieties), as well as their genetic stability after 
12 months of cold storage under in vitro gene bank conditions. In vitro microshoot tips (without leaves) were placed 
on a 1/4 Murashige and Skoog medium supplemented with 60.0 g/L sucrose and 0.2–0.8 g/L chlorocholine chloride. 
The explants were stored in cooling chambers at a temperature of 4 °C. After 12 months of preservation, a reduction 
was observed in growth kinetics with increasing concentration of chlorocholine chloride in the medium. The viability of 
explants decreased from 96 to 91% at higher concentrations of chlorocholine chloride. The effective photochemical 
quantum yield of photosystem II decreased more than twice under cold storage conditions as compared to the 
control. Several histological features were identified in the leaves of in vitro explants cold-stored in the gene bank: 
decreased in leaf thickness and mesophyll density in leaf blades, degradation of palisade tissue, and a high degree 
of transpiration regulation. The SSR and ISSR analyses were used to show that the microshoots of the examined 
chrysanthemum varieties were identical to the original plants following in vitro cold storage. The conducted studies 
revealed that the presence of 0.6–0.8 g/L chlorocholine chloride in the medium reduces the growth kinetics of 
explants while maintaining their high viability and genetic stability.

Keywords: Chrysanthemum × morifolium Ramat., explant, morphometric parameters, in-vitro cold storage, ISSR 
analysis

Funding. Ministry of Education and Science of the Russian Federation supported the work (State task FNNS-2022-
0002). Unique equipment of the “Scientific Center for Biotechnology, Genomics and Plant Deposition” (FITOBIOGEN) 
of Nikita Botanical Gardens (Yalta, Russian Federation) was used for the research.

For citation: Ivanova N.N., Tsiupka V.A., Korzina N.V. Effect of growth medium composition on the viability and 
genetic stability of Chrysanthemum × morifolium Ramat. explants under in vitro cold storage conditions. Izvestiya 
Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 
2023;13(4):483-493. (In Russian). DOI: 10.21285/2227-2925-2023-13-4-483-493. EDN: RSMMRT.

ВВЕДЕНИЕ
Хризантема (Chrysanthemum × morifolium Ramat.) 

является популярной декоративно-цветочной куль-
турой. В настоящее время методы биотехнологии 
позволяют быстро размножить новые селекционные 
сорта и формы хризантемы, оздоровить от патогенов 
и сохранить генофонд ценных растений. Одним из наи-
более перспективных путей сохранения биоразноо-
бразия растений в настоящее время является создание 
медленно растущих коллекций in vitro [1–5]. В качестве 
основного подхода при этом рассматривается создание 
таких условий культивирования, при которых снижается 
скорость обменных процессов и используется мини-
мальное количество питательных веществ, что позволяет 
эксплантам находиться в состоянии покоя длительное 
время при сохранении физиологической стабильности 
[6–8]. Это достигается путем снижения температуры 
культивирования и интенсивности освещения, а также 
повышения концентрации осмотиков, введения в состав 
питательной среды ретардантов [3, 9–13]. Повышенная 
концентрация сахарозы в питательной среде задер-
живает рост клеток, не вызывая токсического эффекта, 
и может быть использована для поддержания культур в 
состоянии покоя в течение длительного периода [14]. 
Ретарданты способны затормаживать рост растений. 
Они вызывают укорачивание и утолщение побега, рас-
ширение листовой пластинки [6–8]. Большое значение 
имеют тип и физиологическое состояние экспланта, 
размер культурального сосуда для хранения [3], а также 
система мониторинга, которая позволяет контролировать 
качество сохраняемых растительных образцов. При 
появлении негативных признаков в процессе депони-
рования экспланты переносят на свежие питательные 
среды для индукции побегообразования, а затем снова 
помещают на хранение in vitro [15].

В то же время низкие температура и интенсивность 
освещения имеют физиологические последствия, такие 
как потеря клетками воды, уменьшение дыхания, 
увядание, что влияет на безопасность длительного 
сохранения эксплантов. Ингибиторы роста меняют 
морфологию растений и иногда могут индуцировать 
метилирование дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) 
[16] и сомаклональные вариации [17]. Для мониторинга 
стабильности и целостности растений, культивируемых 
in vitro, исследователи использовали морфо-анатоми-
ческие, молекулярные и биохимические признаки [18]. 
Анатомические особенности очень важны и играют 
ключевую роль в идентификации растений [19–22]. 
В ряде работ отражена возможность использования 
фотосинтетических параметров для определения функ-
ционального состояния растений при культивировании 
и сохранении их in vitro [23–26]. 

Целью данного исследования было изучение 
влияния концентраций хлорхолинхлорида (ССС) в 
специализированной среде на жизнеспособность, 
физиологические и морфо-анатомические пока-
затели растений хризантемы садовой сортов Excel, 
Sheer Purple, William Seward, а также их генетическую 
стабильность после 12 месяцев депонирования в 
условиях генобанка in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В экспериментах по клональному микроразмножению 

в качестве эксплантов использовали верхушки побегов 
крупноцветковой Chrysanthemum × morifolium Ramat. 
сортов Excel, Sheer Purple, William Seward из коллекции 
ФГБУН «Ордена Трудового Красного Знамени Никитский 
ботанический сад – Национальный научный центр РАН». 
Для закладки эксплантов хризантемы на сохранение 
при низкой положительной температуре применяли 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
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методы, разработанные в лаборатории морфогенеза 
и депонирования растений in vitro [11].

Стерильные меристемы культивировали на среде 
Мурасиге – Скуга (MC) [27], дополненной 0,75 мг/л 
кинетина (Sigma, США), 2,5 мг/л сульфата аденина и 
0,25 мг/л -нафтилуксусной кислоты (Sigma, США). Пита-
тельные среды содержали 30,0 г/л сахарозы (Panreac, 
Испания) и 9,0 г/л агара (Panreac, Испания) [28].

Для депонирования использовали микропобеги рас-
тений, культивируемых in vitro в течение 10 месяцев. В сте-
рильных условиях верхушки микропобегов длиной 1,0 см 
без листьев помещали на среду 1/4 MC, дополненную ССС 
(BASF, Германия) (0,0 г/л; 0,2 г/л; 0,4 г/л; 0,6 г/л; 0,8 г/л),  
60 г/л сахарозы и 9 г/л агар-агара. Контролем служила 
среда 1/4 MC, дополненная 60 г/л сахарозы. Питательные 
среды автоклавировали при 120 °С в течение 15 мин 
в стерилизаторе LAC 5060S (Daihan Labtech, Южная 
Корея). Депонирование in vitro проводили при темпе-
ратуре 4±1 °С. Культуральные сосуды с эксплантами 
сохраняли в холодильных камерах марки Liebherr FKvsl 
4113 (Австрия). Интенсивность освещения составляла 
1,25 мкМ×м-2×с-1. Растительный материал оценивали 
через 12 месяцев культивирования с помощью каче-
ственных и количественных характеристик эксплантов: 
длина микропобега, окраска экспланта, количество 
адвентивных микропобегов, количество листьев на 
микропобеге, количество корней первого порядка на 
микропобег, общая длина корней и жизнеспособность. 

Для оценки функционального состояния ассими-
лирующих тканей сохраняемых растений проводили 
исследования параметров фотосинтетической активности. 
Измерения флуоресценции хлорофилла осуществляли 
на переносном импульсном флуориметре MINI-PAM II, 
(HeinzWalz, Германия). Микропобеги перед измерениями 
показателей флуоресценции адаптировали к темноте в 
течение 30 мин [29]. В ходе экспериментов регистри-
ровали следующие показатели: F0 – нулевой, фоновый 
уровень флуоресценции; Fm – максимальная флуорес-
ценция, Fs – стационарный уровень флуоресценции, 
свидетельствующий об установлении стабильного 

и наиболее интенсивного уровня фотосинтеза; F0’ и 
Fm’ – минимальный и максимальный уровни флуорес-
ценции на свету. В работе использовали следующие 
расчетные коэффициенты: переменная флуоресценция 
Fv = Fm - F0, максимальный фотохимический квантовый 
выход фотосистемы II (ФС II) Fv/Fm, а также коэффициент 
спада флуоресценции Rfd = (Fm - Fs) / Fs. Эффективный 
фотохимический квантовый выход ФС II рассчитывали 
по формуле Y (II) = (Fm’ - Fs) / Fm’.

Для проведения морфо-анатомического анализа 
листовых пластинок и побегов хризантемы исполь-
зовали растения сорта William Seward, сохраняемые 
на среде 1/4 МС, дополненной 0,2 или 0,8 г/л ССС, 
а также на среде контроля. Срезы органов растений 
изготавливали из свежего материала на заморажи-
вающем микротоме МЗ-2 («Точмедприбор», Украина), 
окрашивали раствором метиленового синего и иссле-
довали при помощи светового микроскопа Olympus CX41 
(Olympus, Япония), оснащенного цифровой камерой 
SC 50 (Olympus, Германия).

Оценку генетической стабильности сохраняемого 
материала проводили с использованием SSR- и 
ISSR-маркеров. Геномную ДНК выделяли из листьев 
сохраняемых эксплантов и листьев растений, культиви-
руемых in vitro, с применением цетилтриметиламмония 
бромида (2×ЦТАБ) c добавлением 2%-го поливинилпир-
ролидона [30]. Качество и количество полученной ДНК 
оценивали на нанофотометре NanoPhotometer NP80 
(Implen, Германия). Амплификацию проводили с при-
менением набора BioMaster HS-Taq PCR (Биолабмикс, 
Россия) в соответствии с протоколом производителя. 
Полимеразную цепную реакцию проводили в термоци-
клере C1000TM Thermal Cycler (Bio-Rad, Сингапур). Для 
изучения влияния длительного хранения эксплантов при 
низкой положительной температуре на генетическую 
стабильность изучаемых сортов хризантемы исполь-
зовали четыре пары микросателлитных праймеров и 
два межмикросателлитных маркера серии UBC (табл. 1). 
Условия реакции были следующими: 1) начальная дена-
турация ДНК при 95 °С (5 мин); 2) 35 циклов по 30 с 

Таблица 1. SSR- и ISSR-праймеры для постановки полимеразной цепной реакции

Table 1. SSR and ISSR primers used for polymerase chain reaction

Название праймера Мотив Нуклеотидная последовательность Tm, °С Ссылка на источник

JH30 (CA)8

F: GGTGAGGTGCAGAACAAGGATA
53 Y. Zhang, et al., 

2013 [31]R: ACCAGATTGGAATGAAACGAAA

KNUCRY-59 (CA)5

F: CGGTCCTCTCAGCCTTATTG
57

A.A. Khaing, et al., 
2013 [32]

R: GGTGTGTGTGTGAAGGTGCT

KNUCRY-85 (CA)4

F: GACCAACAAAACGGAATGCT
50

R: GTTGTCGTCCGTTGGCTAGT

KNUCRY-98 (AC)4

F: TCACATCACACATCACTGCAA
55

R: TGTGTGTGAGGGACACATGA

UBC 824 (TC)8 G TCTCTCTCTCTCTCTCG 52 J.A. Rocha, et al., 
2014 [33]UBC 843 (CT)8 RA CTCTCTCTCTCTCTCTRA (R = A, G) 53
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при 95 °C, 1 мин при температуре отжига праймеров 
(Tm) (см. табл. 1), 1 мин при 72 °C; 3) окончательная 
элонгация при 72 °С (5 мин). Амплифицированные фраг-
менты анализировали с помощью электрофореза в 
2%-м агарозном геле с буфером, содержащим смесь 
трис(гидроксиметил)аминометана, борной кислоты и 
этилендиаминтетрауксусной кислоты при 100 В в течение 
1–1,5 ч с использованием универсального источника 
питания PowerPacTM (Bio-Rad, Сингапур). Агарозный 
гель визуализировали с помощью системы гельдоку-
ментации E-box (Vilber Lourmat, Франция). 

Для статистической обработки полученных результатов 
использовали программное приложение Statistica 10.0. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проведенные ранее исследования показали возмож-

ность 12-месячного сохранения эксплантов хризантемы 
некоторых сортов при низкой положительной температуре 
и наличии в питательной среде 60 г/л сахарозы и 0,2 г/л 
ССС [11, 34]. При этом наблюдалось заметное снижение 
кинетики роста у исследуемых сортов по сравнению с 
контролем при сохранении высокой жизнеспособности 
эксплантов. Однако многие побеги хризантемы и после 
12 месяцев депонирования на питательной среде с 
60 г/л сахарозы и 0,2 г/л ССС сильно вытягивались. Для 
дальнейшего снижения кинетики роста при сохранении 
морфогенетического потенциала проведены исследо-
вания по увеличению концентрации ССС в питательной 
среде на фоне стабильной концентрации сахарозы. 

Скрининг депонируемых в течение 12 месяцев 
культур показал, что при концентрации ССС 0,2–0,8 г/л и 
сахарозы 60 г/л количество жизнеспособных эксплантов 
у растений хризантемы находилось в пределах 91–96%. 
Наблюдали замедление роста эксплантов в 2 раза по 
сравнению с контролем с увеличением концентрации 

ССС. Так, длина адвентивных побегов снижалась с ростом 
концентрации ССС от 2,52 до 1,52 см у сорта Excel, 
от 2,96 до 1,38 см у сорта Sheer Purple и от 1,98 до 
1,20 см у сорта William Seward (табл. 2, рис. 1). 

Побеги и листья в течение всего периода сохранения 
на всех вариантах сред с ССС имели зеленую окраску, 
интенсивность которой незначительно усиливалась с 
ростом концентрации ССС. 

Наблюдали появление отдельных участков с антоциа-
новой окраской побега, что является физиологическим 
ответом эксплантов на длительное воздействие низкой 
положительной температуры. Образование корней 
происходило только на среде 1/4 МС, дополненной 
0,2 г/л ССС. Одновременно отмечали и наличие 1–2 
укороченных адвентивных микропобегов. Ни в одном 
из вариантов опыта не происходило формирование 
каллуса в основании побегов, что весьма важно для 
исключения самоклональной изменчивости при дли-
тельном сохранении. 

Анализ морфометрических показателей изучаемых 
сортов хризантемы показал, что с увеличением концен-
трации ССС в среде до значений 0,6 и 0,8 г/л замед-
лялись рост побегов и образование листьев. При этом 
наблюдали незначительное снижение жизнеспособности 
эксплантов, что сопровождалось пожелтением и опа-
дением листьев или отмиранием верхушек побегов. 

Оценка флуоресценции хлорофилла в ФС II использо-
валась в ряде исследований для определения скорости 
фотосинтеза у различных растений, включая Triticum 
turgidum L. [25], Prunus. africana [23] и Pseudotsuga 
menziesii [35]. Более низкие значения максимального 
фотохимического квантового выхода ФС II при депони-
ровании растений хризантемы in vitro (табл. 3) могут 
быть связаны со структурными изменениями фото-
синтезирующих тканей, а также снижением ассими-

Таблица 2. Морфометрические характеристики эксплантов хризантемы садовой после 12 месяцев депонирования 
(размер исходного экспланта 1,0 см)

Table 2. Morphometric characteristics of garden chrysanthemum explants after 12-months deposition (initial explant size 1.0 cm)

Концентрация  
хлорхолинхлорида, 

г/л

Длина побега, 
см

Количество 
листьев в побеге, 

шт.

Количество 
корней в побеге, 

шт.

Длина корней, 
см Жизнеспособность, %

Сорт Excel
Контроль 2,60±0,05 5,20±0,20 0,00 0,00 98,00±0,26

0,2 2,52±0,16 5,20±0,48 0,60±0,40 0,70±0,40 96,40±0,27
0,4 1,90±0,04 4,60±0,40 0,00 0,00 95,70±0,33
0,6 1,60±0,07 4,20±0,20 0,00 0,00 93,40±0,40
0,8 1,52±0,08  3,40±0,40 0,00 0,00 91,20±0,39

Сорт Sheer Purple
Контроль 3,50±0,40 7,0±0,44 0,00 0,00 97,90±0,38

0,2 2,96±0,02 7,40±0,40 1,20±0,58 0,81±0,31 96,40±0,31
0,4 1,78±0,20 4,80±0,86 0,00 0,00 92,80±0,43
0,6 1,66±0,10 5,40±0,40 0,00 0,00 92,80±0,44
0,8 1,38±0,14 4,20±0,66 0,00 0,00 91,10±0,43

Сорт William Seward
Контроль 6,60±0,40 7,40±0,40 0,00 0,00 96,80±0,24

0,2 1,98±0,25 6,60±0,92 0,80±0,20 0,83±0,32 96,70±0,21
0,4 1,64±0,97 5,60 ±0,40 0,00 0,00 94,09±0,67
0,6 1,62±0,25 5,20±0,48 0,00 0,00 93,18±0,38
0,8 1,20±0,03 1,80±0,37 0,00 0,00 91,54±0,31
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ляции под действием ретардантов. Выявлено снижение 
коэффициента спада флуоресценции, особенно у рас-
тений сорта Sheer Purple (см. табл. 3), однако уровень 
значений хлорофилл-дефицитных участков листьев 
растений, несущих признаки повреждения фотосин-
тетической системы, а также растений, потеря хлоро-
филла у которых вызвана осенним пожелтением или 
воздействием внешних неблагоприятных факторов, 
достигнут не был [36].

В нашем эксперименте эффективный фотохимический 
квантовый выход ФС II в контрольных условиях был при-
ближен к значениям максимального фотохимического 
квантового выхода (см. табл. 3) и снижался более чем 
в 2 раза при депонировании. Определено, что концен-
трация ССС статистически достоверно не влияла на 
значение максимального фотохимического квантового 
выхода. При этом граница сублетального уровня по всем 
исследованным параметрам достигнута не была [26]. 
Таким образом, подобранные условия депонирования 
соответствуют сохранению фотосистемы в витальном 
состоянии, снижая ассимиляционные процессы. Лучшее 
жизнеспособное состояние и пластичность в регуляции 
фотосинтетических процессов установлено для хри-
зантемы садовой сорта William Seward.

По данным наблюдений за морфологическими 
изменениями обнаружено, что листья в контроле имели 
характерную для хризантемы форму, при сохранении 
растений форма листа изменялась: упрощалась, стано-
вилась более линейной. Аналогичные наблюдения были 
сделаны авторами М.С. Шекхават и М. Манокари, которые 
отметили, что полученные in vitro растения обладают 
более мелкими листьями, более тонкими стеблями и 
корнями [26]. При применении невысокой концентрации 
ССС листья становились толще (125 мкм), а мезофилл – 
рыхлым с довольно большими межклетниками (рис. 2, 
табл. 4). Толщина губчатого мезофилла увеличилась до 
110 мкм. Полученные данные согласуются с данными 
Д. Окелло с соавторами для Aspilia africana (Pers.), полу-
ченной in vitro из ткани листа [21]. При сохранении 
растений на среде 1/4 МС с добавлением 0,8 г/л ССС 
снижалась толщина как всего листа, так и покровных 
тканей и палисады. Количество слоев тканей не изме-
нилось: был получен один слой палисадного мезофилла 
и три слоя губчатого. Эти структурные аномалии обу-
словлены не сомаклональными вариациями, а, скорее, 
стрессовой реакцией полученных in vitro растений на 
условия культивирования [26]. Отмечены изменения в 
морфологии, длине и плотности распределения трихом: 

Рис. 1. Экспланты хризантемы садовой сорта William Seward после 12 месяцев депонирования при температуре 4 °С  
на среде 1/4 Мурасиге – Скуга: a – контроль; b – 0,2 г/л хлорхолинхлорида; c – 0,4 г/л хлорхолинхлорида;  
d – 0,6 г/л хлорхолинхлорида; e – 0,8 г/л хлорхолинхлорида (масштаб 1 см)
Fig. 1. William Seward chrysanthemum garden explants after 12-month deposition at 4 °C on 1/4 MS medium: a – control;  
b – 0.2 g/l CCC; c – 0.4 g/l CCC; d – 0.6 g/l CCC; e – 0.8 g/l CCC (scale 1 cm)

a b c d e

Таблица 3. Динамика параметров фотосинтетической активности фотосистемы II некоторых сортов хризантемы садовой 
при различных условиях депонирования in vitro

Table 3. Dynamics of photosystem II photosynthetic activity for some varieties of chrysanthemum garden under different 
conditions of deposition in vitro

Сорт
Концентрация хлорхолинхлорида, г/л

контроль 0,2 0,4 0,6 0,8
Максимальный фотохимический квантовый выход фотосистемы II

Sheer Purple 0,56±0,03 0,41±0,01 0,34±0,02 0,31±0,03 0,34±0,02
Excel 0,58±0,02 0,44±0,02 0,35±0,02 0,40±0,02 0,31±0,03

William Seward 0,62±0,04 0,48±0,02 0,36±0,04 0,32±0,04 0,36±0,06
Коэффициент спада флуоресценции 

Sheer Purple 2,14±0,12 2,09±0,03 1,59±0,11 1,64±0,22 1,43±0,16
Excel 3,16±0,10 2,94±0,12 2,18±0,08 2,03±0,09 2,09±0,23

William Seward 3,07±0,18 2,16±0,16 2,05±0,20 2,74±018 2,51±0,29
Эффективный фотохимический квантовый выход фотосистемы II 

Sheer Purple 0,52±0,04 0,22±0,08 0,15±0,03 0,14±0,02 0,15±0,01
Excel 0,49±0,03 0,26±0,06 0,15±0,01 0,24±0,04 0,16±0,02

William Seward 0,60±0,01 0,39±0,13 0,21±0,06 0,22±0,04 0,24±0,02
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Рис. 2. Структура листьев хризантемы садовой сорта William Seward при депонировании in vitro: a – контроль,  
b – c использованием 0,2 г/л хлорхолинхлорида, c – c использованием 0,8 г/л хлорхолинхлорида; 1 – поперечный срез 
центральной жилки листа, 2 – срез средней части листа
Fig. 2. Structure of William Seward chrysanthemum garden leaves when deposited in vitro: a – control, b – using 0.2 g/l,  
c – using 0.8 g/l; 1 – cross section of the leaf central vein, 2 – section of the leaf middle part

a

b

c

Таблица 4. Основные показатели анатомической структуры листа хризантемы садовой сорта William Seward  
при депонировании in vitro (М±SE)

Table 4. Main parameters of the anatomical structure of William Seward chrysanthemum garden leaves when deposited in vitro (М±SE)

Показатель анатомической структуры
Концентрация хлорхолинхлорида, г/л

контроль 0,2 0,8
Толщина листовой пластины, мкм 190±6 208±6 153±5
Толщина адаксиальной эпидермы, мкм 23±1 27±1 13±0,5
Толщина палисадного мезофилла, мкм 42±6 51±3 39±7
Толщина губчатого мезофилла, мкм 69±3 110±15 85±10
Толщина абаксиальной эпидермы, мкм 18±2 17±1 9±3
Длина трихом, мкм 72±9 86±12 43±14
Расстояние между трихомами, мкм 103±26 125±12 78±24

при концентрации ССС 0,8 г/л появлялось большое коли-
чество мелких 1–3-клеточных простых и головчатых 
волосков. Побеги имели идентичную структуру, за 
исключением большей закладки спящих почек (рис. 3).

Основной задачей при создании коллекции in vitro 
является сохранение генотипа исходных образцов. 
При вегетативном размножении и размножени клона 
увеличивается количество митотических делений клеток, 
что может увеличивать накопление мутаций. Согласно 

разработанной исследователями стратегии, генетическая 
идентификация сортовой и внутрисортовой клональной 
вариабельности может быть осуществлена поэтапно с 
использованием нескольких типов молекулярных маркеров 
[37]. AFLP-, SAMPL-, M-AFLP- и ISSR-маркеры помогают 
выявлять внутрисортовую генетическую вариабельность и 
характеризовать клоны с различными морфологическими 
и фенологическими признаками. Для выявления 
генетической стабильности при депонировании in vitro 
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мы провели сравнительный SSR- и ISSR-анализ участков 
геномной ДНК растений трех сортов хризантемы садовой 
в культуре in vitro и микрорастений этих сортов после 12 
месяцев депонирования in vitro при низкой положительной 
температуре (рис. 4). Микросателлитные маркеры 
были побобраны из серий для оценки межсортового 
полиморфизма хризантемы [31, 32]. В результате анализа, 
выполненого с шестью маркерами, детектировано от одного 
до шести амплифицированных фрагментов размером от 
220 до 1800 п.н. Наиболее информативными маркерами 
оказались KNUCRY-98, KNUCRY-85 и UBC-824. Всего 
идентифицировано 20 продуктов амплификации для сорта 
William Seward и по 23 фрагмета для сортов Excel и Sheer 
Purple. При анализе электрофорреграм амплифицированных 
фрагментов генетических различий между растениями в 
культуре in vitro и сохраняемыми in vitro растениями не 
обнаружено. SSR- и ISSR-профили депонируемых растений 
полностью идентичны по количеству и длине ампликонов 
растениям исходных сортов в культуре in vitro.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты наших исследований показали возмож-

ность беспересадочного сохранения микропобегов и 
микрорастений изучаемых сортов хризантемы садовой 
в культуре in vitro в течение 12 месяцев. Использование 
ССС в концентрации 0,6 и 0,8 г/л в питательной среде 
1/4 МС позволило снизить кинетику роста побегов в 
2–3 раза при сохранении высокой жизнеспособности 
(91–92%). Применение осмотиков и ретардантов в среде 
способствовало возникновению структурных и функ-
циональных перестроек, направленных на снижение 
ассимиляционных процессов. Закладка множественных 
боковых почек у депонируемых in vitro микропобегов 
также свидетельствовала о высоком морфогенном потен-
циале изученных сортов хризантемы после сохранения. 
Оптимизированная система депонирования in vitro обе-
спечивает сохранение генотипа исходных образцов, что 
подтверждено результатами SSR- и ISSR-анализа по трем 
информативным маркерам (KNUCRY-98, KNUCRY-85 
и UBC-824). 

Рис. 3. Срезы побегов хризантемы садовой сорта William Seward при депонировании in vitro: a – контроль; b – на среде 
1/4 Мурасиге – Скуга + 0,2 г/л хлорхолинхлорида; c – на среде 1/4 Мурасиге – Скуга + 0,8 г/л хлорхолинхлорида
Fig. 3. Slices of the shoots of William Seward chrysanthemum garden when deposited in vitro: a – control; b – 1/4 MS + 0.2 g/l CCC; 
c – 1/4 MS + 0.8 g/l CCC 

a b c

Рис. 4. Электрофорреграммы результатов SSR- и ISSR-анализа культивируемых in vitro растений хризантемы садовой  
и депонируемых микропобегов этих сортов: 1 – сорт Excel на депонировании, 2 – сорт Excel in vitro; 3 – сорт Sheer Purple 
на депонировании, 4 – сорт Sheer Purple in vitro; 5 – сорт William Seward на депонировании, 6 – сорт William Seward  
in vitro; М – маркер Step 50, К – отрицательный контроль
Fig. 4. Electrophoregrams of the results SSR and ISSR analysis of cultivated in vitro chrysanthemum plants and deposited 
microshoots of these cultivars: 1 – cultivar Excel on deposit, 2 – cultivar Excel in vitro; 3 – cultivar Sheer Purple on deposit,  
4 – cultivar Sheer Purple in vitro; 5 – cultivar William Seward on deposit, 6 – cultivar William Seward in vitro; M – marker Step 50, 
К – negative control
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Модуляция роста и аккумуляции химических элементов  
в растениях Fragaria × ananassa в условиях in vivo  

под действием хелатов кремния

Е.В. Амброс* , Е.С. Крупович*, Ю.П. Колмогоров**, Е.Г. Трофимова***, 
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Аннотация. Значительный интерес среди биостимуляторов вызывают кремнийсодержащие препараты в связи 
с защитной ролью кремния в растениях от неблагоприятных факторов среды. В данной работе в качестве 
источника кремния использован механокомпозит из шелухи риса и зеленого чая, содержащий растворимые 
хелатные комплексы диоксида кремния. Целью исследования являлось изучение влияния хелатов кремния на 
ростовые, физиологические показатели и содержание химических элементов в растениях Fragaria × ananassa 
(сорт Солнечная полянка) в условиях теплицы. Растения поливали водой без механокомпозита (контроль) или 
водным раствором, содержащим 0,3 г/л механокомпозита дважды за период. Отбор образцов проводили через 
неделю после последней обработки. Для определения концентрации химических элементов (Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, 
Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, Mo) в корнях и побегах земляники садовой предложено применение метода рентгено-
флуоресцентного анализа на синхротронном излучении. Показано увеличение содержания хлорофилла a, суммы 
хлорофиллов а и b, каротиноидов, уменьшение содержания пероксида водорода и увеличение активности основных 
антиоксидантных ферментов (супероксиддисмутазы, каталазы, пероксидазы) под действием механокомпозита. 
Определено, что кремний накапливается под действием препарата преимущественно в побегах и оказывает 
влияние на аккумуляцию микро- и макроэлементов в побегах и корнях растений. Полученные результаты 
обосновывают использование кремнийсодержащей «зеленой химии» в качестве средств управления ростом 
и развитием растений земляники садовой в условиях in vivo.

Ключевые слова: Fragaria × ananassa, хелаты кремния, рост, физиологические показатели, рентгенофлуорес-
центный анализ, синхротронное излучение
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Abstract. Due to the protective role played by silicon in plants against unfavorable environmental conditions, silicon-
containing preparations are of considerable interest as biostimulants. In this work, a mechanical composite of rice 
husk and green tea containing soluble silica chelate complexes was used as the source of silicon. The study aims to 
examine the effect of silicon chelates on the growth and physiological parameters and the chemical composition of 
Fragaria × ananassa plants (Solnechnaya Polyanka variety) under greenhouse conditions. The plants were watered 
using water without a mechanical composite (control) or an aqueous solution containing 0.3 g/L of mechanical 
composite twice per period. Sampling was carried out one week after the last treatment. In order to determine 
the concentration of chemical elements (Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, and Mo) in the roots 
and shoots of garden strawberry, it was proposed to use synchrotron X-ray fluorescence analysis. The use of the 
mechanical composite was shown to increase the amount of chlorophyll a, chlorophylls a and b, and carotenoids; 
decrease the amount of hydrogen peroxide; and increase the activity of the main antioxidant enzymes (superoxide 
dismutase, catalase, and peroxidase). It was determined that under the effect of the preparation, silicon accumulates 
primarily in shoots, affecting the accumulation of micro- and macroelements in the shoots and roots of plants. The 
obtained results substantiate the use of silicon-containing “green chemistry” as a means of controlling the growth 
and development of garden strawberry plants under in vivo conditions.
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ВВЕДЕНИЕ
Земляника садовая (Fragaria × ananassa (Duchesne 

ex Weston) Duchesne ex Rozier) является одной из 
самых культивируемых ягод в мире. Благодаря 
богатому содержанию биологически активных сое-
динений земляника используется в рационе многих 
людей. При этом из-за поверхностной корневой 
системы, большой площади листьев и высокого 
содержания воды в плодах данная культура крайне 
чувствительна к условиям произрастания в процессе 

культивирования. В связи с этим для улучшения 
роста и развития растений устойчивой альтернативой 
использования химических удобрений является 
применение биостимуляторов [1, 2].

Среди биостимуляторов большой интерес 
вызывают препараты на основе биогенного кремния 
(Si) [3, 4]. Считается, что такие соединения наиболее 
эффективно усваиваются растениями (в 2–10 раз 
лучше солей) [5]. Потенциально полезными для 
применения в качестве биостимуляторов являются 
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полученные из возобновляемого растительного 
сырья твердофазным механохимическим методом 
без использования органических растворителей 
препараты, содержащие биогенный Si в хелатной 
форме. В результате такой обработки растительное 
сырье и реагенты остаются в стабильной твердой 
форме, что полностью предотвращает их окисление 
и потерю биологической активности [6, 7]. Кроме 
того, наличие на территории Российской Федерации 
широкого спектра растительных отходов, содер-
жащих Si, делает перспективным использование 
«зеленой химии» в органическом земледелии для 
выращивания растений.

Кремний не является эссенциальным эле-
ментом для растений, однако его присутствие в 
среде произрастания повышает устойчивость рас-
тений к негативным факторам различной природы 
[8–10]. Экзогенное применение Si улучшает рост 
растений и увеличивает урожайность, усиливая 
адаптивные реакции, связанные с активностью 
антиоксидантной системы растений, накоплением 
фенольных соединений, изменением фитогормо-
нального статуса, скоростью фотосинтеза, погло-
щением минеральных элементов [11–19]. Эффекты 
Si связывают с модифицирующим действием на 
сорбционные свойства клеточных стенок, где он 
накапливается в форме аморфного диоксида Si, а 
также с образованием комплексов с различными 
органическими соединениями клетки и, как след-
ствие, влиянием на метаболизм растений [20, 21]. 
Тем не менее, несмотря на достаточно большое 
количество работ по влиянию соединений Si на 
растения [22], необходимость Si для роста и мета-
болизма растений до сих пор остается предметом 
изучения.

Настоящее исследование сосредоточено на 
оценке влияния биогенного Si на рост, развитие 
и аккумуляцию химических элементов в растениях 
земляники садовой, поскольку знания о поглощении 
и усвоении элементов питания позволяют раци-
онально построить систему удобрения культуры 
и в дальнейшем получить высокий урожай сель-
скохозяйственной продукции.

Для определения химического состава образцов 
в аналитической химии широко применяются фото-
метрические методы определения химических 
элементов [23], основанные на абсорбционной 
спектроскопии излучения видимого диапазона. В 
этих методах используют зависимость интенсив-
ности окраски раствора от концентрации вещества 
в нем. В методах атомно-абсорбционной пламенной 
спектрометрии [24], атомно-абсорбционной элек-
тротермической спектрометрии [25], атомно-эмис-
сионной спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой [26], масс-спектрометрии с индуктивно 
связанной плазмой [27] исследуемый образец 
переводится способами «жидкой химии» в спец-
ифический раствор для последующей атомизации 
в пламени, плазме и т.п. и регистрации поглощения 
видимого или инфракрасного излучения.

В нашей работе для определения концентраций 
химических элементов предложено применять 
энергодисперсионный рентгенофлуоресцентный 

анализ с использованием синхротронного излучения 
(РФА-СИ) [28–30]. Образцы облучаются рентге-
новским излучением с энергией фотонов, доста-
точной для выбивания электронов с внутренних 
оболочек атомов и перевода атомов в возбуж-
денное состояние. На образовавшиеся вакансии 
переходят электроны с внешних оболочек. Такие 
переходы сопровождаются высвечиванием квантов 
характеристического излучения с энергией, опреде-
ляемой структурой атома и уникальной для каждого 
элемента. Исследуя энергетический спектр этого 
флуоресцентного излучения, можно делать выводы 
о качественном и количественном составе образца. 
Важными преимуществами метода РФА-СИ являются 
непрерывность полихроматического спектра син-
хротронного излучения и возможность выбирать из 
этого спектра энергию возбуждающих квантов, что 
дает возможность снизить пределы обнаружения 
для интересующих элементов. Метод является 
панорамным, то есть в результате одного измерения 
получается информация о содержании множества 
химических элементов. Также к преимуществам 
данного метода относится простота пробоподго-
товки: образцы необходимо высушить, измельчить 
и спрессовать в таблетки с одинаковой плотностью. 
Ко всему прочему, метод РФА-СИ относится к 
неразрушающим, т.е. в ходе измерения образцы 
не испытывают разрушающего воздействия, не 
изменяются, один и тот же образец может быть 
исследован многократно, в том числе с вариациями 
условий измерений (энергия возбуждения, размер 
и положение облучаемой области и т.п.).

Таким образом, настоящее исследование 
направлено на оценку содержания химических 
элементов в растениях земляники садовой в про-
цессе роста, развития и адаптации к условиям 
in vivo под действием хелатов Si. В соответствии с 
заявленной целью поставлены следующие задачи:  
1) проанализировать морфометрические параметры 
надземной части и корневой системы растений; 
2) определить содержание основных фотосин-
тетических пигментов (хлорофиллов a и b, каро-
тиноидов), пероксида водорода (Н2О2), а также 
активность ферментов антиоксидантной системы 
(супероксиддисмутазы, каталазы, пероксидазы) в 
листьях растений; 3) провести анализ содержания 
химических элементов в надземной части и кор-
невой системе растений земляники садовой под 
действием хелатов Si в условиях in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Характеристика механокомпозита, приготов-

ление рабочего раствора для обработки. В качестве 
источника хелатов Si использовали препарат, полу-
ченный в результате механохимической обработки 
растительного сырья (механокомпозит), характери-
зующийся повышенной концентрацией хелатиро-
ванных растворимых форм Si [7]. Основной состав-
ляющей механокомпозита являлась шелуха риса Oryza 
sativa L. сорта Лиман (Краснодарский край, Россия) с 
высоким содержанием биогенного Si и листья зеленого 
чая Camelia sinensis L. (Краснодарский край, Россия), 
содержащие хелатирующие функциональные группы, 
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существенно повышающие растворимость Si с 6,5 до 
34,1 мг/л. Химический состав механокомпозита был 
следующим: экстрактивные вещества – 16,3±1,1%; 
гемицеллюлоза – 22,3±0,8%; лигнин – 20,2±1,5%; 
целлюлоза – 38,9±2,0%; катехины – 1,4±0,2%; водо-
растворимый мономерный Si – 34,0±0,7 мг/л. Мас-
совое соотношение рисовой шелухи и зеленого чая в 
механокомпозите – 10:1.

Для экспериментов использовали свежий водный 
раствор механокомпозита, приготовленный путем 
перемешивания дистиллированной воды комнатной 
температуры и механокомпозита в концентрации 0,3 г/л  
и последующего настаивания в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Применение данной концентрации 
механокомпозита обусловлено ее успешным использо-
ванием в технологии клонального микроразмножения 
земляники садовой на этапе адаптации регенерантов 
к условиям ex vitro [31].

Растительный материал, условия выращивания, 
варианты обработки механокомпозита. В качестве 
объекта для исследований использована рассада 
земляники садовой сорта Солнечная полянка, полу-
ченная с помощью технологии клонального микрораз-
множения. Рассада соответствовала требованиям, 
предъявляемым к посадочному материалу земляники 
крупноплодной с закрытой корневой системой. Экспе-
рименты по оценке влияния механокомпозита на рост 
и развитие растений земляники садовой проводили в 
условиях теплицы в течение 24 дней с 20 апреля по 
15 мая 2022 года (54°49’11’’N и 83°6’17’’E). Растения 
в горшках с почвенным субстратом объемом 250 мл 
из смеси торфа с перлитом, перегноя, песка и коко-
сового субстрата (1:1:0,25:0,25) поливали водой без 
механокомпозита или раствором с механокомпозитом 
дважды за период через равные промежутки времени. 
Под корень каждого растения вносили 90 мл раствора 
при достижении полной влагоемкости субстрата 50%. В 
промежутках растения увлажняли водой. Выращивали 
растения при естественном освещении 20–25 тыс. люкс, 
температуре воздуха 30±2 °С днем и 23±2 °С ночью, 
а также относительной влажности воздуха 55–60%. 
Опыты проводили в двукратной повторности, в каждом 
варианте использовано 20 растений. Отбор образцов 
проводили через неделю после последней обработки.

Оценка показателей вегетативной продуктивности 
растений. Анализировали такие показатели, как длина 
розетки (см), количество листьев и корней на растение 
(шт.), сырая и сухая массу розеток и корней (г), площадь 
листовой пластинки (см2). Сухую массу растительного 
материала определяли трехкратным высушиванием до 
постоянного веса при температуре 75 °С в течение 2 ч. 
Площадь листовых пластинок у растений рассчитывали с 
помощью программы SIAMS Photolab с дополнительным 
модулем SIAMS MesoPlant (SIAMS, Россия).

Анализ физиологических показателей. Фотосин-
тетические пигменты (хлорофилл a, b и каротиноиды) 
экстрагировали 96%-м этиловым спиртом из листьев 
растений, для определения оптической плотности 
образцов использовали спектрофотометр UNICO 2100 
UV (UNICO, США). Содержание пигментов рассчитывали 
по формулам Х.К. Лихтенталера и К. Бушманна [32] и 
выражали с последующим пересчетом содержания в 
миллиграммах на 1 г сырого веса.

Эндогенное содержание Н2О2 в листьях определяли 
спектрофотометрическим методом, основанным на 
окислении ионов Fe2+ Н2О2 до ионов Fe3+, которые 
образуют окрашенные соединения с ксиленоловым 
оранжевым [33]. Концентрацию Н2О2 устанавливали по 
стандартной калибровочной кривой, используя растворы 
Н2О2 различной концентрации от 273 до 1500 нг/мл.  
Содержание Н2О2 выражали в микромолях на 1 г сырого 
веса.

Активность каталазы (КФ 1.11.1.6) в листьях измеряли 
по скорости реакции разложения H2O2 в реакционной 
смеси согласно методике [34] и выражали в относи-
тельных единицах разложившейся H2O2 в минуту на 
1  г сырого веса. Активность супероксидисмутазы  
(КФ 1.15.1.1) определяли по способности ферментного 
экстракта ингибировать фотохимическое восстанов-
ление нитросинего тетразолия до синего формазана 
[35] с небольшими модификациями [36] и выражали в 
относительных единицах на 1 г сырого веса. Активность 
пероксидазы (КФ 1.11.1.7) определяли по окислению 
кверцетина и выражали в относительных единицах на 
1 г сырого веса в минуту [37]. Эксперименты по оценке 
физиологических показателей проводили в трех био-
логических и трех – пяти аналитических повторностях.

Исследования элементного состава. Исследования 
элементного состава методом РФА-СИ выполнялись в 
центре коллективного пользования «Сибирский центр 
синхротронного и терагерцового излучения» в Институте 
ядерной физики им. Г.И. Будкера СО РАН. Метод РФА-СИ 
позволяет за одно измерение получать данные о содер-
жании сразу многих элементов. Диапазон определяемых 
элементов определяется параметрами исследовательской 
установки, такими как энергия возбуждающего излу-
чения и газовая среда. На экспериментальной станции 
РФА-СИ на синхротроне ВЭПП-3 измерения проводятся 
при нормальной атмосфере и энергии возбуждения 
21 кэВ, размер пучка синхротронного излучения на 
образце – 2×5 мм. В этих условиях возможно достоверное 
определение элементов от K до Mo по ранее разрабо-
танным методикам [38]. Флуоресцентное излучение от 
элементов легче K (с энергией фотонов менее 4 кэВ) 
значительно поглощается атмосферным воздухом, и 
это не позволяет достоверно определить легкие эле-
менты. Определение элементов с относительно малой 
атомной массой (Si, P, S, Cl) проводилось аналогичным 
способом на новой станции – «Технологической станции 
синхротронного излучения» – на синхротроне ВЭПП-4М 
[39, 40] в вакуумированной камере при давлении, пони-
женном до 10 Па, с энергией возбуждающих квантов 
3,53 кэВ, размер пучка синхротронного излучения на 
образце – 1×4 мм. Для регистрации флуоресценции от 
более легких элементов, таких, как, например, C, N, O, F,  
требуется проводить измерения в высоком вакууме с 
энергией возбуждения менее 3 кэВ. Имеющиеся воз-
можности экспериментальных станций РФА-СИ (ВЭПП-3) 
и «Технологической станции синхротронного излучения» 
(ВЭПП-4М) не позволяют получить такие условия. Для 
рентгено-флуоресцентного анализа образцы корней и 
побегов от 20 растений высушивали при температуре 
50 °С до постоянной массы, затем перетирали и прес-
совали в таблетки массой 20 мг. Определение кон-
центраций химических элементов проводили методом 
внешнего стандарта с использованием стандартного 
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образца травосмеси Тр-1 (ГСО 8922-2007; СО КООМЕТ 
0066-2008-RU).

Статистический анализ. Данные представлены в 
виде средних значений и стандартных ошибок (М±m). 
Для сравнения средних значений независимых 
выборок использовали многоранговый тест Дункана 
(однофакторный дисперсионный анализ). Обработку 
результатов проводили с помощью программного обе-
спечения Statistica 10.0 (Statsoft Inc., Талса, США). Дву-
мерный кластерный анализ осуществляли с помощью 
программного обеспечения PAST 4.12 (Э. Хаммер,  
Д.А.Т. Харпер, П.Д. Райан) методом ближайшего соседа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При тестировании новых биостимуляторов возникает 

необходимость не только в индикации ростовых пара-
метров, но и в изучении особенностей физиологических 
процессов у растений при адаптации к факторам среды.

В нашем эксперименте обработка растений меха-
нокомпозитом существенно повлияла на развитие кор-
невой системы растений земляники садовой (табл. 1), 
что согласуется с результатами других исследований, в 
которых показана стимуляция роста корней под дей-
ствием Si у злаковых, цитрусовых, овощных культур 
[41]. Различия определены для длины корней и сухой 
массы корней. Длина корней у растений в вариантах с 
механокомпозитом увеличивалась относительно вари-
антов без механокомпозита на 30% (P < 0,05), сухая 
масса корней – на 34% (P < 0,05). Считается, что под 
действием Si изменяется архитектура клеточной стенки: 
она укрепляется, поскольку элемент накапливается в 
клетках корневого чехлика и экссудатов корневых 
волосков. Применение кремнийсодержащих препа-

ратов улучшает корневое питание растений, приводит 
к увеличению биомассы корней, их объема, общей и 
рабочей адсорбирующей поверхности [42].

Одним из основных показателей потенциальной про-
дуктивности растений является содержание пигментов 
фотосинтеза в ассимилирующих органах. По содержанию 
хлорофилла можно оценить эффективность использо-
вания растениями фотосинтетически активной радиации, 
спрогнозировать продуктивность посадок, установить 
необходимость дополнительного применения удобрений 
и т.д. Применение механокомпозита способствовало 
накоплению фотосинтетических пигментов у растений 
закрытого грунта (см. табл. 1). Показано достоверно 
значимое увеличение содержания хлорофилла a (на 
50%), суммы хлорофиллов а и b (на 40%) и изменение 
соотношения хлорофиллов a/b в сторону увеличения 
хлорофилла а в вариантах с механокомпозитом относи-
тельно контроля (P < 0,05). Соотношение хлорофиллов a/b 
является одной из важных характеристик для определения 
того, как происходит ассимиляция диоксида углерода в 
листьях. Увеличение этого показателя у растений свиде-
тельствует о более эффективном использовании листьями 
света при обработке механокомпозитом. Формирование 
физиологических адаптаций под действием механоком-
позита у растений в условиях теплицы подтверждается 
активацией антиоксидантной защитной системы. Под 
действием механокомпозита увеличивалось содер-
жание каротиноидов (на 30%, P < 0,05). Каротиноиды 
предотвращают окисление хлорофилла молекулярным 
кислородом и регулируют степень адаптации растений к 
высокой интенсивности света. Содержание H2O2 в листьях 
растений под действием механокомпозита значимо 
уменьшалось на 24% относительно контроля (P < 0,05) 

Таблица 1. Влияние механокомпозита на основе хелатов кремния на рост, развитие и физиологические показатели 
растений земляники садовой сорта Солнечная полянка 

Table 1. Effect of silicon chelates based mechanocomposite on the growth, development and physiological characteristics  
of garden strawberry plants (cv. Solnechnaya polyanka)

Показатель
Тип обработки

МК- МК+
Длина розетки, см 6,42±0,20ab 6,93±0,30a
Количество листьев, шт. 6,64±0,29a 6,80±0,20a
Площадь листовой пластинки, см2 16,21±1,65a 17,80±1,04a
Сухая масса розетки, г 0,88±0,06a 1,00±0,05a
Длина корней, см 13,32±0,75b 17,37±0,88a
Количество корней, шт. 18,14±0,70a 17,80±0,60a
Сухая масса корней, г 0,38±0,02b 0,51±0,02a
Содержание хлорофилла a, мг/г сырого веса 0,68±0,08b 1,01±0,08a
Содержание хлорофилла b, мг/г сырого веса 0,40±0,05a 0,49±0,02a
Содержание хлорофиллов a + b, мг/г сырого веса 1,07±0,13b 1,50±0,10a
Соотношение хлорофиллов a/b 1,77±0,06b 2,08±0,11a
Содержание каротиноидов, мг/г сырого веса 0,23±0,03b 0,31±0,02a
Соотношение хлорофиллов a + b / каротиноидов 4,58±0,20a 5,01±0,35a
Содержание H2O2, мкмоль/г сырого веса 3,08±0,28a 2,36±0,20b
Активность супероксидисмутазы, отн. ед/г сырого веса 38,92±4,77b 59,24±4,64a
Активность каталазы, отн. ед. H2O2/мин. г сырого веса 8,59±2,11a 14,69±1,82a
Активность пероксидазы, отн. ед. кверцетина/мин. г сырого веса 0,44±0,11b 0,79±0,07a

Примечание. МК – механокомпозит на основе хелатов кремния: (МК-) – растения без обработки механокомпозитом, (МК+) – 
растения, которые поливались водным раствором с содержанием механокомпозита 0,3 г/л. Данные представлены в виде 
M±m. Средние значения в строках, за которыми следуют одинаковые буквы, не имеют значимого отличия друг от друга  
в соответствии с тестом Дункана. Значения достоверны при P < 0,05.
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(см. табл. 1). Известно, что сверхпродукция H2O2 может 
вызвать окислительное повреждение макромолекул 
и клеточных структур, что приводит к ингибированию 
роста и развития растений. Изменения в содержании 
H2O2 коррелировали с увеличением активностей клю-
чевых ферментов антиоксидантной системы, которые 
составляют первичное звено защиты от активных форм 
кислорода. Активность супероксидисмутазы в вариантах 
с механокомпозитом увеличивалась на 52%, каталазы – 
на 71%, пероксидазы – на 80% (P < 0,05) по сравнению 
с контролем.

Сопоставление элементного состава растений в 
вариантах с обработкой механокомпозитом и без 
оной выявило различия в аккумуляции Si в корнях и 
побегах растений земляники (табл. 2). Содержание  
Si в корнях образцов с обработкой механокомпозитом 
увеличивалось на 41% в отличие от контрольных. 
Максимальное накопление Si наблюдали в побегах, 
его содержание было на 90% больше в вариантах с 
механокомпозитом. Более того, обработка механо-
композитом стимулировала растения к поглощению 
химических элементов. В большей степени механо-
композит влиял на аккумуляцию микроэлементов. В 
вариантах с обработкой механокомпозитом отмечено 
увеличение содержания таких микроэлементов, как: 
в корнях – Mn (на 15%), Fe (на 52%), Cu (на 25%),  
Zn (на 33%), Br (на 23%), Rb (на 33%), в побегах – Mn 
(на 60%), Сu (на 21%). Растения без обработки харак-
теризовались низким содержанием микроэлементов, 
что, возможно, обусловлено повышенным содержанием 
Ca, который уменьшает подвижность и доступность 
микроэлементов [43].

В группе макроэлементов под действием механо-
композита значимо увеличивались концентрации P, 

S и K. В корнях растений, обработанных препаратом, 
по сравнению с контрольными образцами аккумули-
ровалось на 7% больше K, на 14% больше P и на 67% 
больше S. В побегах образцов с механокомпозитом 
обнаружено увеличение содержания K на 5%, S на 6%. 
В образцах после обработки механокомпозитом кон-
центрации Сa уменьшались в корнях на 9%, в побегах 
на 19%. Уменьшение содержания Ca при применении 
Si объясняют снижением транспирации из-за отложения 
Si в клеточных стенках листьев [44], снижением погло-
щения Ca2+ из-за биоокремнения клеток корней [45] и 
Si-Ca взаимодействием в апопласте [46].

Для иллюстрации влияния обработки механокомпо-
зитом на содержание химических элементов в корнях 
и побегах растений земляники проведен двумерный 
кластерный анализ (рисунок). Данный анализ показал 
значительные различия элементного состава в корнях и 
побегах растений. В отдельные группы выделяются такие 
элементы, как Cl, Sr, P, большинство микроэлементов: 
Mn, Ti, Rb, Br, Ni, Cu, Fe, Zn и S, а также Ca, Si, Mo, K, 
причем Si и Ca можно выделить в отдельную группу.

Таким образом, результаты исследования показали, 
что земляника садовая активно поглощает Si из почвы 
в концентрациях, приносящих «пользу» растениям. 
В немногочисленных работах представлены про-
тиворечивые данные о поглощении Si растениями 
земляники. Известно несколько работ, в которых вид 
относят к растениям, аккумулирующим Si (до 3% Si 
на сухой вес) [47–49]. В свою очередь, М.Дж. Ходсон 
с соавторами [50] предположил, что земляника плохо 
поглощает Si. Элементный анализ показал, что под 
действием хелатов Si увеличивается содержание как 
Si, так и элементов, необходимых для фотосинтеза 
– P, К, S, Fe, Mn, Zn, что, возможно, опосредовано 

Таблица 2. Влияние механокомпозита на основе хелатов кремния на содержание химических элементов в корнях  
и побегах растений земляники садовой сорта Солнечная полянка

Table 2. Effect of silicon chelates based mechanocomposite on the chemical elements content in the roots and shoots  
of garden strawberry plants (cv. Solnechnaya polyanka)

Элемент
Содержание, мкг/г

в корнях в побегах
МК- МК+ МК- МК+

Si 3400,00±340,00 4800,00±480,00 3900,00±390,00 7400,00±740,00
P 2800,00±470,00 3200,00±550,00 4000,00±680,00 1600,00±270,00
S 1200,00±170,00 2000,00±300,00 850,00±120,00 900,00±120,00
Cl 7500,00±620,00 5900,00±500,00 6700,00±550,00 3300,00±270,00
K 17500,00±1200,00 18800,00±1300,00 20200,00±1400,00 21300,00±1500,00

Ca 6600,00±430,00 6000,00±400,00 13400,00±880,00 10900,00±700,00
Ti 60,00±6,70 57,00±6,40 29,00±3,20 52,00±5,80

Mn 60,00±4,00 69,00±4,50 30,00±2,00 48,00±3,00
Fe 565,00±46,00 856,00±70,00 93,00±7,60 57,00±4,70
Ni 1,50±0,20 1,60±0,20 0,30±0,04 0,20±0,02
Cu 3,60±0,30 4,50±0,40 1,90±0,17 2,30±0,20
Zn 13,70±1,10 18,20±1,50 13,50±1,10 14,60±1,20
Br 3,50±0,30 4,30±0,40 2,30±0,20 1,20±0,10
Rb 5,20±0,50 6,90±0,60 3,20±0,30 2,00±0,20
Sr 52,00±4,60 48,00±4,30 57,00±5,10 41,00±3,70
Mo 0,40±0,04 0,50±0,05 0,50±0,05 0,50±0,05

Примечание. Данные представлены в виде M±m. В исследуемых образцах определены 12 химических элементов, кроме 
того присутствуют Co, As, Se в концентрации ниже пределов достоверного обнаружения (менее 1 ppm).
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стимуляцией роста корней при обработке механоком-
позитом и увеличением доступности этих элементов 
для растений. Известно, что Cu с Zn, Mn и Fe входят 
в состав изоформ фермента супероксидисмутазы, 

который выполняет роль первичного «защитника» 
против активных форм кислорода, катализируя дис-
мутацию супероксидного анион-радикала до H2O2. 
Аккумуляция Cu, Zn, Fe, Mn в образцах земляники 
под действием механокомпозита, предположительно, 
способствует активации процессов детоксикации с 
участием супероксидисмутазы и подтверждает влияние 
Si на работу антиоксидатной системы. Тем не менее 
для оценки вклада каждой изоформы в общую актив-
ность супероксидисмутазы под действием механо-
композита необходимы дальнейшие исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обработка растений земляники садовой механо-

композитом на основе хелатов Si в условиях закрытого 
грунта способствовала аккумуляции Si в побегах и 
корнях растений земляники садовой. Накопление Si 
под действием механокомпозита было сопряжено с 
увеличением биомассы корневой системы, изменением 
физиологических показателей и концентрации хими-
ческих элементов у растений. Под действием хелатов Si 
увеличивалось содержание хлорофилла a, суммы хлоро-
филлов а и b, каротиноидов, уменьшалось содержание 
Н2О2, увеличивались активности основных антиокси-
дантных ферментов (супероксиддисмутазы, каталазы, 
пероксидазы) и содержание макро- и микроэлементов, 
участвующих в окислительно-восстановительных про-
цессах. Таким образом, полученные результаты дополняют 
знания о влиянии Si на растения, его аккумуляцию и 
обосновывают использование кремнийсодержащей 
«зеленой химии» в качестве средств управления ростом 
и развитием растений в сельском хозяйстве.
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Аннотация. Целью представленного исследования являлось изучение возможности применения синтетических 
биологически активных соединений – протатранов – для увеличения липолитической и протеолитической актив-
ности дрожжей Candida ethanolica. Протатран 1 (трис(2-гидроксиэтил) аммоний-4-хлорфенил-сульфанилацетат) и 
протатран 2 (трис(2-гидроксиэтил) аммоний-4-хлорфенил-сульфонилацетат) вносили в состав питательной среды 
в микроконцентрациях от 1×10-6 до 1×10-8% масс. по отдельности и совместно. Установлено, что при внесении 
в питательную среду протатраны разнонаправленно влияли на биосинтез ферментов дрожжами Candida ethan-
olica. Это зависело от концентраций данных соединений, а также от их отдельного либо совместного внесения. 
Для синтеза липаз все изученные концентрации были эффективными, так как увеличивали синтез ферментов 
в 1,7–8,6 раза. При совместном применении протатранов синтез ферментов был выше в 3,4–11,7 раза. Для 
образования протеаз наиболее эффективным было совместное внесение изучаемых протатранов в концен-
трации 10-6% масс., при этом синтез ферментов достигал 184,8±7,02 Ед/мл к.ж. При совместном внесении 
изучаемые протатраны трис(2-гидроксиэтил) аммоний-4-хлорфенил-сульфанилацетат и трис(2-гидроксиэтил) 
аммоний-4-хлорфенил-сульфонилацетат могут быть использованы для увеличения эффективности продуцирования 
внеклеточных липаз и протеаз дрожжами Candida ethanolica. Особенностью влияния протатранов оказалась 
неравномерная динамика накопления внеклеточных ферментов, проявляющаяся в наличии резких пиков в 
процессе культивирования дрожжей. Причины данной неравномерности требуют дополнительных исследований.
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Effect of protatranes on the biosynthesis of extracellular  
enzymes of Candida ethanolica BKM Y-2300 T
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Abstract. The study aims to explore the possibility of using synthetic biologically active compounds (protatranes) to 
increase the lipolytic and proteolytic activity of Candida ethanolica. Protatrane 1 (tris(2-hydroxyethyl) ammonium-4-
chlorophenyl-sulfanyl acetate) and protatrane 2 (tris(2-hydroxyethyl) ammonium-4-chlorophenyl-sulfonyl acetate) were 
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added to the growth medium at trace concentrations of 1×10−6–1×10−8wt% separately and together. It was established 
that with the introduction to the growth medium, protatranes had a multidirectional effect on the biosynthesis of 
enzymes by Candida ethanolica yeast. This effect was dependent on the concentrations of these compounds, as 
well as on their separate or combined introduction. All the studied concentrations were found to be effective for 
lipase synthesis, as they improved enzyme synthesis by 1.7–8.6 times. The combined use of protatranes increased 
enzyme synthesis by 3.4–11.7 times. For protease formation, the combined introduction of the studied protatranes 
at a concentration of 10−6wt% was found to be the most effective, with enzyme synthesis reaching 184.8±7.02 U/mL  
in the culture broth. When co-introduced, the studied protatranes tris(2-hydroxyethyl) ammonium-4-chlorophenyl-
sulfanyl acetate and tris(2-hydroxyethyl) ammonium-4-chlorophenyl-sulfonyl acetate can be used to increase the 
production efficiency of extracellular lipases and proteases by Candida ethanolica. The specific effect of protatranes 
was revealed to be the uneven dynamics of extracellular enzyme accumulation, manifested in the presence of sharp 
peaks during yeast cultivation. The reasons for this unevenness require further research.

Keywords: enzymes, lipases, proteases, protatranes, Candida ethanolica
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ВВЕДЕНИЕ
Значение ферментов в хозяйственной деятель-

ности человека трудно переоценить. Они применяются 
практически во всех сферах: в пищевой индустрии и 
фармацевтике; для очистки сточных вод, загрязненных 
почвы и воздуха; при добыче полезных ископаемых 
и получении новых видов энергии и топлива; при соз-
дании комбинированных химических продуктов и пр. 
[1, 2]. Источником большинства ферментов являются 
микроорганизмы, которые обладают высокой ско-
ростью роста, способны расти на разнообразных 
субстратах и синтезировать различные ферменты, 
в том числе ферменты класса гидролаз – липазы и 
протеазы [3, 4].

Протеазы  представляют собой гидролитические 
ферменты, способные расщеплять белки до более 
низкомолекулярных соединений – пептидов и ами-
нокислот.  Протеолитические ферменты микробного 
происхождения широко используются в самых разноо-
бразных производственных технологиях [5]. Например, 
протеазы применяют для очистки воды и устранения 
биопленок [6], для получения пищевых продуктов с 
повышенным содержанием пептидов и гидролизатов 
белков, для устранения белковых помутнений в вино-
делии или повышения скорости фильтрации [3, 7, 8].  
В медицинской практике протеазы назначают в составе 
противовоспалительной терапии, при заболеваниях пище-
варительной системы, а также используют в различных 
медицинских разработках [9–12]. 

Липазы – это ферменты, расщепляющие жиры до 
спиртов и жирных кислот. Они применяются для изго-
товления биодизеля, продуктов питания и напитков, 
кожи и текстиля, в составе моющих средств, в фар-
мацевтике и медицине, для очистки жиросодержащих 
стоков [13–19].

В качестве продуцентов различных гидролаз исполь-
зуются культуры мицелиальных грибов, дрожжей и бак-
терий [19, 20]. Продуценты, способные расти на дешевом 
сырье, предпочтительны, в связи с чем определенный 

интерес представляют дрожжи Candida ethanolica, 
которые в качестве источника углерода предпочитают 
использовать этанол – доступное и дешевое сырье, не 
содержащее примесей, хорошо растворимое в воде 
[10–12].

При получении продуктов микробного синтеза 
основной проблемой является повышение и сохра-
нение высокой продуктивности микроорганизмов 
[12]. Известно, что уровень секреции целевых про-
дуктов у микроорганизмов зависит от таких факторов 
окружающей среды, как температура, рН, количество 
и состав источников питания, использование стиму-
ляторов роста [21, 22]. В качестве альтернативы 
привычным биостимуляторам и способа снижения 
расходов при получении ферментов интересно рассмо-
треть такие соединения, как протатраны. Это одна из 
разновидностей «атранов» – биологически-активных 
веществ, синтезирующихся путем взаимодействия био-
генных аминов и биологически активных аналогов 
фитогормонов. Данные соединения хорошо раство-
ряются в воде, устойчивы при хранении, нетоксичны  
(LD50 = 1300–6000 мг/кг). Воздействие протатранов 
уже изучено на нескольких биологических объектах, 
на которые они оказывают положительное влияние, 
стимулируя рост или синтез ценных метаболитов.  
В сравнении с другими стимуляторами роста прота-
траны дешевле, т.к. применяются и действуют в микро-
концентрациях от 1×10-2 до 1×10-8% масс. [23–26].

В связи с вышесказанным целью представленного 
исследования было изучение влияния протатранов  
трис(2-гидроксиэтил) аммоний-4-хлорфенил-сульфа-
нилацетат (протатран 1) и трис(2-гидроксиэтил) аммо-
ний-4-хлорфенил-сульфонилацетат (протатран 2) на липо-
литическую и протеолитическую активность дрожжей 
C. ethanolica BKM Y-2300 T. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве продуцента использовали дрожжи 

C. ethanolica Rybarova, Stros et Kockova-Kratochvilova 1980 
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штамма BKM Y-2300 T из коллекции Института биохимии 
и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН. 

Дрожжи культивировали в течение 40 ч в колбах 
Эрленмейера объемом 500 мл с 200 мл синтетической 
питательной среды следующего состава,  г/л [27]: 
NH4H2PO4  – 10,0; K2HPO4 – 10,0; MgSO4·7H2O – 0,7; 
FeSO4·7H2O – 0,0125; MnSO4·7H2O – 0,0125; ZnSO4·7H2O – 
0,0125; NaCl – 0,0063. В качестве источника углерода 
для культивирования дрожжей использовали этанол в 
количестве 1,5% об. Питательную среду стерилизовали 
при 1 атм в течение 15 мин, pH среды равнялся 7,0. 
Корректировку pH проводили внесением в питательную 
среду стерильных растворов 1%-й H2SO4 и 1%-го Na2CO3.

В качестве посевного материала использовали 
дрожжевую суспензию. Для ее получения дрожжи куль-
тивировали в течение 48 ч на плотной питательной 
среде – сусло-агаре, для приготовления которой исполь-
зовали сусло с концентрацией сухих веществ 6%. После 
выращивания дрожжей на сусло-агаре осуществляли 
культивирование в колбах объемом 300 мл со 100 мл 
синтетической питательной среды выше указанного 
состава в течение 24 ч. Такое получение посевного 
материала исключало возможность попадания остатков 
сусло-агара в экспериментальные колбы для культиви-
рования, обеспечивало постоянство состава синтети-
ческой питательной среды, а также позволяло получать 
посевной материал с постоянной концентрацией клеток. 

Готовый посевной материал вносили в эксперимен-
тальные колбы в количестве 10 мл (5% от объема среды). 
Количество клеток в дрожжевой суспензии перед началом 
культивирования составляло 3×106±8,2×104 КОЕ/мл.  
После засева колбы с культурой помещали в инкуба-
ционный шейкер CERTOMAT BS-1 (Sartorius Stedim 
Biotech, Германия). Скорость перемешивания составляла  
200 об/мин. Ферментативную активность внеклеточных 
протеаз штамма определяли по методу, описанному в 
источнике [28], внеклеточных липаз – по методу Ота, 
Ямада [29].

В качестве стимуляторов использовали протатраны 
1 и 2, синтезированные на основе биогенных этанола-
минов и арилхалькогенилуксусных кислот (таблица) в 
Иркутском институте химии им. А.Е. Фаворского. Рас-
творы данных химических соединений стерилизовали 
методом вакуумной мембранной фильтрации (диаметр 
пор мембраны 0,1 мкм) и вносили в питательную 
среду перед началом культивирования дрожжей как 
по отдельности, так и совместно в концентрациях 1×10-6, 
1×10-7, 1×10-8% масс. Все исследования проводили в 
трехкратной повторности. Контролем служила культура 

дрожжей C. ethanolica, выращенная в тех же условиях 
без добавления протатранов. 

Результаты исследований были обработаны методом 
вариационной статистики на персональном компьютере 
с использованием программы Microsoft Excel. Статисти-
ческую значимость различий оценивали по t-критерию 
Стьюдента (p < 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее с помощью качественных биохимических 

тестов выявили, что дрожжи C. ethanolica в принципе 
способны образовывать внеклеточные липазы и протеазы 
[30], однако не было известно, насколько активными 
продуцентами данных ферментов они являются. В связи 
с этим мы провели исследования по количественному 
определению ферментов, продуцируемых дрожжами 
(рис. 1). 

В результате проведенных исследований было 
показано, что дрожжи C. ethanolica штамма BKM 
Y-2300 T являются активными продуцентами липаз. 
Синтез липаз был отмечен через сутки от начала куль-
тивирования и в процессе культивирования постоянно 
повышался. Максимальная активность внеклеточных 
липаз составила 605±6,3 Ед/мл к.ж. на 40-й час роста 
культуры. При сравнении данной величины с актив-
ностью липаз известных продуцентов было выяснено, 
что липолитическая активность у дрожжей C. ethanolica 
выше в 2,8 раза [31, 32].

В то же время дрожжи C. ethanolica штамма BKM 
Y-2300 T оказались неактивными продуцентами протеаз. 
Активность внеклеточных протеаз в течение 27 ч куль-
тивирования не менялась, а затем стала снижаться до 
нуля. Причиной, возможно, являлся неподходящий состав 
среды для синтеза протеаз и/или отсутствие белкового 
субстрата. Исходный уровень протеазы C. ethanolica 
оказался выше некоторых известных продуцентов в 
3–15 раз [33, 34], однако ниже других на 40% [25] или 
в 2,5 раза [36].

Для оценки влияния протатранов на активность фер-
ментов было проведено культивирование дрожжей в 
присутствии протатранов. Протатраны 1 и 2 вносили в 
питательную среду в определенной концентрации как 
по отдельности, так и вместе с целью выяснить, могут 
ли они изменять свое воздействие в данных условиях 
и влиять друг на друга. Результаты исследований пред-
ставлены на рис. 2 и 3.

Проведенные исследования показали, что процесс 
синтеза липаз в присутствии изученных концентраций 
протатрана 1 был более интенсивным и при этом более 

Структура использованных протатранов 

Structure of protatranes

Обозначение Соединение Структурная формула

Протатран 1 Трис(2-гидроксиэтил) аммоний- 
4-хлорфенил-сульфанилацетат

 

Протатран 2 Трис(2-гидроксиэтил) аммоний- 
4-хлорфенил-сульфонилацетат
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Рис. 1. Внеклеточная ферментативная активность дрожжей Candida ethanolica (1 – липолитическая активность;  
2 – протеолитическая активность)
Fig. 1. Extracellular enzymatic activity of Candida ethanolica yeast (1 – lipolytic activity; 2 – proteolytic activity)

Рис. 2.  Действие протатранов на активность внеклеточных липолитических ферментов: a – действие протатрана 1;  
b – действие протатрана 2; c – одновременное действие двух протатранов (1 – контроль; 2 – концентрация 10-6% масс.; 
3 – концентрация 10-7% масс.; 4 – концентрация 10-8% масс.)
Fig. 2. Protatranes effect on the activity of extracellular lipolytic enzymes: a – protatran 1 action; b – protatran 2 action;  
c – simultaneous action of two protatranes (1 – control; 2 – concentration 10-6% mass; 3 – concentration 10-7% mass;  
4 – concentration 10-8% mass)
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неравномерным в сравнении с контролем (см. рис. 2, a). 
Активность ферментов была значительно выше контроля 
в первые 24 ч. Наиболее эффективной оказалась кон-
центрация протатрана 10-8% масс., т.к. в этом случае 
синтез внеклеточных липаз в 1,7–5,9 раза выше чем, 
в контроле (в первые 10 ч культивирования). Концен-
трация 10-6% масс. в течение 24 ч культивирования 
вызывала повышение уровня липаз в 1,8–4,6 раза. 
Динамика синтеза ферментов при концентрации 10-7% 
масс. характеризуется пиками как высокого, так и 
низкого уровня. Отрицательными эффектами стоит 
считать наличие неравномерности данного процесса 
в присутствии протатрана 1 и в целом более низкий 
уровень активности, чем в контроле, на момент окон-
чания культивирования.

Похожие результаты были получены с применением 
протатрана 2. Отличие в данном случае заключалось 
лишь в том, что уровень активности липаз при кон-
центрации 10-6% масс. оказался в 1,9–8,6 раза выше 

контроля, т.е. процесс протекал более эффективно, чем 
при культивировании дрожжей с использованием про-
татрана 1 (см. рис. 2, b).

При совместном использовании протатранов 
уровень липаз также был выше контроля, однако 
в период до 8 ч уровень активности ферментов 
оказался гораздо выше, чем в остальное время  
(в 3,4–11,7 раза) (см. рис. 2, c). 

При добавлении протатрана 1 или протатрана 2 наблю-
далось снижение активности протеаз (см. рис. 3, a, b).  
После 36 ч культивирования при концентрации  
10-7 % масс. уровень протеолитической активности 
был несколько выше контроля. Кривые, отражающие 
динамику образования протеаз дрожжами, также отли-
чались неравномерностью.

При одновременном применении протатранов 1 и 2 в 
одной из концентраций (10‑6 % масс.) активность протеаз 
возрастала в 1,4–2,3 раза на протяжении большего периода 
процесса культивирования (см. рис. 3, c). 
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Рис. 3. Действие протатранов на активность внеклеточных протеолитических ферментов: a – действие протатрана 1;  
b – действие протатрана 2; c – одновременное действие двух протатранов (1 – контроль; 2 – концентрация 10-6% масс.;  
3 – концентрация 10-7% масс.; 4 – концентрация 10-8% масс.)
Fig. 3. Protatranes effect on the activity of extracellular proteolytic enzymes: a – protatran 1 action; b – protatran 2 action;  
c – simultaneous action of two protatranes (1 – control; 2 – concentration 10-6% mass; 3 – concentration 10-7% mass;  
4 – concentration 10-8% mass)
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Для объяснения положительного воздействия прота-
транов на биосинтез ферментов, вероятно, подходит пред-
положение о том, что они имеют в молекулах благоприятное 
сочетание нескольких эффектов – двойное воздействие 
биологически активных этаноламинов и арилхалькоге-
нилуксусных кислот, а также возможность быстрого про-
никновения в живую клетку за счет водородных связей и 
диполь-дипольного взаимодействия с полярными группами 
белков и липидов [25, 37]. В свою очередь, отрицательное 
воздействие протатранов и неравномерность данного 
воздействия, по-видимому, можно объяснить слишком 
интенсивным воздействием данных веществ на дрожжи 
при внесении их в экспериментальных концентрациях, 
особенностями строения клеточной стенки дрожжей, 
их метаболизма или состава питательной среды [38]. 
При этом в целом воздействие на объект исследования 
протатрана 1 не слишком отличалось от воздействия 
протатрана 2, что, возможно, обусловлено схожестью 
их строения (см. таблицу).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе настоящего исследования установлено, что 

дрожжи C. ethanolica являются перспективными проду-
центами липаз. При этом выявлено, что синтетические 

биологически активные вещества – протатраны 1 и 
2 – при внесении в питательную среду в микроконцен-
трациях (от 1×10-6 до 1×10-8% масс.) разнонаправленно 
влияют на биосинтез ферментов дрожжами C. ethanolica. 
Это зависит от концентраций данных соединений, а 
также от их отдельного либо совместного применения. 

Для биосинтеза липаз все изученные концентрации 
протатранов (от 1×10-6 до 1×10‑8% масс.) увеличивали 
количество ферментов в 1,7–8,6 раза. Совместное при-
менение протатранов в концентрации 1×10‑6% масс. 
усиливало биосинтез липаз в 3,4–11,7 раза.

Для образования протеаз все изученные концен-
трации протатранов (от 1×10-6 до 1×10‑8% масс.) были 
неэффективными, и только их совместное внесение 
в концентрации 10-6% масс. приводило к повышению 
синтеза ферментов в 1,4–2,3 раза.

Особенностью влияния протатранов оказалась 
неравномерная динамика накопления внеклеточных 
ферментов, проявляющаяся в виде резких пиков в 
процессе культивирования дрожжей. Причины данной 
неравномерности требуют дополнительных исследований.

Таким образом, протатраны 1 и 2 могут быть исполь-
зованы для увеличения эффективности продуцирования 
внеклеточных липаз и протеаз дрожжами C. ethanolica.
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Влияние гиперэкспрессии гена альтернативной внешней  
NADH-дегидрогеназы арабидопсиса на устойчивость 

трансформированных растений табака  
к отрицательной температуре

Г.Б. Боровский, Е.Л. Горбылева, А.И. Катышев, Н.Е. Коротаева,  
Е.А. Полякова, Д.В. Пятрикас, И.В. Федосеева , А.М. Шигарова

Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Целью исследования являлось подтверждение функциональной активности и локализации трансгенного 
белка At_NDB2 арабидопсиса в клетках табака, а также оценка влияния перманентной экспрессии «внешней» альтер-
нативной NADH-дегидрогеназы на устойчивость теплолюбивого растения к низкой температуре. Белок и митохондрии 
выделяли из листьев растений табака, выращенных при 25 °С (день/ночь) на стадии 7 листьев. С помощью электро-
фореза и иммуноблоттинга показана локализация белка At_NDB2 в митохондриях. Функциональная активность  
At_NDB2 подтверждена с помощью полярографии изолированных митохондрий и специфического ингибитора 
комплекса I митохондрий ротенона. Также выявлено, что у трансгенных растений скорость цианидрезистентного 
дыхания и активность фермента альтернативной оксидазы существенно выше, чем у растений дикого типа. Для опреде-
ления устойчивости к низким температурам исходные и трансгенные растения табака в почвогрунте выращивали 
до стадии 2–3 и 6–7 листьев, после чего выдерживали при температуре от 3 до минус 3 °С в течение суток в темноте 
и оставляли для отрастания при 25 °С на 7 суток. Установлено, что устойчивость трансгенных и нетрансформиро-
ванных растений не отличается, хотя ранее было показано, что у трансгенных растений окислительный стресс при 
низкой температуре снижен по сравнению с растениями дикого типа. Таким образом, было обнаружено, что актив-
ность альтернативной NADH-дегидрогеназы снижает окислительный стресс, увеличивает активность альтернативной 
оксидазы, но не повышает устойчивость Nicotiana tabacum к отрицательной температуре.

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, At_NDB2, нефосфорилирующее дыхание, устойчи-
вость, низкая температура
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Abstract. The study aims to confirm the functional activity and localization of the At_NDB2 transgenic protein of 
Arabidopsis in tobacco cells and to evaluate the effect produced by the permanent expression of external alternative 
NADH dehydrogenase on the resistance of a heat-loving plant to low temperatures. Proteins and mitochondria were 
isolated from the leaves of tobacco plants grown at 25 °С (day/night) at the 7-leaf stage. At_NDB2 protein local-
ization in mitochondria was determined via electrophoresis and immunoblotting. The functional activity of At_NDB2 
was confirmed through the polarography of isolated mitochondria and the specific mitochondrial complex I inhibitor 
(rotenone). It was also found that the cyanide-resistant respiration rate and the activity of an alternative oxidase 
enzyme were significantly higher in transgenic plants than in wild-type plants. In order to determine the resistance 
to low temperatures, the parent and transgenic tobacco plants were grown in soil until the 2–3 and 6–7 leaf stages, 
after which they were kept at 3 to -3 °С for a day in the dark and left to regrow at 25 °С for seven days. Although 
it was previously shown that oxidative stress is reduced in transgenic plants at low temperatures as compared to 
wild-type plants, it was established that the tolerance of transgenic and nontransformed plants does not differ. Thus, 
alternative NADH dehydrogenase activity was found to reduce oxidative stress and increase alternative oxidase 
activity, without enhancing the resistance of Nicotiana tabacum to negative temperatures.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, At_NDB2, non-phosphorylating respiration, tolerance, low 
temperature
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ВВЕДЕНИЕ
При энергозапасающем окислении NADH мито-

хондриями функционирует комплекс I дыхательной 
цепи, который является одной из точек генерации 
мембранного потенциала. У большинства организмов 
его работа ингибируется ротеноном. Часть организмов, 
в том числе растения, грибы и некоторые микроор-
ганизмы, также имеет дыхание, не чувствительное 
к ротенону. NADH или NADPH при этом окисляются 
несколькими ферментами, локализованными на 
наружной или на внутренней стороне внутренней 
митохондриальной мембраны. У арабидопсиса найдены 
три группы таких NAD(P)H-дегидрогеназ второго типа 
(ND II): NDA (два гена), NDB (четыре гена), и NDC (один 
ген) [1]. Установлена локализация данных ферментов: 
NDB1–NDB4 являются внешними (расположены на 
наружной стороне внутренней мембраны митохондрий), 
а NDA1–NDA2 и NDC1 – внутренними (обращены 
к митохондриальному матриксу) [2]. Точные физио-
логические функции конкретных белков семейства 
NDII не определены. Наиболее распространенной 
точкой зрения является их вовлеченность (вместе с 
альтернативной оксидазой (AOX)) в формирование 
нефосфорилирующей дыхательной цепи при окисли-
тельном стрессе и метаболическом дисбалансе [3, 4]. 
Известно также, что при многих стрессах, например 
при засухе, практически все гены, кодирующие белки 
альтернативных путей митохондриального транспорта 
электронов, участвуют в стрессовой реакции растений 
и адаптации к неблагоприятным условиям [5]. С этими 
представлениями согласуются и наши данные о том, 
что в прорастающих семенах сохраняется способ-
ность митохондрий к окислению экзогенного NADH 
при действии отрицательной температуры на мито-

хондрии и именно окисление внешнего NADH главным 
образом обеспечивает энергетический метаболизм 
у растений при низких температурах [6]. Показано, 
что отсутствие внутренних альтернативных NADH-
дегидрогеназ NDA1 и NDA2 снижает выживаемость 
проростков арабидопсиса при аноксии/реоксигенации, 
уменьшает квантовый выход фотосистемы II и увели-
чивает генерацию активных форм кислорода, тогда 
как гиперэкспрессия генов этих белков, напротив, 
снижает ее [7].

Ранее было показано, что ген NDB2 играет роль в 
устойчивости арабидопсиса (Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh.) к засухе и избыточному освещению, поскольку 
линии с нарушенным синтезом этого белка демон-
стрировали чувствительность к данным стрессам [4]. 
И напротив, устойчивые к засухе разновидности демон-
стрировали значительно более высокую экспрессию 
NDB2 (как и ряда других генов альтернативных путей 
дыхания), чем чувствительные к данному стрессовому 
фактору растения [8]. 

Прямых экспериментов, указывающих на 
защитную роль экспрессии белка NDB2 при низкой 
температуре у растений, проведено не было. В 
качестве модельного объекта нами были созданы 
трансгенные растения табака (Nicotiana tabacum L.,  
cv. Petit Havana SR1), гиперэкспрессирующие ген A. 
thaliana At_NDB2 [9, 10]. Целью проведенной работы 
являлось подтверждение функциональной активности 
и правильной локализации трансгенного белка NDB2 
арабидопсиса в клетках табака, а также оценка влияния 
перманентной экспрессии «внешней» альтернативной 
NADH-дегидрогеназы на устойчивость теплолюбивого 
растения к низкой температуре.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://rscf.ru/project/23-24-00097/
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-4-516-522
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-4-516-522
https://elibrary.ru/fnbxuj


518

Боровский Г.Б., Горбылева Е.Л., Катышев А.И. и др. Влияние гиперэкспрессии гена альтернативной… 
Borovskii G.B., Gorbyleva E.L., Katyshev A.I., et al. Effect of the overexpression of external alternative…

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Создание вектора, трансформация и верификация 

трансформации табака подробно описаны в работе 
[10]. Семена табака после стерилизации раскладывали 
в чашки Петри на агаризованную питательную среду, 
содержавшую 1/2 солей согласно источнику [11], и 
выращивали в ростовых климатических камерах 
(Binder, Германия) при освещении 140 мкмоль/(м2×с), 
фотопериоде 16/8 (день/ночь) и температуре 25 °С 
до двухнедельного возраста, а затем пересаживали в 
горшочки с почвосмесью и выращивали растения в 
тех же условиях до эксперимента на устойчивость до 
стадии 2–3 или 6–7 настоящих листьев либо выделения 
митохондрий на стадии 7 листьев. 

Выделение митохондрий проводили по источнику 
[12] с модификациями. 80–100  г зеленых листьев 
табака растирали в охлажденной ступке в среде 
выделения (0,4 М сахароза, 50 мМ трис-HCl  
(рН 7,6), 1 мМ этиленгликольтетрауксусная кислота (ЭГТА), 
10 мМ KH2PO4, 20 мМ аскорбат, 0,1%-й поливинилпир-
ролидон, 0,5%-й бычий сывороточный альбумин (БСА), 
0,5%-й цистеин). После первого центрифугирования 
(3800 g, 5 мин) из надосадочной жидкости получали 
осадок (16500 g, 20 мин), который ресуспендировали в 
среде промывания, содержащей все компоненты среды 
выделения, кроме цистеина. После еще одной серии 
центрифугирований (3800 g, 5 мин, затем 16500 g, 
20 мин) осадок очень мягко ресуспендировали в среде 
для очистки (0,4 М сахароза, 50 мМ трис-HCl (рН 7,2), 
0,1%-й БСА) и наслаивали на ступенчатый градиент 
перколла, содержащий 36, 50 и 60% перколла, 0,4 М 
сахарозу, 50 мМ трис-HCl (рН 7,2) и 0,1% БСА. После 
центрифугирования (18000 g, 30 мин) собирали очи-
щенные митохондрии, которые располагались между 
слоями 50 и 35%-го перколла, и дважды промывали 
в среде (0,4 М сахароза, 10 мМ KH2PO4, 0,1%-й БСА) с 
помощью центрифугирования (17000 g, 10 мин). Полу-
ченный после второго осаждения осадок митохондрий 
использовали для полярографии или в качестве очи-
щенной фракции для электрофореза.

Отбор проб для оценки митохондриальной локали-
зации NDB2 производили после гомогенизации листьев 
в ступке (1), после серии дифференциальных центри-
фугирований (2) и после очистки органелл в градиенте 
перколла с помощью электрофореза (3). Белок оса-
ждали пятикратным объемом охлажденного до минус 
20 °C ацетона (8500 g, 10 мин) и растворяли в буфере 
для образца с додецилсульфатом натрия (ДДС-Na).  
По 30 мкг белка из каждой пробы разделяли электро-
форетически в 12%-м полиакриламидном геле в при-
сутствии ДДС-Na и переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану в системе miniProtean III (BioRad, США) в 
соответствии с инструкцией. Для идентификации белка 
NDB2 использовали первичные антитела (PHY1403A, 
PhytoAB, США) и вторичные антитела, конъюгированные 
с щелочной фосфатазой (Sigma, США). Визуализацию 
антител проводили с использованием хромогенов BCIP 
(5-bromo-6-chloro-3-indolylphosphate-p-toluidine salt, 
Gerbu, Германия) и NBT (Nitrotetrazolium blue chloride, 
AppliChem, Германия).

Скорость поглощения кислорода определяли поля-
рографически с использованием электрода Кларка 
(Oxytherm, Hansatech Instr., Великобритания), как описано 

в работе [13], в ячейке объемом 1,4 мл при температуре 
25 °С. Реакционная среда содержала 0,3 М сахарозу, 
10 мМ калий-фосфатный буфер (рН 7,5), 10 мМ KCl,  
5 мМ MgCl2, 20 мМ MOPS, 5 мМ этилендиаминтетраук-
сусную кислоту (ЭДТА) и 0,3% БСА. В качестве субстратов 
окисления использовали 10 мМ малат в присутствии 
глутамата и 1 мМ NADH. Глутамат добавляли для устра-
нения оксалоацетатного ингибирования. При окис-
лении NADH из состава реакционной среды исключали 
ЭДТА и для активации Са2+-зависимой NDB добавляли 
0,06 мМ CaCl2. Транспорт электронов в комплексе I 
блокировали 9 мкМ ротенона. Максимальную ско-
рость окисления субстратов измеряли в присутствии 
100–200 мкМ аденозиндифосфата (состояние 3). Из 
полярограмм рассчитывали скорость поглощения кис-
лорода в метаболическом состоянии 3 (V3, скорость 
фосфорилирующего дыхания), скорость поглощения 
кислорода в метаболическом состоянии 4 (V4, ско-
рость нефосфорилирующего дыхания), коэффициент 
дыхательного контроля по Чансу – Вильямсу (коэф-
фициент дыхательного контроля равен отношению  
V3/V4) и отношение АДФ/О. Активность цитохромного 
пути рассчитывали как дыхание, ингибируемое  
1,2 мМ KCN, а активность альтернативного пути дыхания, 
связанного с функционированием AOX, – как дыхание, 
ингибируемое 6 мМ бензгидроксамовой кислоты в 
присутствии KCN (цианидрезистентное дыхание, 
чувствительное к бензгидроксамовой кислоте, или 
потенциальная (максимально возможная) активность 
альтернативного пути дыхания). За 100% принимали 
скорость поглощения кислорода митохондриями в 
состоянии 3 до добавления ингибиторов. Интактность 
внешней мембраны митохондрий рассчитывали по 
разнице скоростей аскорбат-зависимого поглощения 
кислорода, стимулируемого цитохромом с в отсутствии 
и в присутствии 0,04%-го детергента Тритон Х-100 и 
чувствительного к KCN.

Тестирование устойчивости к низкой температуре 
проводили в испытательной камере (Binder, Германия) 
выдерживанием растений в течение 24 ч при темпе-
ратурах от 3 до минус 3 °С в темноте с последующим 
отрастанием в ростовой камере в течение недели.

Нормальность распределения определяли с помощью 
теста Шапиро – Уилкса. Данные представлены как M±S.D. 
Статистическую значимость различий определяли при 
помощи критерия Фишера. Различия считали статисти-
чески значимыми при p < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее нами был описан процесс создания трансгенных 

по At_NDB2 линий табака, доказательства интеграции в 
геном, высокой экспрессии матричной рибонуклеиновой 
кислоты гена At_NDB2 в листьях табака и накопление 
белка NDB2 в трансформированных растениях. При этом 
оказалось, что скорость роста у трансформированных 
растений линии S13 несколько ниже, чем у растений 
дикого типа при оптимальной (25 °С) и субоптимальной 
(20 °С) температурах [10].

В рамках данного исследования нами была показана 
митохондриальная локализация белкового продукта гена 
At_NDB2 в растениях табака линии S13. Количество 
детектируемого антителами белка NDB2 арабидопсиса 
последовательно возрастало с увеличением степени 
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очистки митохондрий из листьев табака (рисунок), что 
свидетельствует о том, что трансгенный белок находится 
в митохондриях.

Митохондриальная локализация белка NDB2 Arabidopsis 
thaliana в листьях табака. Пробы для выделения белка 
были отобраны после осаждения грубых остатков (1), после 
серии дифференциальных центрифугирований (2) и после 
очистки органелл в градиенте перколла (3).  
Белок подготавливали и выявляли иммуноблоттингом так, 
как это описано в экспериментальной части.  
Слева обозначены молекулярные веса маркеров

Mitochondrial localization of the NDB2 protein of Arabidopsis 
thaliana in tobacco leaves. Samples for protein isolation were 
taken after precipitation of coarse residues (1),  
after a series of differential centrifugations (2),  
and after purification of organelles in the percoll gradient (3).  
The protein was prepared and detected by immunoblotting  
as described in the experimental part. The molecular weights  
of the markers are indicated on the left 

С помощью ингибитора комплекса I митохондрий 
ротенона, используя изолированные митохондрии 
контрольных и трансформированных растений, мы 
установили, что продукт гена At_NDB2 в митохон-
дриях табака метаболически активен (таблица). Об 
этом свидетельствует процент ротенон-устойчивого 
дыхания при использовании малата, который ока-
зался значительно выше у органелл, изолированных 
из трансформированных растений. Показана также 
увеличенная в два раза в сравнении с растениями 
контрольной группы активность цианидрезистентного 
дыхания (альтернативный путь) при использовании 
NADH (и на треть при использовании малата) в митохон-
дриях из растений табака с экспрессией гена At_NDB2. 
Данные свидетельствуют об увеличении активности 

AOX в митохондриях линии S13 и, вероятно, повышении 
экспрессии генов AOX.

Далее была проанализирована устойчивость молодых 
растений линии S13 и контрольных растений к низкой 
температуре. Растения в почвогрунте на стадии 2–3 
или 6–7 листьев выдерживали в климатической камере 
в темноте при температурах в диапазоне от 3 до  
минус 3 °С в течение 24 ч. Изначально мы предпо-
лагали, что табак как теплолюбивое растение будет 
существенно повреждаться при низких положительных 
температурах, однако этого не произошло. Оказалось, 
что для растений критической является температура 
минус 2 °С. Эту температуру растения не выдерживали 
и погибали. При минус 1 °С часть листьев отмирала 
спустя некоторое время, но растения не погибали. 
Разницы в устойчивости между линией с повышенной 
экспрессией гена At_NDB2 и нетрансформированными 
растениями табака при данной схеме эксперимента 
не было обнаружено.

Известно, что экспрессия генов NDB и AOX вза-
имосвязана. Так, величина экспрессии AOX1a у  
A. thaliana влияет на уровень экспрессии NDB2 как 
при комфортных условиях, так и при повышенном 
облучении ультрафиолетом [14]. Экспрессия этих 
генов скоординирована при ответе на различные 
абиотические факторы, что предполагает регу-
ляцию общими промоторными элементами [15–19].  
У трансгенных растений табака (N. sylvestris L.  
с гиперэкспрессией StNDB1 картофеля (Solanum 
tuberosum L.) наблюдали увеличение активности 
AOX [20]. Схожий эффект наблюдали в ряде анало-
гичных трансгенных линий арабидопсиса. При этом 
координированная экспрессия генов NDB и AOX и 
совместная работа белков, которые они кодируют, обе-
спечивает активность полноценного функционального 
нефосфорилирующего пути транспорта электронов 
с использованием NAD(Р)H [4]. Предполагается, 
что в исследуемых нами трансгенных растениях 
табака вследствие повышенной экспрессии At_NDB2  
A. thaliana происходит активация дыхания через нефос-
форилирующий путь (NDB2 – Q/QH2 – AOX), поскольку 
нами показано, что потенциальная активность AOX  

Некоторые параметры функциональной активности митохондрий, изолированных из листьев табака,  
трансгенного по At_NDB2, и растений дикого типа

Parameters of the functional activity of mitochondria isolated from tobacco leaves transgenic by At_NDB2 and wild-type plants

Показатель Дикий тип Линия S13
Субстрат дыхания Малат NADH Малат NADH

АДФ/О 3,32±0,63а 1,90±0,72a 1,80±0,69b 2,30±0,58а

Коэффициент дыхательного контроля 2,24±0,32а 1,81±0,39а 2,01±0,43а 1,91±0,41а

Поглощение О2, нмоль/(мин×мг белка)

Скорость в фосфолирирующем состоянии 16,38±3,70а 14,50±3,56a 22,34±4,10а 26,90±5,13b

Цитохромный путь 10,26±0,97а 16,30±5,67а 10,87±0,41а 14,81±1,90а

Альтернативный путь 7,26±1,50a 5,93±1,42a 10,90±0,85b 11,62±3,20b

Процент ингибирования ротеноном 52,25±8,60а – 29,75±13,00b –
Примечание. Цитохромный путь оценивали с помощью ингибитора КCN (1,2 мМ); альтернативный путь оценивали  
с помощью бензгидроксамовой кислоты (6 мМ) в присутствии КСN. Концентрация малата – 10 мМ, NADH – 1 мМ, 
ротенона – 6 мкМ. Представлено сравнение параметров для исходного генотипа и линии S13, поиск значимых отличий 
выполнен для конкретного субстрата (ингибитора) с использованием критерия Фишера. Различия считали статистически 
значимыми при p < 0,05. Одинаковые буквы означают отсутствие значимых отличий. М±SD, n = 3–8.
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в изолированных митохондриях трансгенного табака 
значительно повышена (см. таблицу). При этом, как 
было показано ранее, и скорость альтернативного 
дыхания у листьев трансформантов, выращенных 
при 20 °С, была достоверно выше, чем у листьев 
растений дикого типа, выращенных при такой же 
температуре [10]. Вероятно, повышение скорости 
альтернативного дыхания и определяет более низкий 
уровень генерации активных форм кислорода в 
трансгенных растениях в условиях воздействия 
субоптимальной температуры [10]. В то же время 
нами было установлено, что снижение генерации 
активных форм кислорода при холодовом стрессе не 
приводит к повышению устойчивости растений (как это 
можно было бы ожидать) к небольшим отрицательным 

температурам, по крайней мере при используемой 
в данной работе схеме воздействия. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате экспериментальной работы с 

трансгенными по гену NDB2 из A. thaliana (At_NDB2) 
молодыми растениями табака было показано мито-
хондриальное расположение трансгенного белка, его 
функциональная активность, сопутствующая активация 
AOX и цианидрезистентного дыхательного пути. Тем не 
менее активность альтернативной NADH-дегидрогеназы 
не увеличивала устойчивость данного теплолюбивого 
растения к низким положительным и небольшим отри-
цательным температурам.
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Реакция микробного сообщества ризосферы  
растений-фиторемедиантов на нефтяное загрязнение  

и применение биопрепаратов
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Аннотация. Целью представленного исследования являлась оценка микробиологической активности ризосферы 
растений, произрастающих в условиях нефтяного загрязнения и в присутствии биопрепаратов разного спектра 
действия. В качестве растений-фиторемедиантов были выбраны подсолнечник однолетний (Helianthus annuus L.)  
и житняк гребневидный (Agropyron cristatum L.). Для обработки почвы использовали углеводородокисляющий 
препарат «Ленойл» и два препарата неспецифического действия, оказывающие ростстимулирующее влияние: 
«Елена» и «Азолен». Для проведения биоремедиации с использованием растений была выбрана концентрация 
поллютанта в почве 4%. В результате исследования было показано, что в ризосфере растений под влиянием 
загрязнения незначительно увеличивалось общее микробное число и количество микроскопических грибов, но 
снижалась численность аминоавтотрофов и целлюлозолитиков. Внесение в почву неспецифических биопрепаратов 
активировало развитие микроорганизмов-деструкторов, несмотря на то, что микроорганизмы в составе препаратов 
не предназначены для детоксикации и очистки почвы. Под влиянием биопрепаратов в ризосфере растений 
подсолнечника и житняка отмечалось увеличение или стабилизация микробиологической активности, что может 
свидетельствовать об их положительном влиянии на микробиологические процессы, протекающие в почве, 
находящейся в условиях загрязнения. В целом в ризосфере растений Agropyron cristatum L. складывалась более 
благоприятная среда для развития таких групп бактерий, как аминоавтотрофы, целлюлозолитики, микромицеты 
и углеводородокисляющие бактерии. Среди изученных вариантов обработки почвы биопрепаратами для 
фиторемедиационных мероприятий предпочтительным является совмещение внесения в нефтезагрязненную 
почву биопрепарата «Ленойл» и посадки растений-фиторемедиантов. 

Ключевые слова: нефтяное загрязнение, фиторемедиация, Helianthus annuus L., Agropyron cristatum L., микробные 
препараты, ризосферная микробиота
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Abstract. The present study aims to evaluate microbiological activity in the rhizosphere of plants growing under oil 
pollution conditions and in the presence of biopreparations having a different spectrum of action. Common sunflower 
(Helianthus annuus L.) and crested wheatgrass (Agropyron cristatum L.) were selected as phytoremediation plants. The 
soil was treated with the hydrocarbon-oxidizing preparation “Lenoil” and two preparations of nonspecific action having 
a growth-stimulating effect: “Elena” and “Azolen”. A soil pollutant concentration of 4% was selected for conducting 
plant-based bioremediation. The study showed a slight increase in the total microbial count and the microscopic 
fungi count in the rhizosphere of plants due to pollution, while indicating a decrease in the count of amino-autotrophs 
and cellulolytics. The introduction of non-specific biopreparations into the soil promoted the growth of destructive 
microorganisms despite the fact that microorganisms in the preparations are not designed for soil detoxification and 
decontamination. Under the effect of biopreparations, the rhizosphere of sunflower and wheatgrass plants exhibited 
an increase or stabilization of microbiological activity, which may indicate their positive effect on microbiological 
processes occurring in contaminated soil. The rhizosphere of Agropyron cristatum L. plants generally provided a 
more favorable environment for the development of such groups of bacteria as amino-autotrophs, cellulolytics, 
micromycetes, and hydrocarbon-oxidizing bacteria. Of the studied variants of soil treatment with biopreparations 
for phytoremediation purposes, it is recommended to combine the application of the “Lenoil” biopreparation and 
the planting of phytoremediation plants in oil-contaminated soil.

Keywords: oil pollution, phytoremediation, Helianthus annuus L., Agropyron cristatum L., microbial preparations, 
rhizosphere microbiota
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ВВЕДЕНИЕ
Нефть и продукты ее переработки являются частой 

причиной загрязнения почвы и, как следствие, нару-
шения структуры микробиомов и фитоценозов [1–3]. Это 
приводит к изъятию из оборота загрязненных земель, 
реабилитировать которые крайне сложно. Разработка 
эффективных методов борьбы с данным типом поллю-
тантов является перспективным направлением эколо-
гической биотехнологии. К биообъектам, применяемым 
в технологиях рекультивации почв, относятся микроор-
ганизмы, в первую очередь углеводородокисляющие, 
и растения-фиторемедианты [4–6]. Бактерии имеют 
способность утилизировать нефтяные углеводороды за 
счет активации ферментных систем и являются ведущим 
звеном в процессе детоксикации ксенобиотиков. Роль 
растений в очистке почвы от нефтяного загрязнения 
значительно сложнее. Они способны аккумулировать, 
экстрагировать, стабилизировать поллютанты, ко всему 
прочему, в их прикорневой зоне создаются условия, в 
которых активно происходит размножение и рост микро-
организмов, участвующих в деструкции углеводородов 
[7–10]. Для усиления эффективности мероприятий по 
очистке и восстановлению плодородия почвы перспек-
тивно использовать комплексные методы, включающие 
как биопрепараты, так и растения-фиторемедианты. 
Однако, так или иначе, ключевым объектом в процессе 
рекультивации остаются микроорганизмы. В связи с 
этим целью представленного исследования являлась 
оценка микробиологической активности ризосферы 
растений, произрастающих в условиях нефтяного 
загрязнения и в присутствии биопрепаратов разного 
спектра действия. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве растений-фиторемедиантов нами были 

выбраны подсолнечник однолетний (Helianthus annuus L.)  
и житняк гребневидный (Agropyron cristatum L.). Под-
солнечнику предпочтение было отдано из-за его спо-
собности аккумулировать загрязнители [11]. В свою 
очередь житняк, обладая мочковатой корневой системой, 
образует дерновину [12], что увеличивает площадь, бла-
гоприятную для развития микроорганизмов. 

Для постановки опыта использовали чернозем южный 
Оренбургской области. По 400 г почвы помещали в веге-
тационные сосуды объемом 0,5 л с дренажом, загрязняли 
товарной нефтью в концентрации 4%. Повторность 
опыта была трехкратной. Спустя 30 суток, исходя из 
рекомендаций производителя, вносили биопрепараты 
из расчета 0,3 мл на 100 г почвы и производили посев 
заранее простерилизованных в хлорсодержащем рас-
творе семян растений-фиторемедиантов в количестве 
3–5 шт. в каждый сосуд. Далее сосуды помещали на 
световую площадку при 12-часовом световом дне и 
температуре 22–25 °С. Полив растений осуществляли 
через день. Для дальнейших исследований использовали 
30-суточные растения. В качестве контроля использовали 
растения, выращенные на незагрязненной почве.

Для обработки почвы применялись микробные 
препараты разнонаправленного действия. В качестве 
активного агента деструкции нефтяных углеводородов 
использовали препарат «Ленойл», в состав которого 
входят бактерии Pseudomonas turukhanskensis ИБ 1.1 
(титр не менее 1×108 КОЕ/г). Препарат «Азолен», соз-
данный на основе бактерий Azotobacter vinelandii ИБ (титр 
(4–8)×109 КОЕ/мл), представляет собой биоудобрение, 
обогащающее почву биогенным азотом, и обладает 
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фунгицидным и ростостимулирующим действием. Пре-
парат «Елена», состоящий из Pseudomonas aureofaciens 
ИБ 51 (титр (2–3)×109 КОЕ/мл), предназначен для оздо-
ровления и восстановления плодородия земли и для 
защиты растений от инфекций. Выбор данных препаратов 
обусловлен тем, что один из них представляет собой 
активные углеводородокисляющие бактерии [13], второй 
может способствовать нормализации баланса между 
азотом и углеродом, который всегда нарушен в случае 
нефтяного загрязнения1, третий же способен защитить 
растения-фиторемедианты от влияния фитопатогенных 
грибов, являющихся характерными представителями 
нарушенной почвы [14].

Почвенные образцы ризосферы получали путем 
встряхивания прилипших частиц с корней растений и 
далее счищали стерильным скальпелем с соблюдением 
условий стерильности2. Для определения микробиоло-
гической активности почвы использовали показатели 
численности микроорганизмов разных эколого-физио-
логических групп. Культивирование гетеротрофных бак-
терий, микроорганизмов, использующих минеральные 
формы азота (аминоавтотрофов), целлюлозолитических 
микроорганизмов, микроскопических грибов и угле-
водородокисляющих микроорганизмов проводили на 
следующих питательных средах: мясо-пептонный агар, 
крахмал-аммиачный агар, среда Гетчинсона, Чапека 
и Диановой – Ворошиловой соответственно3. 

Обработку результатов и построение диаграмм 
проводили с помощью лицензированного пакета про-
грамм Excel (MS Office 2010). Рассчитывали среднее 
арифметическое, ошибку средней арифметической, 
доверительный интервал. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Предварительно нами проводилось исследование 

уровня фитотоксичности почв с разным уровнем загряз-
нения в отношении выбранных растений для выяв-
ления оптимальной концентрации нефти, которая не 
будет значительно подавлять ростовые процессы и в 
которой растения будут способны выполнять функции 
фиторемедиантов. Исходная всхожесть семян житняка 
гребневидного была хуже, чем всхожесть семян подсо-
лнечника, и составляла 46%. С увеличением концен-
трации нефти для обоих растений показатель снижался 
(рис. 1). Начиная с уровня загрязнения 6% всхожесть 

снижалась на 35% и более. Также была оценена всхожесть 
семян подсолнечника под влиянием биопрепаратов. 
В результате было выявлено, что препараты «Ленойл» 
(всхожесть 65%) и «Елена» (всхожесть 57%) не оказали 
значительного влияния на прорастание семян по срав-
нению с вариантом опыта, в котором использовалась 
водопроводная вода (всхожесть 67%). Обработка пре-
паратом «Азолен» стимулировала прорастание семян 
до уровня 95%.

Рис. 1. Всхожесть семян растений-фиторемедиантов 
под влиянием разных концентраций нефти в почве

Fig. 1. Germination of seeds of phytoremediant plants under 
the influence of different oil concentrations for soil pollution

Дополнительно была проведена морфометрическая 
оценка проростков растений подсолнечника в условиях 
загрязнения почвы нефтью в разных концентрациях 
(табл. 1). Нефтяные углеводороды оказывали на растение 
токсическое действие, что выразилось в снижении длины 
как подземной, так и надземной части. Однако снижение 
параметров было неравномерным. В вариантах опыта с 
4 и 6%-м загрязнением морфометрические показатели 
несильно отличались друг от друга, в частности при уве-
личении концентрации нефти длина корня снижалась на 
31 и 37%. В связи с этим однозначно выделить уровень 
загрязнения, с которого начинается интенсивное влияние 
поллютанта, не удалось. Умеренное изменение длины 
проростков при достаточно высокой степени загрязнения 
не было связано с улучшением состояния растений: это 
явление, скорее, вызвано тем, что некоторые компо-
ненты нефти по своей химической структуре напоминают 
стимуляторы роста растений [15–17]. Также следует 
отметить обратную зависимость массы проростков от 
концентрации поллютанта в почве (см. табл. 1). 

1Биккинина А.Г. Разработка технологии рекультивации нефтезагрязненных объектов с использованием комплекса микро
биологических препаратов: дисс. ... канд. биолог. наук: 03.00.23. Уфа, 2007. 113 с. 
2Асеева И.В., Бабьева И.П., Бызов Б.А., Гузев В.С., Добровольская Т.Г., Звягинцев Д.Г. Методы почвенной микробиологии  
и биохимии: учеб. пособие. М.: Изд-во МГУ, 1991. 304 с. 
3Практикум по микробиологии / под ред. А.И. Нетрусова: учеб. пособие. М.: ИЦ «Академия», 2005. 608 с.

Таблица 1. Морфометрические параметры растений Helianthus annuus L. под влиянием разных концентраций  
нефти в почве

Table 1. Morphometric parameters of Helianthus annuus L. plants under the influence of different oil concentrations in the soil

Показатель Контроль
Концентрация нефти, %

2 4 6 8

Длина корня, мм 58,10±3,80 40,50±4,25 36,90±1,80 29,40±1,90 17,40±1,70

Длина стебля, мм 28,10±2,45 20,50±2,10 18,80±1,90 16,80±1,50 13,80±1,25

Масса проростка, г 1,54±0,11 1,83±0,15 1,32±0,07 1,24±0,07 0,80±0,04
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Таким образом, для проведения дальнейшей био-
ремедиации с использованием растений была опре-
делена концентрация нефти в 4%. Аналогичные данные 
неоднократно были получены нами, а также другими 
исследователями [18, 19].

Использование микробных препаратов для рекуль-
тивации нефтезагрязненной почвы, безусловно, влияет 
на количественный состав аборигенной микробиоты, 
в том числе в ризосфере растений-фиторемедиантов. 
Наиболее общими показателями, характеризующими 
почвенный микробоценоз, являются значение общего 
микробного числа (ОМЧ) и численность аминоавто-
трофов. Показатель ОМЧ соответствует численности 
гетеротрофных бактерий, выросших на питательной среде 
общего назначения. Нефтяное загрязнение не оказало 
значительного влияния на количество гетеротрофных 
микроорганизмов в ризосфере подсолнечника и привело 
к стимуляции развития данной группы на 44% в прикор-
невой зоне житняка (рис. 2). После внесения препарата 
«Ленойл» ОМЧ в загрязненной почве по сравнению с 
загрязненными образцами ризосферы подсолнечника 
не изменилось, в почвенных же образцах житняка отме-
чалось незначительное снижение указанного параметра, 
что может быть отнесено к погрешностям отбора проб. 
Рядом авторов уже отмечалось подобное явление роста 
числа гетеротрофных бактерий, и объяснялось оно тем, 
что углеводороды нефти могут использоваться в качестве 
источника углерода [20, 21]. Использование препаратов 
«Елена» и «Азолен» привело к незначительной стимуляции 
роста гетеротрофных микроорганизмов в ризосфере 
житняка, показатель ОМЧ вырос по сравнению с кон-
тролем на 48 и 30% соответственно. Однако в случае 
подсолнечника влияние рекультивирующих биоагентов 
не оказало стимулирующего влияния на показатель 
ОМЧ. Наблюдаемый рост численности гетеротрофных 
бактерий может быть связаны с тем, что для некоторых 
видов почвенных бактерий в ризосфере житняка за 
счет корневых выделений создается благоприятная 
среда как в условиях загрязнения, так и в присутствии 
биопрепаратов.

Рис. 2. Численность гетеротрофных микроорганизмов 
и аминоавтотрофов в ризосфере растений в условиях 
загрязнения и рекультивации

Fig. 2. The number of heterotrophic microorganisms and 
aminoautotrophs in the rhizosphere of plants under the 
influence of pollution and bioremediation

При изучении изменения численности аминоавто-
трофов было выявлено значительное ингибирующее 
влияние на них нефти (см. рис. 2). Показатель снизился 

в 2,5 и 5 раз в ризосфере житняка и подсолнечника 
соответственно, что может быть связано с общим 
обеднением нефтезагрязненной почвы азотом [22]. 
В прикорневой зоне подсолнечника численность 
микроорганизмов, использующих минеральные формы 
азота, под влиянием биопрепаратов восстановилась 
до контрольных значений. В ризосфере житняка чис-
ленность аминоавтотрофов под влиянием препаратов 
«Елена», «Азолен» и «Ленойл» выросла в 8 раз (см. рис. 2). 
Наличие доступных минеральных форм азота способ-
ствует развитию аминоавтотрофов, что подтверждает 
положительное влияние житняка на азотный баланс в 
почве [23], а также свидетельствует о восстановлении 
нарушенного равновесия между содержанием углерода 
и азота, характерного для нефтезагрязненных почв 
[22, 24]. Также следует отметить дисбаланс в соотно-
шениях численности гетеротрофов и микроорганизмов, 
использующих минеральные формы азота, в ризосфере 
житняка. Показатель соотношения численности бактерий 
на соответствующих питательных средах (крахмал-ам-
миачный агар / мясо-пептонный агар) характеризуется 
как коэффициент минерализации [25]. Увеличение чис-
ленности аминоавтотрофов приводит к росту данного 
коэффициента, что свидетельствует об интенсивности 
процессов минерализации, которая в числе прочего 
может затрагивать компоненты нефти. Таким образом, 
обработка биопрепаратами в значительной степени 
стимулировала развитие микроорганизмов, исполь-
зующих минеральный формы азота, в ризосфере всех 
исследуемых растений-фиторемедиантов, что может 
свидетельствовать об изменении нарушенного азотного 
баланса в почве. Различий же во влиянии препаратов 
отмечено не было.

В составе прикорневой микробиоты к постоянно 
присутствующим микроорганизмам относятся пред-
ставители микроскопических грибов (микромицеты) и 
целлюлозолитиков. Из данных, представленных в табл. 2, 
видно, что численность целлюлозолитиков снизилась 
под влиянием загрязнения нефти в ризосфере под-
солнечника и житняка в 10 и 6 раз соответственно. 
Указанная группа микроорганизмов является высо-
кочувствительной к действию поллютанта, что было 
показано уже неоднократно [5, 26]. Обработка пре-
паратом «Ленойл» благоприятно повлияла на показатель 
численности целлюлозолитиков в прикорневой зоне 
житняка, однако токсическое действие полностью не 
ликвидировалось и восстановление до контрольных 
значений не произошло. Из всех препаратов в опытах 
с растениями подсолнечника на численность целлюло-
зоразрушающих микроорганизмов наиболее благопри-
ятное влияние оказал препарат «Елена». Тем не менее 
и в данном варианте опыта показатель был в 2 раза 
ниже контрольных значений.

Микроскопические грибы способны активно разви-
ваться в нарушенных почвах [27, 28], что подтвердилось 
результатами проведенного опыта. В присутствии нефти 
в почве численность микромицетов выросла в 2,3 раза 
в ризосфере подсолнечника и на 87% в ризосфере 
житняка. Обработка биопрепаратами привела к сни-
жению данного показателя в прикорневой зоне подсол-
нечника (см. табл. 2), что свидетельствует о нормализации 
соотношения бактерий и грибов в микробиоме почвы. 
Внесение препарата «Азолен» перед посевом житняка 
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не повлияло на численность микроскопических грибов. 
Препарат «Елена» оказал благоприятное воздействие 
на данный показатель, снизив этот параметр на 17% по 
сравнению с образцами загрязненной почвы. Однако 
желаемого биофунгицидного действия от данного пре-
парата получено не было.

К специфической группе микроорганизмов, развива-
ющихся в смоделированных условиях, относятся углево-
дородокисляющие бактерии. Они присутствуют в почве 
естественным образом, однако внесение питательного 
субстрата в виде нефтяных углеводородов приводит к 
росту их численности [4, 5, 29]. Аналогичные выводы 
были получены нами при анализе данной группы микро-
организмов в ризосфере растений-фиторемедиантов 
(см. табл. 2). Внесение в почву товарной нефти привело 
к увеличению показателя в 7 и 21 раз в ризосфере под-
солнечника и житняка соответственно. Значительного 
роста углеводородокисляющих микроорганизмов после 
применения неспецифического биопрепарата «Азолен» 
отмечено не было. В образцах, обработанных препаратом 
«Ленойл», зарегистрированы максимальные значения 
численности данной группы микроорганизмов. Досто-
верной разницы между показателями в прикорневой 
зоне подсолнечника и житняка не выявлено. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате предварительных иссле-

дований фитотоксичности различных концентраций нефти 
в отношении изучаемых растений было определено, 

что для проведения фиторемедиации содержание 
поллютанта может составлять 4% от массы почвы без 
существенного негативного влияния на растения. 

В результате оценки численности разных групп микро-
организмов в ризосфере растений Helianthus annuus 
L. и Agropyron cristatum L. отмечалось увеличение или 
стабилизация микробиологической активности при обра-
ботке нефтезагрязненной почвы всеми исследуемыми 
биопрепаратами, что может свидетельствовать об их 
положительном влиянии на микробиологические про-
цессы, протекающие в почве, находящейся в условиях 
загрязнения. В целом в ризосфере растений Agropyron 
cristatum L. складывалась более благоприятная среда 
для развития таких групп бактерий, как аминоавтотрофы, 
целлюлозолитики, микромицеты и углеводородокисляющие 
бактерии. Это может быть связано со спецификой как 
самой корневой системы растения, так и прикорневых 
выделений, характерных для растений семейства Злаки. 

Из представленных вариантов обработки почвы для 
ее восстановления и очищения от нефтяного загряз-
нения наиболее предпочтительным оказалось совме-
щение внесения в загрязненную почву биопрепарата 
«Ленойл» и выращивания растений-фиторемедиантов. 
В данном случае происходило усиление потенциала 
предложенного способа рекультивации в результате 
внесения углеводородокисляющих микроорганизмов в 
виде биопрепарата, а также вследствие растительно-ми-
кробного взаимодействия, которое вносит большой 
вклад в процессы детоксикации поллютантов [6, 9, 21].
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Аннотация. Организмы-экстремофилы способны выживать в экстремальных условиях посредством уникальных 
механизмов устойчивости. К таким организмам относятся лишайники – симбиотические ассоциации грибов и 
водорослей и/или цианобактерий. Высокая стрессовая устойчивость лишайников помимо прочих факторов обусловлена 
их способностью синтезировать широкий спектр метаболитов, в том числе разнообразные по химической структуре 
липидные соединения. Несмотря на очевидную важность, биохимические механизмы стрессовой устойчивости 
лишайников, опосредованные изменениями липидного профиля, изучены недостаточно полно. Пельтигеровые 
лишайники являются обособленным отделом лишайников, для которых характерны высокие темпы роста и индексы 
метаболической активности. Учитывая умеренный климат произрастания данных лишайников, можно предположить, 
что они могут обладать повышенной чувствительностью к перепадам температур. Эти факторы обусловили выбор 
эпигейного лишайника Peltigera canina в качестве объекта нашего исследования. В настоящей работе были изучены 
стресс-индуцированные изменения редокс-статуса лишайника P. canina, а также изменения его липидного состава 
при действии повышенной (40 °С) температуры. Воздействие неблагоприятной температуры на гидратированные 
талломы лишайника приводило к увеличению содержания перекиси водорода, фенолоксидазной активности, а 
также повышению уровня перекисного окисления липидов, что является важной составляющей стрессового ответа 
лишайника. Стресс-индуцированное изменение редокс-статуса талломов лишайника стимулировало увеличение 
содержания антиоксидантных агентов липофильной природы: резко возрастал уровень α-токоферола, увеличивалось 
содержание каротиноидов, в частности β-каротина. Таким образом, накопление липофильных антиоксидантов является 
важной частью липид-опосредованного стрессового ответа лишайника P. canina на повышение температуры.
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Abstract. Extremophile organisms can survive under extreme conditions through tolerance mechanisms. Such 
organisms include lichens, which are symbiotic associations of fungi and algae and/or cyanobacteria. Among other 
factors, the high stress tolerance of lichens can be attributed to their ability to synthesize a wide range of metabo-
lites, including chemically diverse lipid compounds. Despite their obvious relevance, the biochemical mechanisms of 
stress tolerance in lichens that are mediated by changes in the lipid profile remain understudied. Peltigerous lichens 
constitute a separate division of lichens characterized by high growth rates and metabolic activity indices. Taking into 
account the temperate climate in which these lichens grow, it can be assumed that they may be highly sensitive to 
temperature fluctuations. These factors led to the choice of Peltigera canina, epigeic lichen, as the subject matter of 
this study. The present work examined stress-induced changes in the redox status of P. canina, as well as changes 
in its lipid composition at an elevated temperature (40 °С). The exposure of hydrated lichen thalli to an unfavorable 
temperature led to an increase in the level of hydrogen peroxide, phenoloxidase activity, and lipid peroxidation, which 
constitutes an important part of stress response in lichen. The stress-induced changes in the redox status of lichen 
thalli stimulated an increase in lipophilic antioxidant agents: a dramatic increase in the level of α-tocopherol and 
an increase in carotenoids, specifically β-carotene. Thus, the accumulation of lipophilic antioxidants constitutes an 
important part of the lipid-mediated stress response of P. canina to temperature elevation.

Keywords: lichen, lipids, carotenoids, α-tocopherol, oxidative stress, temperature stress
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема стрессовой устойчивости живых орга-

низмов является предметом пристального внимания 
ученых в течение многих лет. В связи с этим повышенный 
интерес исследователей вызывают экстремофилы – орга-
низмы, способные выживать в экстремальных условиях 
посредством уникальных механизмов устойчивости. К 
таким организмам относятся и лишайники, которые 
представляют собой симбиотические ассоциации между 
грибами (микобионтами) и водорослями и/или циа-
нобактериями (фотобионтами). Температурный стресс 
является достаточно обычным явлением для лишай-
ников, произрастающих зачастую в неблагоприятных 
условиях. В настоящее время известно, что большинство 
лишайников в высушенном состоянии чрезвычайно 
устойчивы к высокотемпературному стрессу, тогда как 
гидратированные талломы обладают значительно большей 
чувствительностью к изменению температуры [1, 2]. 
Интересной группой лишайников являются лишайники 
порядка Пельтигеровые, широко распространенные по 
всему миру и произрастающие в умеренном климате. 
Данные лишайники являются обособленным отделом 
лишайников и относятся к отдельной ветви лишайникового 
сообщества. Известно, что они отличаются высокими 
темпами роста и активным редокс-метаболизмом [3]. 
В связи с этим можно предположить, что пельтигеровые 
лишайники продемонстрируют выраженную реакцию 
к действию неблагоприятных температур. Одним из 
известных представителей пельтигеровых является эпи-
гейный двухкомпонентный цианолишайник Peltigera 
canina, который был выбран в качестве объекта наших 
исследований. Известно, что важной составляющей 
стрессового ответа живого организма на воздей-
ствие абиотических стрессовых факторов является 
увеличение образования активных форм кислорода 
(АФК) [4] и развитие окислительного стресса, который 
сопровождается перекисным окислением липидов и 

повреждением клеточных мембран. В связи с этим 
актуально изучение стресс-индуцированных изме-
нений в липидном профиле лишайников, в том числе 
в содержании липофильных соединений, обладающих 
антиоксидантными свойствами. В настоящее время 
биохимические механизмы стрессовой устойчивости 
лишайников, опосредованные изменениями липидного 
профиля, изучены недостаточно полно. Целью настоящей 
работы было изучение изменений липидного состава 
лишайника P. canina при действии повышенной темпе-
ратуры. Понимание биохимических основ липид-опо-
средованных стрессовых ответов лишайников поможет 
более углубленно и детально разобраться в механизмах 
стрессовой устойчивости экстремофилов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования служили талломы лишайника 

P. canina, собранного на территории Республики 
Татарстан в мае 2023 года. После сбора и предва-
рительной очистки талломы лишайника высушивали 
при комнатной температуре. Высушенный материал 
помещали в морозильную камеру (минус 20 °C) на 
хранение до использования в экспериментах.

Стрессовая обработка лишайника Peltigera canina. 
Талломы лишайника, выложенные в один слой, гидрати-
ровали в контейнерах на вискозных салфетках, увлаж-
ненных дистиллированной водой, в течение двух суток 
при температуре 5 °С. Перед стрессовой обработкой 
контейнеры с гидратированными талломами оставляли 
на 2 ч при комнатной температуре, после чего их раскла-
дывали по 1,0±0,1 г на диски фильтровальной бумаги, 
смоченной 1,5 мл дистиллированной воды, которые 
были уложены на чашки Петри. Для стрессовой обра-
ботки чашки Петри с образцами закрывали, помещали 
в термостат ТСО-1/80 СПУ (Смоленское СКТБ СПУ, 
Россия) и оставляли при температуре 40 °C на 30 мин, 
1 ч, 2 ч, 3 ч с целью изучения динамики образования 
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перекиси при действии повышенной температуры для 
понимания окислительных процессов, происходящих 
в талломах лишайника при температурном стрессе. 
В остальных экспериментах опытные образцы поме-
щались в термостат и оставлялись при температуре 
40 °C на 3 ч, поскольку стресс-индуцированные изме-
нения липидного состава талломов происходят в течение 
более длительного времени, чем быстрые стрессовые 
изменения редокс-статуса клеток. Контролем во всех 
экспериментах служили гидратированные талломы 
лишайника, выдержанные в течение 2 ч после гидра-
тации при комнатной температуре.

Оводненность талломов лишайника определяли в 
каждой временной точке высушиванием до постоянного 
веса на анализаторе влажности АВГ-60 («Госметр», Россия).

Определение уровня перекиси водорода. Опреде-
ление уровня перекиси водорода производили согласно 
источникам [5, 6]. Таллом лишайника (1:4 вес/об.) гомо-
генизировали в 0,05 М растворе Na-фосфатного буфера 
с рН 6,2, после центрифугировали в течение 10 мин 
при 11340 g. Концентрацию Н2О2 в супернатанте опре-
деляли с использованием ксиленолового оранжевого 
в присутствии Fe2+ при 560 нм. 

Измерение содержания гидроксильного радикала. 
Измерение содержания гидроксильного радикала осу-
ществляли согласно материалу [7]. Образование гидрок-
сильных радикалов оценивали по скорости окисления 
дезоксирибозы. 0,5 г таллома лишайника помещали в 
20 мл 0,5 М раствора Na-фосфатного буфера с рН 5, 
содержащего хинон (2 мM), Fe+3 (20 мM), оксалиновую 
кислоту (60 мM), дезоксирибозу (140 мM). Реакционную 
смесь перемешивали на качалке в течение 1 ч, после 
чего были отобраны пробы по 0,99 мл. В качестве  
«стоп»-раствора в пробы добавляли 0,01 мл 50%-й  
ортофосфорной кислоты. Подготовленные пробы замо-
раживали. Перед началом анализа их размораживали, 
отбирали по 0,05 мл раствора образца, добавляли 0,25 мл 
2,5%-го раствора трихлоруксусной кислоты и 0,25 мл 
1%-го раствора тиобарбитуровой кислоты в 50 мМ рас-
творе гидроксида натрия и доводили объем реакционной 
смеси до 1 мл дистиллированной водой. Затем смесь 
нагревали при температуре 90 °С в течение 15 мин и 
охлаждали. Измерения оптической плотности проводили 
на спектрофотометре при 532 нм. Результаты анализа 
были преобразованы в эквивалент малонового диаль-
дегида с использованием коэффициента экстинкции , 
равного 156 мМ-1×см-1.

Определение уровня перекисного окисления липидов. 
Об уровне перекисного окисления липидов судили по 
накоплению малонового диальдегида, определяемого 
по продукту его реакции с тиобарбитуровой кислотой [8].  
0,5 г таллома лишайника растирали с 1,5 мл 20%-го 
раствора трихлоруксусной кислоты. Гомогенат центри-
фугировали 5 мин при 11340 g. К 0,05 мл супернатанта 
добавляли 0,45 мл 20%-го раствора трихлоруксусной 
кислоты и 0,5 мл 1%-го раствора тиобарбитуровой 
кислоты в 50 мМ растворе гидроксида натрия. Затем 
смесь нагревали на кипящей бане при температуре 
90 °С в течение 30 мин и охлаждали. Измерения опти-
ческой плотности проводили на спектрофотометре 

при 532 нм. Для вычисления содержания малонового 
диальдегида использовали коэффициент экстинкции ,  
равный 156 мМ-1×см-1.

Измерение активности редокс-ферментов. Измерение 
активности редокс-ферментов отслеживали согласно 
источникам [9, 10]. Ферментный экстракт получали путем 
гомогенизации 0,1 г лишайника в жидком азоте и после-
дующей экстракции в 2 мл 0,05 М Na-фосфатного буфера 
с pH 7,0 в течение 1 ч. Гомогенат центрифугировали 
при 8000 g 30 мин. Активность ферментов определяли 
спектрофотометрически на приборе UV-1600 (Shumadzu, 
Япония) в кварцевых кюветах с длиной оптического пути 
1 см. Активность пероксидазы класса III (КФ 1.11.1.7) 
определяли по скорости окисления 1 мМ о-дианизидина 
при 460 нм ( 460 = 30,0 мМ-1×см-1) в присутствии 1 мМ 
Н2О2 в 70 мМ Na-цитратном буфере с рН 5,5. Активность 
каталазы (КФ 1.11.1.6) оценивали по снижению опти-
ческой плотности в области светопоглощения Н2О2 при 
240 нм ( 240 = 43,6 М-1×см-1) ежесекундно в течение 
120 с. Реакционная смесь содержала 0,44 мл 0,5 М К,  
Na-фосфатного буфера с pH 7,0, 0,01 мл экстракта и 
0,05 мл 20 мМ Н2О2.

Экстрагирование липидов из лишайника Peltigera 
canina. Экстрагирование липидов из лишайника P. canina 
осуществляли согласно методике, описанной в источнике 
[11]. 1 г таллома лишайника растирали в жидком азоте 
и добавляли смесь хлороформа и метанола (1:2), для 
интенсификации извлечения липидов смесь в колбе 
подвергали обработке ультразвуком при помощи ульт-
развуковой ванны «Сапфир» («Сапфир», Россия). Выход 
липидных веществ рассчитывали гравиметрическим 
методом1. 

Тонкослойная хроматография. Исследование состава 
липидов проводили с помощью автоматизированной 
системы для тонкослойной хроматографии фирмы CAMAG 
(Швейцария). Экстракты липидов растворяли в смеси 
хлороформа и метанола (1:1) (10 мг/мл). Для хрома-
тографии использовали пластины Cat.N 1.05626.0001 
(Merck KGaA, Германия). Нанесение растворов экстрактов 
и стандартов – α-токоферола, кофермента Q, олеиновой 
кислоты (Sigma-Aldrich, США, степень чистоты не менее 
95%) – на хроматографическую пластину выполняли 
на автоматическом аппликаторе Linomat 5 (CAMAG, 
Швейцария) в виде треков шириной 7 мм. Разделение 
липофильных соединений проводили в автоматической 
камере для элюирования ADC 2 (CAMAG, Швейцария), 
линия фронта подвижной фазы составляла 80 мм. В 
качестве подвижной фазы использовали соединение 
гексана, этилового эфира и уксусной кислоты (80:20:1). 
Далее пластины опрыскивали 10%-м раствором H2SO4 в 
этаноле с помощью пульверизатора («Ленхром», Россия), 
высушивали и нагревали в течение 20 мин при темпе-
ратуре 150 °С. После проводили денситометрическое 
сканирование хроматографических пластин на спек-
троденситометре TLС Scanner 4 (CAMAG, Швейцария) 
при следующих параметрах: режим – отражательная 
абсорбция, длина волны – 490 нм, щель – 6,0×0,4 мм,  
скорость сканирования – 20 мм/с, разрешение –  
100 мкм/шаг, математический фильтр – Savitsky – Golay 7.  
Количественное определение α-токоферола, кофер-

1ОФС 1.2.1.0010.15. Потеря в массе при высушивании. Утв. Приказом Минздрава России от 31.10.2018 г. № 749.  
Введ. 01.12.2018 г.
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мента Q и жирных кислот в исследуемых экстрактах 
осуществляли с помощью полученных калибровочных 
уравнений (табл. 1). 

Высокоэффективная жидкостная хроматография. 
Исследование состава каротиноидов проводили с 
помощью высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии на хроматографе LicArt 62 («Лабконцепт», 
Россия). Пробоподготовку и разделение пигментов 
осуществляли согласно источнику [12] c небольшими 
модификациями. Образец таллома лишайника растирали 
в жидком азоте, из полученного порошка отбирали 
навеску массой 0,1 г и переносили ее в пробирку типа 
Эппендорф, далее к ней добавляли 0,5 мл ацетона. Для 
интенсификации извлечения каротиноидов смесь в 
пробирках типа Эппендорф в течение 5 мин подвергали 
обработке ультразвуком при помощи ультразвуковой 
ванны «Сапфир» («Сапфир», Россия), далее в течение 
5 мин центрифугировали при 6700 g. Супернатант 
отделяли, а к осадку добавляли 0,5 мл ацетона. Стадии 
экстрагирования повторяли до максимально полного 
извлечения пигментов (5–6 стадий). Полученные экс-
тракты объединяли и высушивали на роторном испа-
рителе. Для высокоэффективной жидкостной хромато-
графии использовали следующие соединения: элюент 
А – ацетонитрил – метанол – вода (75:12:4), элюент 
В – метанол – этилацетат (68:32). Высушенные экстракты 
пигментов растворяли в 200 мкл элюента А, центрифу-
гировали в течение 5 мин при 6700 g, 50 мкл супер-
натанта отбирали и хроматографировали на колонке с 
обращенной фазой Inertsil ODS-3 (3 мкм, 4,6×100 мм 
(GL Sciences, Япония)). Соединения хроматографировали 
при градиентном режиме со следующей последователь-
ностью элюентов: 0 мин А – 100%; 0–15 мин А – 0% и  
В – 100%; 15–40 мин В – 100%. Скорость потока 
элюента составляла 0,5 мл/мин. Детектирование каро-
тиноидов проводили с помощью диодно-матричного 
детектора (DAD-62 («Лабконцепт», Россия) при 440 нм. 
Управление работой хроматографа, прием и обработку 
полученных данных проводили с помощью специали-
зированной компьютерной программы LicArt WSV. 

Идентификацию каротиноидов в экстрактах талломов 
лишайника осуществляли по электронным спектрам в 
области 300–700 нм, а также путем сопоставления с 
временами выхода стандартов каротиноидов – β-ка-
ротина, лютеина и кантаксантина (Sigma-Aldrich, США, 
степень чистоты не менее 95%), хроматографируемых 
при аналогичных условиях. 

Статистический анализ. Опыты проводили в 3–5 
биологических и 3–10 аналитических повторностях. 
Полученные данные были представлены в виде средних 
арифметических значений со стандартными ошибками. 

Все экспериментальные данные по количественному 
определению липидов и каротиноидов имеют нор-
мальное распределение признака. Для сравнения 
их средних арифметических значений использовали 
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с оценкой 
попарных различий с помощью критериев Тьюки и 
Бонферрони. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В естественной среде обитания лишайники часто 

испытывают перепады температур, характерные для 
каждой определенной местности. Большинство лишай-
ников в сухом виде способны переносить изменения 
температур в широком диапазоне [1]. В отличие от 
сухих талломов гидратированные лишайники обладают 
гораздо большей чувствительностью к воздействию 
неблагоприятных температур [2]. Исследования реакций 
фотосинтетического аппарата лишайника Parmelina 
tiliacea на действие высоких температур в сухом и 
влажном состоянии показали, что выдерживание сухого 
лишайника (при 50 °C) в течение 24 ч не вызывало 
заметной стрессовой реакции в отличие от стрессового 
ответа влажных талломов, термическая обработка 
которых (45 °C) приводила к инактивации боль-
шинства реакционных центров фотосистемы II [13, 14].  
Как отмечалось выше, пельтигеровые лишайники 
характеризуются высокими темпами роста и активным 
редокс-метаболизмом [3]. Кроме того, они произрастают 
в средних широтах и, возможно, не обладают повы-
шенной температурной устойчивостью, что позволяет 
ожидать от них более яркой стрессовой реакции на 
температурное воздействие. 

Настоящая работа была посвящена исследованию 
действия повышенной температуры (40 °C) на гидра-
тированные талломы лишайника P.  canina, в част-
ности на изменение липидного профиля лишайника 
в условиях температурного стресса. Количественный 
анализ липидных веществ в лишайнике показал, что 
в опытных образцах, подвергнутых высокотемпера-
турному воздействию в течение 3 ч, их содержание 
уменьшилось с 3,8±0,4 до 2,6±0,2% от сухой массы. 

Известно, что липидный профиль лишайников 
включает в себя широкий спектр соединений, пред-
ставленных мембранными липидами (фосфолипиды, 
гликолипиды, стерины), запасными липидами (ацилг-
лицериды), а также различными вторичными метабо-
литами, например каротиноидами [15]. Ранее нами 
было установлено, что липидные экстракты лишайника 
P. canina содержат различные нейтральные и полярные 
липиды. При воздействии на лишайник повышенной 
температуры качественный состав липидов не изме-

Таблица 1. Калибровочные уравнения для количественного определения индивидуальных веществ

Table 1. Calibration equations for quantification of individual substances

Вещества-стандарты Количество, мкг Полученное калибровочное уравнение 
(по площади пиков) Коэффициент корреляции

α-Токоферол 2; 4; 6 у = 2174 + 882х 0,99

Олеиновая кислота 2; 4; 6 у = 2583 + 741х 0,98

Кофермент Q 1; 2; 3 у = 1677 + 1865х 0,99
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нялся, но заметно изменялось содержание отдельных 
липидов – тритерпенов, жирных кислот и углеводо-
родов [16]. Полученные данные свидетельствуют о 
существенном влиянии повышенной температуры на 
липидный профиль лишайника P. canina и вовлечении 
липидных соединений в стрессовый ответ лишайника 
на температурное воздействие.

Важной составляющей ответа живого организма 
на воздействие абиотических стрессовых факторов 
является увеличение образования АФК [4] и развитие 
окислительного стресса, который запускает каскад 
биохимических реакций, направленных на формиро-
вание адаптации к стрессовому фактору. В связи с этим 
нами была проведена оценка редокс-статуса талломов 
лишайника после воздействия на него повышенной 
температуры. Проведенные эксперименты показали, 
что в условиях высокотемпературного нагрева уже 
через 30 мин уровень перекиси водорода в клетках 
заметно увеличивался (рис. 1), однако в последующие 
30 мин наблюдалось возвращение содержания перекиси 
водорода к контрольному уровню. Дальнейшее воздей-
ствие повышенной температуры не вызвало сильного 
роста уровня перекиси водорода в клетках лишайника, 
после 3 ч обработки он был выше контроля всего в 
1,2 раза. 

Рис. 1. Динамика изменения содержания перекиси 
водорода в талломах лишайника Peltigera canina  
при действии повышенной температуры (3 ч, 40 °С).  
На рисунке представлены средние арифметические 
значения и стандартные ошибки при n = 5. Достоверность 
различий определяли с помощью двухвыборочного 
критерия Колмогорова – Смирнова при р < 0,05 (*); 
р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 1. Dynamics of changes in the H2O2 content in the thalli 
of the lichen Peltigera canina under the influence of elevated 
temperature (3 h, 40 °С). The figure shows arithmetic means 
and standard errors for n = 5. Significance of differences was 
determined using the two-sample Kolmogorov – Smirnov Test 
at p < 0.05 (*); p < 0.01 (**); p < 0.001 (***)

Измерение активности редокс-ферментов показало 
увеличение фенол-ксидазной активности (рис. 2, a) и 
снижение активности каталазы (рис. 2, b) при действии 
повышенной температуры (40 °С). Аналогичные законо-

мерности часто наблюдаются у лишайников в условиях 
окислительного стресса. По данным С. Кузель [17], 
активность каталазы лишайников (Cladonia rangiferina, 
Hypogymnia physodes, Evernia prunastri, Hypogymnia 
physodes) резко снижается в условиях окисления, 
вызванного инкубацией талломов в атмосфере с повы-
шенным содержанием диоксида серы. 

Рис. 2. Изменение активности фенолоксидазы (a)  
и каталазы (b) в талломах Peltigera canina при действии 
повышенной температуры (3 ч, 40 °С). На рисунке 
представлены средние арифметические значения  
и стандартные ошибки при n = 5. Достоверность различий 
определяли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа при р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 2. Changes in phenol oxidase (a) and catalase (b) 
activity in Peltigera canina thalli under the action of elevated 
temperature (3 h, 40 °С). The figures show arithmetic means 
and standard errors for n = 5. Significance of differences was 
determined using one-way analysis of variance (ANOVA)  
at р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Обработка повышенной температурой приводила к 
снижению образования гидроксильного радикала в экс-
траклеточном растворе (рис. 3) и усилению перекисного 
окисления липидов в талломах лишайника (рис. 4). 
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Рис. 3. Изменение содержания гидроксильного радикала 
в талломах Peltigera canina при действии повышенной 
температуры (3 ч, 40 °С). На рисунке представлены 
средние арифметические значения и стандартные ошибки 
при n = 5. Достоверность различий определяли с помощью 
двухвыборочного критерия Колмогорова – Смирнова  
при р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 3. Changes in the content of hydroxyl radical in Peltigera 
canina thalli under the action of elevated temperature 
(3 h, 40 °C). The figure shows the arithmetic means and 
standard errors for n = 5. Significance of differences was 
determined using the two-sample Kolmogorov – Smirnov Test 
at р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Рис. 4. Изменение уровня перекисного окисления липидов 
лишайника в талломах Peltigera canina при действии 
повышенной температуры (3 ч, 40 °С). На рисунке 
представлены средние арифметические значения и 
стандартные ошибки при n = 5. Достоверность различий 
определяли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа при р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 4. Changes in the level of lipid peroxidation in lichen 
in thalli of Peltigera canina under the influence of elevated 
temperature (3 h, 40 °C). The figure shows the arithmetic 
means and standard errors for n = 5. Significance of 
differences was determined using one-way analysis of variance 
(ANOVA) at р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

В работе К.Э. Мойо с соавторами [18] показано, 
что, несмотря на то, что род Peltigera характеризуется 
высокой активностью редокс-ферментов, этот широко 
распространенный род лишайников обладает слабой 
способностью превращать добавленный хинон в гидро-
хиноны. Это привело авторов [18] к предположению о 
том, что скорость образования гидроксильного радикала 
определяется активностью хинонредуктазы. Вероятно, 
снижение содержания гидроксильного радикала при 
высокотемпературной обработке лишайника P. canina 
обусловлено ингибированием активности экстракле-
точных хинонредуктаз, ответственных за производство 
гидроксильного радикала. 

Все наблюдаемые изменения редокс-параметров 
свидетельствуют о развитии окислительного стресса в 
лишайнике P. canina в ответ на высокотемпературную 
обработку талломов. В связи с этим возникло предпо-
ложение о возможном включении антиоксидантных 
систем лишайника в ответ на действие повышенной 
температуры. Е.Р. Котловой2 был проведен детальный 
анализ антиоксидантных систем лишайников, в том 
числе и лишайника P. canina. Несмотря на давность, 
данное исследование не утратило своей актуальности и 
ценности. Автором отмечено, что у живых организмов 
имеются две принципиальные стратегии (действующие 
независимо или в комбинации), которые обеспечивают 
защиту от окислительного повреждения [19]. Первая 
включает изменение молекулярного состава мембран, 
что влечет за собой изменение проницаемости и, соот-
ветственно, доступности клеточных компонентов для 
токсичных продуктов. Вторая основана на активации 
систем, обеспечивающих химическую детоксикацию 
АФК и свободных органических радикалов. Существует 
неферментативная система антиоксидантной защиты, 
в которой участвуют низкомолекулярные соединения – 
«перехватчики» АФК и органических радикалов, а также 
вещества, которые регенерируют антиоксиданты (синер-
гисты), и ферментативная система антиокислительной 
защиты, к которой относятся такие ферменты, как супе-
роксиддисмутазы, пероксидазы, каталаза [19–22].

В связи с вышесказанным, в лишайнике P. canina 
нами были исследованы стресс-индуцированные изме-
нения общего липидного профиля с фокусировкой на 
вещества, обладающие выраженным антиоксидантным 
действием. К таким соединениям относятся α-токоферол, 
кофермент Q и каротиноиды. 

Было показано, что при действии повышенной тем-
пературы происходит резкое падение уровня жирных 
кислот (табл. 2), что может быть вызвано их окислением, 
и это согласуется с нашими данными о повышении 
уровня перекисного окисления липидов в лишайнике 
на фоне действия высокой температуры (см. рис. 4).

Основная функция токоферолов связана с торможением 
перекисного окисления липидов в липидной фазе [23]. 
Они вызывают обрыв цепей свободнорадикального окис-
ления путем взаимодействия с пероксильными и алкок-
сильными радикалами [24]. Кроме участия в реакциях 
обрыва цепей окисления молекулы токоферола, анало-
гично стеринам, снижают проницаемость мембран, а 
также связывают свободные жирные кислоты, избыток 
которых дестабилизирует мембранную структуру [25]. Из 

2Котлова Е.Р. Антиокислительные системы лишайников: дис. … канд. биол. наук: 03.00.12, 03.00.24. СПб., 2000. 199 с.
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всех известных форм токоферолов в лишайниках был 
обнаружен только α-токоферол [26, 27]. В наших экс-
периментах при действии повышенной температуры 
в лишайнике наблюдалось значительное увеличение 
содержания α-токоферола (см. табл. 2), которое сопро-
вождалось заметным снижением уровня кофермента Q.  
Кофермент Q является жирорастворимым антиоксидантом, 
способным постоянно регенерировать из окисленной 
формы с помощью ферментных систем. Непосредственное 
(прямое) антиоксидантное действие кофермента Q заклю-
чается в улавливании свободных радикалов. Опосредо-
ванное антиоксидантное действие кофермента Q состоит 
в предупреждении образования феноксил-радикалов α-то-
коферола и его возможного прооксидантного действия. 
Как известно, высокая антиокислительная активность 
α-токоферола проявляется только в условиях непрерывного 
функционирования редокс-цикла2. 

Еще одним важным участником неферментативной 
антиоксидантной системы являются каротиноиды, 
которые, как известно, способны утилизировать сво-
бодные радикалы [28]. Каротиноиды принимают участие 
в защите клеточных структур от фотодеструкции, а также 
могут взаимодействовать с органическими радикалами 
жирных кислот, действуя как «ловушки» радикалов2  
[21, 29]. С одной стороны, есть мнение, что каротиноиды 
и токоферолы проявляют синергизм в защите липидов от 
повреждающего действия свободных радикалов [30, 31].  

С другой стороны, показано, что токоферол защищает 
каротиноиды от окисления, взаимодействуя с их ради-
калами [32]. У цианолишайников (Collema, Leptogium, 
Peltigera, Pseudocyphellaria, Sticla) преобладают типичные 
для цианобактерий кето-каротиноиды – эхиненон и 
кантаксантин. Нужно отметить, что антиокислительная 
активность кето-каротиноидов значительно выше, чем 
гидроксисоединений. В ряду кето-каротиноидов наи-
большей антиокислительной активностью обладают 
соединения, имеющие в своем составе максимальное 
количество кето-групп. Например, было показано, что 
кантаксантин и астаксантин, имеющие две кето-группы, 
более эффективны в детоксикации радикалов, чем эхи-
ненон, химическая структура которого содержит только 
одну кето-группу [33, 34]. В ходе наших экспериментов 
было обнаружено, что при действии повышенной тем-
пературы наблюдается увеличение суммарного коли-
чества каротиноидов в талломах лишайника почти в 
2 раза (табл. 3). 

В составе обнаруженных каротиноидов удалось 
идентифицировать β-каротин, лютеин и кето-каро-
тиноид кантаксантин. Надо отметить, что β-каротин 
является основным преобладающим каротиноидом в 
лишайнике P. canina. Как видно из табл. 3, в условиях 
температурного стресса в сумме каротиноидов уве-
личивается доля β-каротина, тогда как относительное 
содержание лютеина и кантаксантина уменьшается. 

Таблица 2. Количество индивидуальных липидов в талломах лишайника Peltigera canina при действии повышенной 
температуры (3 ч, 40 °С) (n = 3)

Table 2. Individual lipids amount in the thalli of the lichen Peltigera canina under the action of elevated temperature (3 h, 40 °C) (n = 3)

Индивидуальные липиды
Количество, мкг/г сухой массы

Контроль Опыт

Жирные кислоты 1296±74 224±30***

α-Токоферол 28±3 620±41***

Кофермент Q 52±7 Н.д.

Примечание. Достоверность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа при р < 0,05 (*); 
р < 0,01 (**); р < 0,001 (***). Н.д. – не детектируется.

Таблица 3. Изменение относительного содержания каротиноидов в талломах лишайника Peltigera canina при действии 
повышенной температуры (3 ч, 40 °С) (n = 3)

Table 3. Changes in the relative content of carotenoids in the thalli of the lichen Peltigera canina under the influence  
of elevated temperature (3 h, 40 °C) (n = 3)

Каротиноиды
Площадь пика,  

mAU×мин
Относительное 
содержание, %

Площадь пика, 
mAU×мин

Относительное 
содержание, %

Контроль Опыт

β-Каротин 2673±26 54,8±0,1 6345±368*** 60,7±0,2***

Лютеин 645±12 13,2±0,2 1116±11*** 10,8±0,6*

Кантаксантин 274±7 5,6±0,1 319±17 3,1±0,1***

Н.и. 316±2 6,5±0,1 656±64*** 6,3±0,3

Н.и. 378±12 7,8±0,3 652±38** 6,2±0,1**

Н.и. 389±5 8,0±0,1 872±75** 8,3±0,3

Н.и. 199±4 4,1±0,1 485±33*** 4,6±0,1**

Всего 4874±39 100,0 10445±593*** 100,0

Примечание. Достоверность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа при р < 0,05 (*); 
р < 0,01 (**); р < 0,001 (***). Н.и. – неидентифицированный каротиноид.
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Полученные данные отличаются от данных, описанных в 
вышеупомянутой работе Е.Р. Котловой2, где в условиях 
окислительного стресса, вызываемого действием окис-
лителя Fe2+-аскорбата, наблюдалось резкое уменьшение 
β-каротина и увеличение содержания кантаксантина. 
Однако и в нашей работе также была обнаружена 
обратная корреляция между содержанием кантак-
сантина и β-каротина, что, возможно, обусловлено 
различными функциональными особенностями этих 
каротиноидов при осуществлении антиоксидантной 
защиты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, на основании полученных данных 

можно заключить, что при действии повышенной тем-
пературы на талломы лишайника P.  canina наблю-
дается изменение редокс-статуса клеток талломов и 
развитие окислительного стресса, который приводит 
к активизации неферментативной антиоксидантной 
системы лишайника, в частности происходит увели-
чение содержания низкомолекулярных антиоксидантов 
липофильной природы, что является липид-опосредо-
ванным стрессовым ответом лишайника на действие 
повышенной температуры. 
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Аннотация. Бактерии обеспечивают дополнительную устойчивость растений к неблагоприятным факторам 
окружающей среды, таким как недостаток питательных веществ в почве, наличие антропогенного загрязнения, 
присутствие фитопатогенов и т.д. Поиск ценных биотехнологических штаммов целесообразно проводить 
среди микроорганизмов, ассоциированных с растениями, произрастающими в неблагоприятных условиях 
среды обитания. Целью данной работы было выделение и описание микроорганизмов, населяющих эндо- и 
ризосферу узколокального эндемика Приольхонья (Ольхонский район Иркутской области) Hedysarum zundukii. 
В результате проделанной работы было выделено 88 штаммов микроорганизмов, причем грамположительные 
микроорганизмы преобладали как в ризо-, так и в эндосфере. В ризосфере подавляющее большинство штаммов 
относилось к актиномицетам. Из 25 идентифицированных изолятов 4 относятся к семейству Rhizobiaceae. 
Ризобактерия Phyllobacterium zundukense ранее была описана в составе микробиома корневых клубеньков 
бобового растения Oxytropis triphylla, также произрастающего в этом регионе. Обнаружение ее в ризосферной 
почве H. zundukii позволяет сделать предположение о том, что данный микроорганизм не связан с одним 
хозяином, а ассоциирован с разными видами бобовых. Особый интерес представляют штаммы Actinomycetia, 
а также Lysobacter sp. и Variovorax paradoxus, которые перспективны для дальнейшего изучения в качестве 
продуцентов биологически активных соединений, стимуляторов роста и развития растений или деструкторов 
поллютантов. Таким образом, изоляты, выделенные из ризо- и эндосферы H. Zundukii, могут обладать признаками, 
полезными для использования в биотехнологии, и требуют дальнейшего изучения. 
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Abstract. Bacteria provide plants with additional resistance to adverse environmental factors, such as the lack of soil nutrients, 
anthropogenic pollution, the presence of phytopathogens, etc. The search for valuable biotechnological strains should be 
conducted among microorganisms associated with plants growing under unfavorable conditions. The present study aims 
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to isolate and characterize microorganisms inhabiting the endo- and rhizosphere of Hedysarum zundukii, a local endemic 
of the Olkhon region (Olkhonsky District, Irkutsk Oblast). A total of 88 microbial strains were isolated, with Gram-positive 
microorganisms predominating in both the rhizo- and endosphere. In the rhizosphere, the vast majority of strains were 
found to belong to actinomycetes. Of the 25 identified isolates, four belong to the Rhizobiaceae family. The Phyllobacterium 
zundukense rhizobacterium was previously described as part of the microbiome of root nodules in Oxytropis triphylla also 
growing in this region. Its detection in the rhizosphere soil of H. zundukii suggests that this microorganism is associated with 
different legume species rather than with a single host. Of particular interest are the strains of Actinomycetia, as well as 
Lysobacter sp. and Variovorax paradoxus, which are promising for further study as producers of biologically active compounds, 
stimulators of plant growth and development, or pollutant degraders. Thus, isolates from both the rhizosphere and endosphere 
of H. Zundukii may possess traits useful for biotechnology and require further study.
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день имеется достаточно сведений о 

взаимосвязи между растениями и микроорганизмами [1, 2].  
Известно, что бактерии обеспечивают дополнительную 
устойчивость растений к неблагоприятным факторам 
окружающей среды, таким как недостаток питательных 
веществ в почве [3], наличие антропогенного загрязнения 
[4], присутствие фитопатогенов [1] и т.д. Это достигается с 
помощью микробного биосинтеза фитогормонов, осмо-
протекторов и антибиотиков, деструкции поллютантов, 
участия в структурировании почвы [5–8]. 

Все вышеизложенное обусловливает использование 
микроорганизмов в составе различных биопрепаратов, 
направленных на стимуляцию роста и защиту растений 
[8, 9]. Несмотря на значительное количество таких пре-
паратов, поиск новых штаммов, обладающих ценными 
свойствами, по-прежнему актуален. Также актуальным 
остается и изучение механизмов их взаимодействия 
с растениями [9].

Для поиска подобных микроорганизмов логично 
использовать ризо- или эндосферу растений, произ-
растающих в неблагоприятных условиях среды оби-
тания. Это связано с тем, что растения сами проводят 
первичную «селекцию» бактерий, отбирая штаммы, 
которые обладают наиболее ценными признаками, 
способствующими увеличению их адаптационного 
потенциала [10].

Приольхонье (Ольхонский район Иркутской области) 
характеризуется бедными каменистыми почвами с высоким 
содержанием кальция. Также для данной территории 
свойственно малое количество осадков, экстремальные 
перепады температур, высокая инсоляция [11]. Растения, 
произрастающие на данной территории, большей частью 
являются ксерофитами и кальцефилами. Мы предположили, 
что микроорганизмы, обитающие в ризо- или эндосфере 
этих растений, должны обладать свойствами, перспек-
тивными для использования в биотехнологии. 

В качестве объекта представленного исследования 
был выбран Hedysarum zundukii Peschkova (копеечник 
зундукский) – многолетнее стержнекорневое травянистое 
растение с укороченным стеблем, серовато-белое от густого 
опушения. Цветоносы его немногочисленные, цветки 
крупные, розовые, собраны в верхушечное головчатое 
соцветие, которое слегка возвышается над листьями 

(рисунок). Это горностепной вид, петрофит, облигатный 
кальцефил, произрастающий на щебнистых карбонатных 
склонах и их шлейфах в составе петрофитных низкотравных 
степей. Он является узколокальным эндемиком, реликтом 
миоценовой пустынно-степной флоры [12], ареал данного 
вида ограничен прерывистым отрезком узкой прибрежной 
полосы западного побережья оз. Байкал от мыса Ото-
Хушун на юге до мыса Зама на севере [13]. H. zundukii – 
редкий вид, находящийся под угрозой исчезновения, он 
занесен в Красную книгу Российской Федерации [14] и 
Красную книгу Иркутской области [15]. Целью проведенной 
работы было выделение и описание микроорганизмов, 
населяющих эндо- и ризосферу H. zundukii. 

Общий вид растения Hedysarum zundukii (Иркутская 
область, Ольхонский район, западное побережье оз. Байкал, 
мыс Харгантуй)

General view of the plant Hedysarum zundukii (Irkutsk region, 
Olkhonsky district, west coast of Lake Baikal, Cape Khargantuy)
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Отбор проб проводили в пределах ареала обитания 

вида H. zundukii на западном побережье оз. Байкал 
на мысе Харгантуй (53°23’10.9»N, 107°23’27.8»E) в 
июле 2022 г. Были выбраны взрослые здоровые особи  
H. zundukii, находящиеся в средневозрастном онтоге-
нетическом состоянии. С помощью стерильного инстру-
мента отбирали ризосферную почву, затем корневую 
систему освобождали от грунта и отрезали участки 
корней длиной 7–8 см. Образцы помещали в 50 мл 
пробирки и хранили в стерильном 20%-м растворе 
глицерина при 4 °С. 

Для выделения микроорганизмов 1 г ризосферной 
почвы шестикратно разводили стерильной водопро-
водной водой. Посев почвенной суспензии проводили из 
разведений 1:10, 1:100, 1:1000 и т.д. в зависимости от 
таксономической принадлежности учитываемых микро-
организмов. Корни стерилизовали в 10%-м растворе 
перекиси водорода в течение 30 мин, затем отмывали 
стерильной водопроводной водой и гомогенизировали. 
Полученный гомогенат высевали на плотные пита-
тельные среды: Эшби, Чапека, крахмало-аммиачный 
агар и сухой агар на основе гидролизата говяжьего 
мяса ферментативного (Научно-исследовательский 
центр фармакотерапии, г. Санкт-Петербург).

Для идентификации микроорганизмов бактери-
альные клетки суспендировали в 50 мкл буфера ТЕ 
(10 мМ трис-HCl, 1 мM этилендиаминтетрауксусная 
кислота) с 10 мкг/мл лизоцима и инкубировали при 
комнатной температуре 10 мин. Тотальную ДНК из 
клеток выделяли с использованием набора «РибоПреп» 
(«АмплиСенс», Россия) по протоколу фирмы-произво-
дителя с дополнительной экстракцией водной фазы ней-
тральным фенолом. Амплификацию 16S–23S региона 
рРНК осуществляли с использованием олигонуклео-
тидных праймеров 27F AGAGTTTGACTMTGGCTCAG и 
2490R CACATGGAGGTGCCAAAC в 20 мкл реакционной 
смеси с использованием высокоточной полимеразы 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно протоколу производителя. 
Анализ ампликонов проводили в стандартной трис- 
ацетатной системе в 0,8%-м агарозном геле. Очистку 
ампликонов для проведения секвенирующей реакции 
проводили с использованием набора ExoSAP-IT PCR 
Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, США) 
согласно протоколу производителя. Секвенирование 
ампликонов проводили с использованием набора 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 
Fisher Scientific, США) также по протоколу фирмы-произ-
водителя. Анализ секвенирующих реакций проводили 
на генетическом анализаторе НАНОФОР 05 (Институт 
аналитического приборостроения РАН, Россия) на базе 
Центра коллективного пользования «Центр разработки 
прогрессивных персонализированных технологий здо-
ровья» Научного центра проблем здоровья семьи и 
репродукции человека. Полученные последовательности 
сравнивали с базой данных NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) с использованием программы 
BLAST1.

Для оценки способности выделенных штаммов 
растворять ортофосфат кальция использовали среду 
Муромцева следующего состава: глюкоза – 10,00 г/л, 
аспарагин – 1 г/л, K2SO4 – 0,20 г/л, MgSO4·7H2O – 0,20 г/л,  
дрожжевой экстракт – 0,02 г/л, Ca3(PO4)2 – 10,00 г/л, 
агар – 14,00 г/л, pH = 7. Результат определяли через  
7 суток по появлению зоны просветления вокруг колонии 
микроорганизмов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В результате проделанной работы было выделено 88 

штаммов микроорганизмов: 31 – из эндосферы и 57 – 
из ризосферы (табл. 1). Как в ризо-, так и в эндосфере 
преобладали грамположительные микроорганизмы (60 
и 61% соответственно). Грамположительные бактерии 
в ризосфере представлены преимущественно актино-
мицетами (47%), в эндосфере – бациллами (37%). 

Таблица 1. Разнообразие штаммов микроорганизмов, 
выделенных из ризо- и эндосферы Hedysarum zundukii

Table 1. Diversity of microorganism strains isolated from  
the rhizo- and endosphere of Hedysarum zundukii

Микроорганизмы Ризосфера Эндосфера

Грамотрицательные 
бактерии 19 10

Грамположительные 
бактерии 34 19

из них Bacillus 6 7
из них Actinomyces 16 2

Микромицеты 4 0
Всего 57 31

С помощью молекулярно-генетических методов было 
идентифицировано 28 штаммов бактерий (табл. 2). Три 
идентифицированных из ризосферы изолята относятся к 
семейству Rhizobiaceae: это Phyllobacterium zundukense 
и два штамма Sinorhizobium sp. Особого внимания 
заслуживает Phyllobacterium zundukense. Ранее этот 
вид ризобий был выявлен в корневых клубеньках 
бобового растения Oxytropis triphylla (Pall.) DC., также 
произрастающего на западном побережье оз. Байкал 
[16]. Его обнаружение в ризосфере H. zundukii позволяет 
предположить, что данный микроорганизм является 
обычным обитателем почв исследуемого региона.

Из грамотрицательных изолятов следует обратить 
внимание на Lysobacter sp. и Variovorax paradoxus. 
Представители рода Lysobacter характеризуются 
способностью синтезировать антибиотики и белки с 
антимикробным действием [17]. Variovorax paradoxus 
используют для повышения урожайности и защиты 
растений, а также в качестве деструктора различных 
поллютантов [18].

Класс Actinomycetia представлен 10 штаммами микро-
организмов, относящихся к трем порядкам: Mycobac-
teriales (Mycolicibacterium sp., Rhodococcus sp.); Micro-
coccales (Curtobacterium, Agromyces и Microbacterium); 
Streptomycetales (шесть штаммов рода Streptomyces). 

1BLAST // National Library of Medicine. National Center for Biotechnology Information. Режим доступа: https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi (дата обращения: 25.07.2023).
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Таблица 2. Идентифицированные штаммы бактерий, выделенных из Hedysarum zundukii

Table 2. Identified strains of bacteria isolated from Hedysarum zundukii

Биом Количество штаммов Идентифицированные изоляты Индексы GenBank

Эндосфера 3

Moraxella sp. strain Hz 62-2

Peribacillus sp. strain Hz 6

Xanthomonas sp. strain Hz 66

OR699078

OR699060

OR699079

Ризосфера 25

Curtobacterium sp. strain Hz 35-3

Lysobacter sp. strain Hz 25

Microbacterium sp. strain Hz 12

Mycolicibacterium sp. strain Hz 35-2

Paenibacillus sp. strain Hz 54-2

Pantoea sp. strain Hz 68

Phyllobacterium sp. strain Hz 48

Pseudomonas sp. strain Hz 19

Rhodococcus sp. Hz 102

Sinorhizobium sp. strain Hz 92

Sinorhizobium sp. strain Hz 95

Stenotrophomonas sp. strain Hz 103

Streptomyces sp. strain Hz110

Streptomyces sp. strain Hz 9

Variovorax sp. strain Hz 5

Agromyces sp. strain Hz 13

Actinoplanes sp. strain Hz 27

Pantoea sp. strain Hz 18

Bacillus mycoides strain Hz 7

Peribacillus sp. strain Hz 4

Streptomyces sp. strain Hz 32

Streptomyces sp. strain Hz 10

Streptomyces sp. strain Hz 21

Bacillus sp. (in: firmicutes) strain Hz 29

Streptomyces sp. strain Hz40

OR699074

OR699069

OR699064

OR699073

OR699077

OR699080

OR699076

OR699067

OR673959

OR699083

OR699084

OR699081

OR699082

OR699062

OR699059

OR699065

OR699070

OR699066

OR699061

OR699058

OR699072

OR699063

OR699068

OR699071

OR699075

Преобладание актиномицет можно рассматривать как 
адаптационной признак, учитывая, что их количество 
возрастает в условиях засухи [19].

Известно, что одним из перспективных направлений 
улучшения фосфорного питания сельскохозяйственных 
культур является биологическая фосфатмобилизация 
[20]. Из ризосферных штаммов только 12 были спо-
собны растворять ортофосфат кальция, в том числе 
Bacillus mycoides strain Hz 7, Pantoea sp. strain Hz 18, 
Phyllobacterium sp. strain Hz 48 и Pseudomonas sp. 
strain Hz 19. При этом ни один из штаммов, выделенных 
из эндосферы, способностью растворять ортофосфат 
кальция не обладал.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
К настоящему времени из эндо- и ризосферы редкого 

эндемичного вида западного побережья оз. Байкал 
H. zundukii нами выделено 88 штаммов микроорга-
низмов (31 – из эндосферы и 57 – из ризосферы). В 
ризосфере подавляющее большинство штаммов отно-
сится к актиномицетам, а в эндосфере – к бациллам. 
Штаммы, относящиеся к классу Actinomycetia, пред-
ставляют интерес в качестве продуцентов биологически 
активных соединений, в том числе антибиотиков. Гра-
мотрицательные бактерии Lysobacter sp. и Variovorax 
paradoxus перспективны для дальнейшего изучения 
в области стимуляции роста и развития растений, а 
также деструкции поллютантов. 
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Особенности прорастания семян и введение в культуру  
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Аннотация. Изучено влияние условий хранения, обработки мерикарпиев, режима проращивания семян эндемика 
Saposhnikovia divaricata (Turcz. ex Ledeb.) Schischk. на прорастание. Отработана технология получения асепти-
ческой культуры in vitro. Исследовали мерикарпии, собранные с интродуцентов в 2022 г. Стерилизацию эксплантов 
проводили однократно или дважды 0,1%-м AgNO3 либо 0,1%-м AgNO3, а затем 10%-й Н2О2. Со стерилизованных 
мерикарпиев удаляли околоплодник и проращивали семена на твердой среде 1/2 Mурасиге – Скуга. Каллусо-
генез стимулировали, культивируя настоящие листья проростков на среде Mурасиге – Скуга с 2,4-дихлорфе-
ноксиуксусной кислотой (10 мкМ) и 6-бензиламинопурином (0–5 мкМ) в темноте. Семена S. divaricata имеют 
неглубокий покой, а наиболее благоприятными условиями для их прорастания являются стратификация в 
течение 30 дней при 4 °С или скарификация мерикарпиев, проращивание в климатокамере (фотопериод 
16,5 ч и дневная температура 27 °С с незначительным ее понижением ночью). Лабораторная всхожесть 
достигает 94%. Отсутствие целых семян в конце опыта предполагает низкий банк семян в почве, что обуслав-
ливает уязвимость природных популяций наряду с монокарпичностью. Получена культура in vitro S. divaricata. 
Удаление околоплодника с мерикарпиев ускоряет прорастание, увеличивает всхожесть и значительно снижает 
контаминацию. На среде только с ауксином каллус формировался у 66% эксплантов на черешках листа, а на 
среде с ауксином и цитокинином – у 72% эксплантов по всей поверхности листовой пластинки. Дальнейшее 
развитие каллуса происходило только на среде с ауксинами.

Ключевые слова: каллусогенез, мерикарпии, семена, сапожниковия растопыренная, экспланты
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Abstract. The article examines the effect of storage conditions, mericarp processing, and germination conditions 
of the endemic Saposhnikovia divaricata (Turcz. ex Ledeb.) Schischk. on germination. The technological process 
of obtaining aseptic in vitro culture was perfected. Mericarps collected from introduced species in 2022 were 
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examined. Explants were sterilized once or twice with 0.1% AgNO3 or 0.1% AgNO3, followed by the use of 10% Н2О2. 
The pericarp was removed from the sterilized mericarps, and seeds were germinated on a solid 1/2 Murashige and 
Skoog medium. Callus genesis was induced by culturing the true leaves of seedlings on a Murashige and Skoog 
medium supplemented with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (10 μM) and 6-benzylaminopurine (0–5 μM) in the dark. 
The seeds of S. divaricata exhibit shallow dormancy, and the most favorable conditions for their germination are 
stratification for 30 days at 4 °С or the scarification of mericarps and germination in an environmental chamber 
(photoperiod of 16.5 h and a daytime temperature of 27 °С with its slight decrease at night). Laboratory germination 
capacity reaches 94%. The absence of whole seeds at the end of the experiment suggests a small soil seed bank, 
which accounts for the vulnerability of natural populations along with monocarpy. The in vitro culture of S. divaricata 
was obtained. Pericarp removal from mericarps was shown to accelerate germination and improve germination 
capacity while significantly reducing contamination. A callus was formed on leaf petioles in 66% of explants on an 
auxin medium, while on a medium with auxin and cytokinin, it was formed across the entire surface of the leaf blade 
in 72% of explants. Further callus development occurred only on the auxin medium.

Keywords: callus genesis, mericarps, seeds, Saposhnikovia divaricata, explants

Funding. The Russian Science Foundation (grant no. 23-24-00445) funded this research.
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ВВЕДЕНИЕ
Общеизвестно, что широкое использование лекар-

ственных растений из природных популяций представляет 
угрозу их существованию. Saposhnikovia divaricata (Turcz.) 
Schischk. (сапожниковия растопыренная) относится к 
видам растений с высоким фармакологическим потен-
циалом, и спрос на ее сырье, а именно корни, в мире, 
особенно в странах Восточной Азии, очень высок. Уста-
новлено, что они обладают анальгезирующими, про-
тивовоспалительными свойствами, противораковой, 
противомикробной, противогрибковой, жаропонижающей, 
противоаллергической, а также антиоксидантной и анти-
пролиферативной активностью [1–6]. В нашей стране 
в последние годы ведется интенсивная добыча корней 
в природных популяциях в регионах Южной Сибири и 
Дальнего Востока (Республика Бурятия, Забайкальский 
край, Амурская область) [7]. Ввиду высокого спроса 
возникла проблема недостатка сырья и угроза сокра-
щения природных популяций S. divaricata. В настоящее 
время предпринимаемые меры, в том числе включение 
данного вида в списки Красных книг Забайкальского 
края Российской Федерации и Монгольской Народной 
Республики [8], а также его интродукция в Китае (выращи-
вается в 10 провинциях) [9], остаются недостаточными, 
а работы по культивированию S. divaricata in vitro в 
России единичны [10–12]. В связи с этим актуальным 
является исследование особенностей и разработка 
способов размножения S. divaricata ex situ и in vitro. 
До сих пор не существует протоколов получения расте-
ний-регенерантов как по прямому, так и по непрямому 
пути регенерации, не получены искусственные семена, 
недостаточно данных о суспензионном культивировании, 
которые могут оказаться эффективными в плане синтеза 
вторичных метаболитов. Целью данной работы является 
определение оптимальных условий хранения и прора-
щивания семян S. divaricata и получение асептической 
хорошо растущей культуры in vitro. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
S. divaricata (сапожниковия растопыренная) – тра-

вянистый стержнекорневой многолетник семейства 

Apiaceae (Зонтичные). Материалом для экспериментов 
послужили семена интродуцентов второго поколения, 
выращенные в Центральном сибирском ботаническом 
саду СО РАН (г. Новосибирск) (сбор урожая 2022 г.). 
Изначально вид интродуцирован семенами, собранными 
в 2016–2017 гг. в окрестностях горы Спящий Лев в 
Тарбагатайском районе Республики Бурятии. 

Плод S. divaricata вислоплодник, состоит из двух 
мерикарпиев. Внутри каждого мерикарпия находится 
семя с тонкой семенной кожурой, эндоспермом и 
небольшим зародышем (рис. 1) [13]. Хранение и про-
ращивание семян осуществляется с околоплодником 
(в виде мерикарпиев). 

Рис. 1. Мерикарпий (a), семя (b) и зародыш (c)  
Saposhnikovia divaricata

Fig. 1. Mericarpia (a), seeds (b) and embryo (c)  
of Saposhnikovia divaricata

Прорастание семян. Для определения влияния условий 
хранения, обработки и проращивания семян опыт закла-
дывали в 3-4-кратной повторности в чашках Петри на 
комбинированном ложе (кварцевый стерильный песок и 
бумажный фильтр). Продолжительность опыта составляла 
40–70 дней в зависимости от режима проращивания 
семян (табл. 1). Изучали влияние условий хранения сухих 
семян (мерикарпиев) в течение 6 месяцев: комнатные 
условия (23 °С), холодильная камера (4 °С), морозильная 
камера (минус 18 °С). Семена проращивали в лабора-
торных условиях при 23 °С. Для определения влияния 

a b c
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на семена предварительной обработки в комнатных 
условиях были заложены неповрежденные мерикарпии, 
механически скарифицированные мерикарпии и семена 
без околоплодника. 

Для определения оптимального режима проращи-
вания семян после хранения в комнатных условиях 
чашки с мерикарпиями помещали: на стеллаж в ком-
натных условиях (23 °С); в климатостат КС-200 СПУ 
(Смоленское специальное конструкторско-техноло-
гическое бюро систем программного управления, 
Россия) с продолжительностью фотопериода 16,5 ч и 
температурой дневной 27 °С, ночной 17 °С; в клима-
токамеру (закрытый стеллаж с лампами ДРЛФ и тай-
мером) с продолжительностью фотопериода 16,5 ч и 
температурой дневной 27 °С, ночной 23 °С. Кроме 
того, изучали влияние стратификации. Чашки с увлаж-
ненными мерикарпиями помещали в холодильную камеру 
(4 °С). Учет проросших семян проводили ежедневно. 
Результаты опыта включали следующие данные: дли-
тельность периода от начала опыта до прорастания 
семян, продолжительность периода прорастания (от 
начала прорастания), всхожесть семян (%), энергию 
прорастания (%), интенсивность энергии прорастания (%). 
Энергия прорастания представляет собой процент семян, 
проросших в первые семь дней от начала прорастания, 
интенсивность энергии прорастания определяли как 
отношение энергии прорастания к всхожести [14]. 
Результаты опыта представляли согласно разрабо-
танным ранее рекомендациям [14].

Эксплантами для введения в культуру in vitro служили 
зрелые мерикарпии интродуцентов второго поколения, 
хранившихся в комнатных условиях, того же происхож-
дения, что и в опытах с прорастанием семян. Мерикарпии 
предварительно промывали мыльным раствором, затем 

проточной водой, опускали в 70%-й спирт на 2 мин и 
снова промывали водой. После этого в условиях лами-
нарного бокса проводили стерилизацию полученного 
материала 0,1%-м раствором AgNO3 («ЛенРеактив», 
Россия) в течение 10 мин. Стерилизованный материал 
промывали трехкратно стерильной водой по 10 мин. 
Также была проведена ступенчатая стерилизация. Сначала 
мерикарпии стерилизовали так же, как описано выше, 
затем их оставляли при комнатной температуре в сте-
рильных чашках Петри на сутки, после чего стерилизовали 
повторно 0,1%-м AgNO3 или 10%-й Н2О2 («Химпэк», Россия) 
в течение 10 мин. Со стерильных промытых мерикарпиев 
снимали околоплодник и переносили их на безгормо-
нальную питательную среду 1/2 Мурасиге – Скуга (МС) 
[15], дополненную 0,6% агара (PanReac, Испания) и 3% 
сахарозы (Шосткинский химический завод, Украина). 
Методика стерилизации приведена в табл. 2.

Растительный материал инкубировали при 16-часовом 
фотопериоде под люминесцентными лампами дневного 
света с интенсивностью освещения 40 мкМ×м-2×с-1 при 
температуре 23±2 °С. На каждую обработку закла-
дывали около 100 эксплантов. Наблюдения проводили 
в течение 45 суток. Учет прорастания и контаминации 
проводили ежедневно. 

Индукция каллусогенеза. Каллусогенез иниции-
ровали, культивируя первые настоящие листья асепти-
ческих проростков на среде МС с добавлением 10 мкМ 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты  (2,4-Д) (Sigma-
Aldrich, США) и/или 10 мкМ 2,4-Д в сочетании с 5 мкМ 
6-бензиламинопурина (6-БАП) (Sigma-Aldrich, США) в 
темноте в термостате ТСО-1/80 СПУ (Смоленское специ-
альное конструкторско-технологическое бюро систем 
программного управления, Россия) при температуре 
24±1 °С. Растительный материал культивировали на 

Таблица 1. Характеристика прорастания мерикарпиев (семян) Saposhnikovia divaricata

Table 1. Characteristics of germination of Saposhnikovia divaricate mericarpia (seeds)

Условия опыта Период 
до прорастания, 

дни

Период 
прораста-
ния, дни

Всхожесть, 
%

Энергия 
прораста-

ния, %

Интенсивность 
энергии про-
растания, %

хранение 
семян проращивание состояние 

семян

4 °С 23 °С

мерикарпии

11,0±0,6
10–12

47,3±1,8
44–50

54,7±2,9
50–60

7,3±0,7
6–8

13,4±0,8
12–15

-18 °С 23 °С 10,3±0,3
10–11

50,0±1,5
48–53

61,3±2,4
58–66

4,0±1,2
2–6

6,6±2,0
3–10

23 °С

23 °С 14,0±3,5
10–21

40,7±4,4
34–49

76,7±3,7
72–84

8,0±4,0
4–16

10,0±4,5
5–19

климатостат 7,7±0,3
7–10

32,7±5,5
22–44

72,7±4,8
56–82

20,0±4,0
14–28

27,1±3,6
23–34

климатокамера 10–12
11,0±0,6

14,7±0,7
14–16

68,0±7,2
58–82

55,3±4,8
46–62

81,8±4,5
76–91

стратификация 
1

28,0±0,0/2,0±0,0
28/2*

29,8±1,9
24–32

83,5±1,7
82–88

37,0±3,4
28–44

44,3±4,0
35–54

стратификация 
2

25,5±0,5/7,5±0,5
26–24/8–6*

40,8±4,6
30–51

43,5±3,9
34–50

36±4,9
24–44

81,6±4,1
71–88

23 °С скарификация 
мерикарпиев

5,8±0,4
5–8

32,9±2,0
20–37

67,5±5,7
48–94

29,5±6,9
10–66

42,4±8,3
16–85

23 °С удаление
околоплодника

5,0±0,0
5

19,3±1,6
16–22

40,5±7,1
26–60

22,5±7,9
12–46

51,8±8,5
42–77

Примечание. «Стратификация 1» – 30 дней (4 °С), климатостат; «стратификация 2» – 18 дней (4 °С), климатостат; * – период 
до прорастания после перемещения в климатостат. Над чертой – среднее арифметическое и его ошибка, под чертой –  
диапазон показателей.
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протяжении пяти пассажей, длительность пассажа 
составляла 30 суток. Для контроля первичные листья 
культивировали на безгормональной среде МС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Влияние условий хранения семян. Хранение семян 

в течение 6 месяцев при пониженных температурах 
явилось неблагоприятным фактором для их прорастания. 
Наилучшие результаты были получены при хранении в 
комнатных условиях (23 °С) (рис. 2, а). Лабораторная 
всхожесть при этом составила 72–84%. Интенсивность 
энергии прорастания, характеризующая динамичность 
прорастания семян, наиболее высокой оказалось также 
в опыте при 23 °С.
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Рис. 2. Динамика прорастания семян (мерикарпиев) 
Saposhnikovia divaricata в зависимости от условий  
хранения (a) и предварительной обработки (b) мерикарпиев

Fig. 2. Dynamics of seed (mericarpia) germination  
of Saposhnikovia divaricata depending on storage  
conditions (a) and mericarpia pretreatment (b)

Влияние предварительной обработки семян. Удаление 
околоплодника значительно сократило период до про-
растания семян (в 2 раза). Семена начали прорастать 
динамично через 5 дней от начала опыта (интенсив-
ность энергии прорастания достигала 77%) (рис. 2, b). 

Определение оптимального режима проращивания 
семян. При проращивании семян, хранившихся в ком-
натных условиях, только в опыте со стратификацией в 
течение 18 дней лабораторная всхожесть составила 
50% и ниже. При этом после стратификации семена 
прорастали динамично, интенсивность энергии про-
растания составила до 54–88%. Нами установлено, что 
при стратификации в течение 30 дней семена проросли 
в холодильной установке при 4 °С, при перемещении 
в климатостат прорастание продолжилось динамично 
и всхожесть достигла также, как в климатокамере и в 
комнатных условиях, 80%. Наиболее благоприятным 
режимом оказались условия климатокамеры. Однако 
через срок от 16 до 22 дней непроросшие семена 
погибли. Наиболее высокие показатели всхожести и 
динамичности прорастания установлены у скарифи-
цированных семян (рис. 3).

В результате проведенных опытов нами установлено, 
что семена S. divaricata имеют неглубокий покой, а наи-
более благоприятными условиями для их прорастания 
являются: стратификация в течение 30 дней при 4 °С 
или скарификация мерикарпиев, проращивание семян 
в климатокамере (с продолжительностью фотопериода 
16,5 ч и дневной температурой 27 °С с незначительным 
ее понижением ночью). В большинстве вариантов опытов 
лабораторная всхожесть составила более 50% и достигала 
при благоприятных условиях 94%. Полученные нами 
результаты расходятся с литературными данными – 
ряд исследователей отмечает низкую всхожесть семян 
менее 50% и предлагает различные приемы (скарифи-
кация мерикарпиев, тепловая стратификация, холодная 
стратификация), которые увеличивали всхожесть до 
54–75% [16, 17].

Прорастание семян in vitro. При разных способах 
стерилизации мерикарпиев наблюдали различия по 
срокам появления всходов, числу проростков и выходу 
асептического материала. Например, интактные 
однократно стерилизованные нитратом серебра 
мерикарпии (К1) (рис. 4, а) имели низкие показатели 
всхожести (8,8%) и выход стерильных растений (30%), 
а появление первых проростков из них зафиксировано 
только на 29-е сутки культивирования. В то же время 
у однократно стерилизованных семян со снятым  
околоплодником (О1) (рис. 4, b) всхожесть в 7,5 раза 
(66,7%), а выход асептических проростков (рис. 4, c)  

Таблица 2. Методика стерилизации эксплантов Saposhnikovia divaricata

Table 2. Method of sterilization of Saposhnikova divaricata explants

Экспланты

Стерилизация растительного материала
Однократно  

стерилизованные 
0,1%-м AgNO3

Дважды 
стерилизованные  

0,1%-м AgNO3

Стерилизованные сначала 
0,1%-м AgNO3, 

затем 10%-й Н2О2

Опыт (семена с удаленным 
околоплодником) О1 О2 О3

Контроль (стерилизованные 
мерикарпии) К1 К2 К3
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Рис. 3. Динамика прорастания семян (мерикарпиев) Saposhnikovia divaricata в зависимости от режима проращивания
Fig. 3. Dynamics of seed (mericarpia) germination of Saposhnikovia divaricata depending on the germination mode
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после 30 суток культивирования; каллусогенез Saposhnikovia divaricata: d – разрастание эксплантов и слабое 
каллусообразование по всей поверхности листовых пластинок после 30 суток культивирования на среде Мурасиге – Скуга 
с 10 мкМ 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты и 5 мкМ 6-бензиламинопурина, e – формирование первичного каллуса 
на черешках листа после 30 суток культивирования на среде Мурасиге – Скуга с 10 мкМ 2,4-дихлорфеноксиуксусной 
кислоты, f – каллус на 30-е сутки, культивирующийся в течение пяти пассажей. Масштаб 1 см
Fig. 4. Development of Saposhnikova divaricata seedlings: a – sterilized mericarps (control), b – seeds with the pericarp 
removed (experiment), c – seedlings obtained from seeds with the pericarp removed after 30 days of cultivation; 
callusogenesis of Saposhnikovia divaricata: d – proliferation of explants and weak callus formation over the entire surface  
of leaf blades after 30 days of cultivation on Murashige – Skoog medium with 10 µM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 5 µM 
6-benzylaminopurine, e – formation of primary callus on petioles leaf after 30 days of cultivation on Murashige-Skoog medium 
with 10 µM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, f – callus on the 30th day, cultivated for five passages. Scale 1 cm
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в 2,4 раза (73%) превышали значения контроля. 
Появление первых проростков отмечено на 14 сутки, 
что вдвое быстрее по сравнению с контрольными 
семенами (К1). При этом проростки имели нормально 
развитый гипокотиль, две семядоли, корешок. Низкая 
всхожесть контрольных семян объясняется наличием 
околоплодника, что подтвердили опыты со скарифици-
рованными мерикарпиями. Удаление околоплодника 
ликвидировало влияние экзогенных причин покоя, 
устраняло механические барьеры и обеспечивало 
полную доступность воды, что ускоряло процесс 
прорастания.

У дважды стерилизованных AgNO3 мерикарпиев в 
контроле (К2) показатели всхожести (23,8%) и выхода 
асептического материала (86%) превосходили К1, тогда 
как в опыте (О2) число проростков оказалось в 1,5 раза 
ниже (47,2%), чем в О1, при этом выход стерильных рас-
тений по сравнению с О1 увеличился в 1,3 раза (97,9%). 
Увеличение числа проростков в К2 по сравнению с К1, 
вероятно, можно объяснить повреждением экзокарпа 
при многократных промывках, а снижение всхожести в 
О2 по сравнению с О1, по-видимому, связано с ингиби-
рующим действием нитрата серебра на прорастание 
[18]. Двукратная стерилизация мерикарпиев AgNO3 не 
влияла на период до прорастания, проростки появлялись 
в К2 и в О2 с таким же периодом, как в К1 и О1 соответ-
ственно. При стерилизации мерикарпиев сначала AgNO3, 
а затем H2O2 всхожесть была примерно одинакова как 
в контроле (К3), так и в опыте (О3) и составляла 50 и 
54,7% соответственно. Таким образом, прорастание 
семян в К3 в 2,1 раза превышало этот показатель в К2 
и в 5,6 раза в К1, тогда как в О3 всхожесть была всего 
на 7,5% выше, чем в О2 и на 12% ниже, чем в О1. 

Каллусогенез. Формирование первичного каллуса 
отмечено через 30 суток инкубации на среде как с 2,4-Д 
(рис 4, e), так и с 2,4-Д в сочетании с 6-БАП (рис. 4, d). 
При этом на среде, содержащей только ауксин (2,4-Д), 
у 66% эксплантов формировался белый каллус преиму-
щественно на черешках листа, а на среде, включающей 
ауксин в сочетании с цитокинином, у 72% эксплантов 
наблюдали формирование светло-зеленого каллуса по 
всей поверхности листовой пластинки. Прирост каллуса 

в обоих случаях был незначительным. В контрольных 
образцах формирование каллуса не наблюдали, про-
исходил хлороз, а затем и некроз эксплантов.

При периодическом пассировании дальнейшее 
развитие каллуса происходило на среде только с 
2,4-Д (рис. 4, f), при этом наблюдали незначительный 
прирост каллуса в течение пяти пассажей (не более 
5 мм в диаметре), который имел глобулярную структуру. 
Для индукции каллусообразования выбрали 2,4-Д, 
поскольку этот регулятор роста является одним из 
самых мощных каллусообразователей среди ауксинов 
[19]. Также каллусную ткань часто получают путем 
культивирования растительного материала на средах, 
содержащих ауксины в сочетании с цитокининами. При 
этом 6-БАП считают более мощным по сравнению с 
кинетином [19]. Тем не менее успешное образование 
каллуса из листовых эксплантов S. divaricata отмечено 
на питательной среде МС, содержащей 2,4-Д в соче-
тании с кинетином [20]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании вышесказанного можно сделать сле-

дующие выводы:
1. Семена S. divaricata имеют неглубокий покой. Наи-

более благоприятными условиями для их прорастания 
являются: стратификация в течение 30 дней при 4 °С 
или скарификация мерикарпиев, проращивание семян 
в климатокамере (с продолжительностью фотопериода 
16,5 ч и дневной температурой 27 °С с незначительным 
ее понижением ночью). Лабораторная всхожесть при 
благоприятных условиях была высока и достигала 94%.

2. Отсутствие целых семян в конце опыта предполагает 
короткий период их жизни в природных условиях и, как 
следствие, их низкий запас в почве, что обуславливает 
уязвимость природных популяций наряду с монокар-
пичностью и отсутствием вегетативного размножения.

3. Получена хорошо растущая асептическая культура 
in vitro S. divaricata. Снятие околоплодника с мерикарпиев 
является эффективным для ускорения прорастания и 
увеличения всхожести семян in vitro, т.к. снимает экзо-
генный покой и значительно снижает уровень конта-
минации. Получены данные по морфогенезу in vitro.
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Аннотация. Истинные трюфели, или грибы рода Tuber, являются одними из самых ценных, редких, дорогих 
и загадочных грибов на планете. Размножение трюфелевых грибов в дикой природе является сложным 
процессом, который зависит от многих факторов, например, от присутствия подходящих деревьев-хозяев, 
оптимальных параметров температуры, влажности, pH почвы, почвенных симбионтов и других организмов. Так, 
для успешного производства и размножения трюфелей требуется соблюдение множества условий, а главное – 
высвобождение их спор из асков, прорастание в благоприятных условиях и распространение в природной 
среде. Целью представленного исследования являлась разработка метода механического разрушения асков 
для высвобождения спор черного трюфеля. Показано, что высокоэффективным способом разрушения асков 
является гомогенизация с использованием погружного блендера в тандеме с вибрационным измельчителем. 
Микроскопирование образцов на всех этапах эксперимента позволило установить, что такой способ приводит 
к разрушению не менее 85% асков и высвобождению спор трюфеля. При использовании подходов центрифуги-
рования представляется возможным отделить споры черных трюфелевых грибов от обломков гифов, грибных 
симбионтов и различных ассоциированных организмов. Такие споры способны к образованию мицелия на 
питательных средах. Результаты исследования могут быть использованы для подготовки посевного материала 
Tuber sp. и получения их чистых культур. Таким образом, внедрение способов высвобождения спор из асков 
способствует повышению эффективности культивации черного трюфеля.

Ключевые слова: черный трюфель, Tuber sp., споры, гомогенизация, получение мицелия
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Abstract. True truffles, or fungi of the genus Tuber, are among the most valuable, rare, expensive, and mysterious 
fungi on the planet. The reproduction of truffle fungi in the wild is a complex process that depends on many factors, 
for example, the presence of suitable host trees, as well as the optimal parameters of temperature, moisture, soil 
pH, soil symbionts, and other organisms. Successful production and reproduction of truffles require a large number 
of conditions to be met, primarily the release of their spores from ascii, germination under favorable conditions, and 
distribution in the environment. The present study aims to develop a method for mechanically breaking ascii in order 
to release the spores of black truffle. It is shown that homogenization by means of an immersion blender together 
with a vibrating chopper is a highly effective way to break ascii. The microscopic examination of the specimens at all 
stages of the experiment revealed that this method leads to the breakdown of at least 85% of ascii and the release 
of truffle spores. The use of centrifugation approaches enables the separation of black truffle spores from hyphal 
debris, fungal symbionts, and various associated organisms. Such spores can form mycelium on growth media. The 
study results can be used to prepare Tuber sp. inoculum and obtain their axenic cultures. Thus, the introduction of 
methods for releasing spores from ascii improves the efficiency of black truffle cultivation.

Keywords: black truffle, Tuber sp., spores, homogenization, mycelial production
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ВВЕДЕНИЕ
Трюфелевые грибы (Tuber sp.) являются сумчатыми 

грибами, плодовые тела которых формируются под 
землей в ассоциации с корнями определенных пород 
деревьев, таких как дуб, сосна, лесной орех и др. Этот 
симбиоз позволяет трюфелям получать необходимые 
питательные вещества от растений. В свою очередь, 
трюфелевые грибы способствуют поглощению воды 
и минералов из почвы для роста корневой системы 
растений [1]. Данные грибы являются малоизученными 
организмами, а внимание их биотехнологической зна-
чимости практически не уделено. Особую актуальность 
исследованию придает тот факт, что в настоящее время 
происходит сокращение числа дикорастущих трюфелей 
[2], а в посевном материале коммерческого мицелия 
трюфеля, реализуемого в России, по данным наших 
собственных наблюдений 2022 года, основанных на 
метагеномном анализе коммерческих образцов, зачастую 
отмечается отсутствие трюфелевых грибов. В связи 
с этим одним из перспективных направлений иссле-
дований является разработка методов выращивания 
трюфелевых грибов в контролируемых лабораторных 
условиях. Проблемой в данном случае выступает наличие 
сложного и разнообразного симбионтного сообщества 
трюфелевых грибов, представленного бактериями, 
грибами, беспозвоночными и другими организмами 
[3]. Они активно колонизируют трюфели на всех этапах 
их жизненного цикла, создавая трудности для получения 
чистой культуры [4, 5].

Трюфелевые грибы являются уникальным и ценным 
продуктом и пользуются большим спросом в кулинарии, 
так как обладают характерным вкусом и ароматом [6]. 
В то же время они являются редкими и ограниченно 
доступными из-за своих специфических требований к 
климату и условиям почвы [7, 8]. Ввиду высокой стои-
мости и редкости трюфели стали предметом интереса 
для исследований и разработок в области сельского 
хозяйства [9]. Большое количество проведенных ранее 
исследований было направлено на оптимизацию и 
улучшение способов выращивания трюфелей с целью 
сделать их более доступными и коммерчески выгодными 

[10, 11]. Так, известен патент KZ 23874A4 «Способ и 
устройство для получения биомассы трюфеля и других 
съедобных грибов», в котором описано получение из 
трюфелевых грибов белкового продукта и мицелия [12]. 
В качестве маточной культуры авторами были исполь-
зованы измельченные трюфелевые грибы, которые поме-
щались в ферментер и культивировались до прироста 
биомассы. Тем не менее в изобретении не приведено 
доказательства роста грибов рода Tuber, а принимая во 
внимание высокоразвитые симбиотические сообщества 
[1] внутри плодового тела грибов, можно утверждать, 
что заявленное изобретение фактически не решает 
техническую задачу касательно упомянутых грибов. 

Одним из важных условий для размножения трюфе-
левых грибов в дикой природе является высвобождение 
спор из асков. Аски служат защитной оболочкой для 
спор от воздействия негативных факторов. В них же 
происходит активное созревание спор. После освобо-
ждения из оболочек споры прорастают, образуя мицелий, 
который затем образует микоризу и формирует плодовое 
тело. В настоящее время существуют различные методы 
получения посевной суспензии спор трюфелей, но они 
зачастую неэффективны и требуют значительных затрат 
времени, ресурсов и специфических компонентов. 
Широко распространен метод микоризации споровой 
суспензией трюфелей саженцев растений-хозяев  
[13, 14]. При этом проблема заключается в том, что 
успешно установленная симбиотическая связь с трюфе-
левыми грибами может быть непостоянной и неустой-
чивой в связи с заражением растений-хозяев патогенами 
и другими грибами-симбионтами [15]. Кроме того, не 
все растения-хозяева могут быть успешно микоризи-
рованы трюфелями, что ограничивает выбор видов и 
сортов для получения трюфелей [16]. При отсутствии 
молекулярного контроля микоризация растения может 
произойти фитопатогенными грибами – симбионтами 
трюфеля, а не собственно трюфелевыми грибами. 

Зачастую споры трюфелей распространяются в 
природе при помощи животных, в т.ч. микофагов, которые 
потребляют их в пищу и с помощью ряда пищевари-
тельных ферментов разрушают защитные оболочки 
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спор, тем самым рассеивая их в окружающую среду 
[17, 18]. Зрелые споры без сумок быстрее прорастают 
и эффективнее образуют микоризу, что необходимо для 
эффективного выращивания трюфелей [19]. Однако 
такой способ распространения спор трюфелевых грибов 
во многом зависит от перемещения животных и не 
позволяет обеспечить доступный поиск грибов. 

В связи с вышесказанным целью данного иссле-
дования являлась разработка доступного метода 
механического разрушения асков для облегчения 
высвобождения спор черных трюфелевых грибов, а 
следовательно, и создания посевного материала, отли-
чающегося наличием активированных спор черного 
трюфеля и их способности к росту.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследовании использовали плодовые тела 

черных трюфелевых грибов Tuber sp., собранные в 
городе Краснодаре (N = 12). Данные грибы имеют 
глобулярную форму и покрыты шероховатым плотным 
пирамидальным перидием. Цвет перидия черный или 
темно-коричневый. Размеры плодовых тел варьируют 
от 2 до 6 см, иногда достигают 15 см. Средний вес 
грибов составляет около 20 г.

Внутри плодового тела черного трюфеля находится 
глеба, имеющая серый, коричневый или кремовый цвет. 
Характерным признаком глебы трюфелей является 
наличие мраморного рисунка, который формируется 
множеством плотных извилистых прожилок белого 
цвета1 [20].

В ходе осуществленных работ предложен метод 
механического разрушения асков, содержащих 
споры трюфеля, сопровождающийся наблюдением 
с помощью светового микроскопа «Микромед 2» (вар. 
3-20, «Микромед», Россия) за спорами при их иноку-
ляции на агаризованные питательные среды. Про-
ведена серия экспериментов, включающая различные 
методы механического разрушения асков. Для этого 
стерильным скальпелем вырезали участок плодового 
тела черного трюфеля Tuber sp., после чего его пере-
носили в микропробирку, в которую добавляли 1 мл 
стерильной дистиллированной воды/физраствора или 
микробиологических сред (1–5% LB, TSB, Сабуро, 
Гетчинсона, картофельно-глюкозный агар, среда 
Чапека и др.) и проводили измельчение (гомогени-
зацию) различными способами. 

Наконец, часть образцов гриба гомогенизировали 
с помощью лабораторного вибрационного измель-
чителя БАБРх1 (НПК «Микотех», Россия) посредством 
интенсивного встряхивания со стальными шарами при 
3000 об/мин. Образцы измельчали в течение 3 мин 
четырехкратно. В перерывах пробы охлаждали и про-
водили микроскопирование полученного материала.

К оставшимся образцам добавляли до 200 мл дис-
тиллированной воды/физраствора или указанных ранее 
микробиологических сред и проводили измельчение с 
помощью погружного блендера. Мелкую фракцию пло-
дового тела трюфеля отбирали в микропробирки. Один 
образец отправляли на микроскопический анализ, а ко 
второму добавляли металлические шары, после чего 

проводили четырехкратное измельчение при температуре, 
не превышающей 45 °C. Для очистки споровой суспензии 
трюфеля от обломков гифов и его симбионтов про-
водили центрифугирование при скорости 12000 об/мин  
в течение 5 мин, в результате чего отделяли осадок от 
надосадочной жидкости. Для очистки образцов про-
водили пятикратную отмывку в растворах стерильной 
воды или питательных сред. Изменения в морфологии 
спор и асков трюфеля во всех трех пробах регистри-
ровали с помощью светового микроскопа.

Далее подготавливали предметные стекла для микро-
скопирования гомогенизированных проб и детекции 
проращивания полученной споровой суспензии грибов. 
Для этого очищали стекло от пыли и обезжиривали 
его в течение 15–20 мин в 70%-м растворе спирта, 
затем промывали дистиллированной водой, сушили 
и стерилизовали. Каплю агаризованных питательных 
сред наносили на предметные стекла. Гомогенат, содер-
жащий споры трюфеля, наносили на застывшие пита-
тельные среды, в т.ч. питательную среду Сабуро, среду 
Гетчинсона, картофельно-глюкозный агар, среду Чапека. 
Предметные стекла помещали в термостатируемые 
условия в стерильных чашках Петри при температурах от 
18 до 30 °C на две недели для того, чтобы споры начали 
прорастать и образовывать грибные гифы. Микроскопию 
спор трюфеля проводили сразу после гомогенизации, 
а также на 7-е, 10-е и 14-е сутки эксперимента. Экс-
перименты проведены в 12 повторах для исключения 
влияния случайных факторов. Выполнено более 100 
микробиологических посевов споровой суспензии на 
предметные стекла. Анализ каждого эксперимента 
проводили в трех микроскопических полях. Оценку 
достоверности осуществляли, используя U-критерий 
Манна – Уитни. Статистический анализ проводили с 
использованием программы Past 4.10.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Микрофотографии, полученные в ходе исследования, 

позволяют сравнить результаты эффективности разру-
шения асков в ходе измельчения плодовых тел черного 
трюфеля рода Tuber sp. различными методами. Получены 
репрезентативные микрофотографии до гомогенизации 
(рис. 1, a) и после гомогенизации с использованием 
погружного блендера (рис. 1, b), вибрационного измель-
чителя (рис. 1, c) и погружного блендера в тандеме с 
вибрационным измельчителем (рис. 1, d). На фотографии 
до гомогенизации (см. рис. 1, a) видно, что споры трю-
фелей находятся внутри асков (степень повреждения 
асков составляет не более 9,1±5,7%). После гомогени-
зации с помощью погружного блендера (см. рис. 1, b) 
было разрушено 22,4±9,1% асков, а основная часть спор 
осталась внутри них. В случае гомогенизации с исполь-
зованием вибрационного измельчителя (см. рис. 1, c) 
отмечали 51,7±12% разрушенных асков, но 90±11,3% 
спор все еще находилось внутри них. Наконец, гомо-
генизация с использованием погружного блендера в 
тандеме с вибрационным измельчителем (см. рис. 1, d) 
привела к разрушению 86,3±6,2% асков и высвобо-
ждению 70,2±8,6% спор. По результатам микроскопи-
ческого анализа этот метод оказался наиболее эффек-

1Ивойлов А.В., Большаков С.Ю., Силаева Т.Б. Изучение видового разнообразия микромицетов: учеб. пособие. Саранск: 
Изд-во Мордовского ун-та, 2017. 155 с.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
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Рис. 1. Микрофотографии образцов до гомогенизации (a) и после гомогенизации с использованием погружного блендера (b),  
вибрационного измельчителя (c) и погружного блендера в тандеме с вибрационным измельчителем (d)
Fig. 1. Light micrographs before homogenization (a) and after homogenization using immersion blender (b), vibrating chopper (c)  
and immersion blender in tandem with vibrating chopper (d)

Рис. 2. Микрофотографии споровой суспензии, полученной после гомогенизации с использованием блендера  
и вибрационного измельчителя на 10-е (a) и 14-е (b) сутки
Fig. 2. Light micrographs of the spore suspension obtained after homogenization using a blender and a vibrating chopper  
on the 10th (a) and 14th (b) day
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тивным в разрушении асков и высвобождении спор 
по сравнению с иными. 

Вместе с тем в ходе исследования показано, что в 
результате центрифугирования образцов после гомо-
генизации споры трюфелевых грибов оседают на дно 
микроцентрифужной пробирки, в то время как обломки 
гифов, симбионтов и патогенов остаются в надоса-
дочной жидкости. Применение пятикратной отмывки 
споровой суспензии, сопряженной с центрифугиро-
ванием, позволяет достичь высокой степени чистоты 
споровой суспензии, что необходимо для получения 
чистой культуры трюфеля и снижения воздействия на 
нее симбионтных и патогенных микроорганизмов, 
присутствующих в нормальных условиях в составе 
плодового тела.

Работы, направленные на проращивание в термо-
статируемых условиях (22–24 °C) споровой суспензии, 
полученной после гомогенизации с использованием 
блендера и вибрационного измельчителя (шаровой 
мельницы), показали, что споры по истечении одной 
недели не образовывают мицелий в 95,1±2% случаев. 
Споры сохранялись объемными и набухшими до 10 суток 
(рис. 2, a) и только через две недели в 75,8±9,4% случаев 
начинали формировать грибные гифы из спор трюфеля 
(рис.  2,  b). Споры, проращиваемые на предметных 
стеклах, инкубируемых при температуре от 18 до 

22 °С, набухли в объеме на 18±3% к 14 суткам экспе-
римента, однако следов прорастания спор при этом не 
наблюдали. Споры, проращиваемые на предметных 
стеклах и инкубируемые при температуре 26–30 °С, 
не изменили своей морфологии в ходе всего времени 
эксперимента.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных экспериментов уста-

новлено, что комбинированная гомогенизация с 
использованием погружного блендера и вибрационного 
измельчителя, а также очистка полученной суспензии 
при помощи центрифугирования является наиболее 
эффективным методом получения посевного материала 
спор трюфелевых грибов. Полученные результаты были 
подтверждены при помощи проращивания спор трюфелей 
на агаризованных питательных средах и микроскопиче-
ского контроля. Использование данного метода может 
быть полезным для обеспечения более эффективного 
и быстрого прорастания спор трюфелевых грибов на 
различных субстратах в лабораторных контролируемых 
условиях. Принимая во внимание обнаруженное отсут-
ствие трюфелевых грибов в посевном материале рос-
сийских поставщиков, разработанный метод может быть 
применим для грибоводства и полезен при формиро-
вании производств черных трюфелевых грибов.
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Аннотация. Изучено влияние предпосадочной инокуляции клубней картофеля бактериями Bacillus subtilis на 
биохимические процессы в клубнях нового урожая в послеуборочный период в разные сроки хранения. Содер-
жание малонового диальдегида в клубнях, обработанных штаммами 10-4 и 26Д, через 1 и 6 месяцев снижалось 
на 15,5 и 35,5% и на 14,9 и 13,6% относительно контроля. Содержание пролина в клубнях, предобработанных 
штаммом 10-4, в оба срока хранения незначительно отличалось от контроля, а в случае использования штамма 
26Д было ниже контроля на 14,7 и 26,3%. Сначала активность защитных белков в обработанных клубнях 
снижалась относительно контроля, затем активность ингибиторов трипсина в клубнях значительно превышала 
показатели в клубнях, хранящихся непродолжительное время. Содержание белка в предобработанных клубнях 
сначала было выше контроля, затем либо на уровне (штамм 26Д), либо на 15% ниже контроля (штамм 10-4). 
Содержание аскорбиновой кислоты в предобработанных штаммом 10-4 клубнях на 16,1 и 17,9% превышало 
контроль через 1 и 6 месяцев хранения, а в случае использования штамма 26Д не отличалось от контроля. 
Количество редуцирующих сахаров было на 39,4% ниже контроля через 1 и 6 месяцев хранения (штамм 10-4) 
и на 35,6% через 6 месяцев хранения (штамм 26Д). Предобработка штаммами 10-4 и 26Д положительно 
повлияла на основные биохимические показатели клубней при длительном хранении, обеспечив защитный 
эффект и сохранение биологической ценности продукции.
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Abstract. The article examines the effect produced by the preplant inoculation of potato tubers with Bacillus subtilis 
on biochemical processes occurring in the tubers of a new crop during the postharvest period at different storage 
periods. The content of malondialdehyde in tubers treated with strains 10-4 and 26D decreased by 15.5 and 35.5% 
and by 14.9 and 13.6% relative to the control after one and six months, respectively. The proline content in tubers 
pretreated with strain 10-4 differed insignificantly from the control in both storage periods, while in the case of 
strain 26D, it was lower than the control by 14.7 and 26.3%. First, the activity of protective proteins in treated tubers 
decreased relative to the control; then, the activity of trypsin inhibitors in tubers was found to significantly exceed 
that in tubers stored for a short time. The protein content of pretreated tubers was initially higher than that of the 
control; then, it was either at the same level (strain 26D) or 15% lower than the control (strain 10-4). The content of 
ascorbic acid in tubers pretreated with strain 10-4 exceeded that of the control by 16.1 and 17.9% after one and six 
months of storage, respectively, whereas in the case of strain 26D, no difference from the control was noted. The 
amount of reducing sugars was 39.4% lower than the control after one and six months of storage (strain 10-4) and 
35.6% after six months of storage (strain 26D). The pretreatment with strains 10-4 and 26D positively affected the 
main biochemical parameters of tubers during long-term storage, providing a protective effect and preserving the 
biological value of produce.

Keywords: endophytic bacteria, potatoes, storage, trypsin inhibitors, proteolytic activity
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ВВЕДЕНИЕ
Картофель является одной из важнейших полевых 

культур, особенность биологии которой связана с веге-
тативным способом ее размножения. Вследствие регу-
лярного накопительного воздействия фитопатогенов 
данная культура с течением времени вырождается и 
физиологически стареет под влиянием абиотических 
стрессов, связанных с неблагоприятными внешними 
факторами при выращивании и хранении [1], что 
вызывает как снижение урожая клубней и их качества, 
так и ухудшение их сохранности. Качество клубней, 
сформированное в полевых условиях во время роста 
и развития растений, должно быть сохранено во время 
послеуборочного хранения [2]. Повышение сохранности 
семенного и продовольственного картофеля является 
особенно актуальным вопросом, поскольку ежегодные 
потери урожая при хранении вследствие клубневых 
инфекций составляют от 15–20 до 80–100% [3]. Хранение 
клубней – это естественный процесс их старения [4], 
на который оказывает влияние множество факторов, 
в том числе сорт картофеля, зрелость клубней [5, 6], а 
также биохимические, физиологические и микробио-
логическое процессы, протекающие в поствегетаци-
онный период [7].

Применение микробных биопрепаратов оказывает 
направленное воздействие на ход обменных процессов 
в клубнях при их хранении, обеспечивая сокращение 
потерь. Так, обработки клубней препаратами группы 
«Экстрасол» (штамм Bacillus subtilis Ч-13) в лечебный 
период снижают потери в период хранения более чем 
на 30% [8]. Биологическая эффективность обработки 
клубней жидкой препаративной формой на основе 
штамма B. subtilis И5-12/23 перед закладкой на дли-
тельное хранение составила 78,9–86,9% и была выше, 
чем у химического стандарта – фунгицида «Максим КС» 
(52,1%) [9]. Применение микробных препаратов для 
интенсификации адаптационных защитных реакций 
клубней картофеля при хранении – эффективный прием, 

активизирующий ответные защитные реакции клубней 
более чем в 2 раза [8].

Особый интерес представляют эндофитные бак-
терии B.  subtilis, способные колонизировать ткани 
растений-хозяев и изнутри влиять на их метаболизм в 
ходе всего онтогенеза, сохраняя защитный потенциал в 
послеуборочный период [10]. Ранее нами было показано 
пролонгированное действие биопрепарата «Фитоспо-
рин-М» (штамм B. subtilis 26Д) на сохранность клубней: 
полученные при обработке растений клубни обладали 
более высокой устойчивостью к возбудителям фузари-
озной сухой гнили и фитофтороза в период хранения 
по сравнению с контрольными [11]. Доказана также 
способность модулировать защитные механизмы гидро-
понных стерильных клубней при обработке B. subtilis 
непосредственно перед закладкой на хранение [12]. 

Поскольку формирование конституционных защитных 
механизмов происходит во время роста, одним из меха-
низмов защиты клубней при хранении может являться 
иммунизация растений в период их выращивания. Све-
дения о физиологических механизмах сохранения инду-
цированной в полевых условиях устойчивости клубней 
картофеля в поствегетационный период в научной 
литературе практически отсутствуют. 

Целью проведенной работы являлось изучение 
влияния предпосадочной обработки клубней эндо-
фитными бактериями B. subtilis на адаптационные 
защитные реакции картофеля при его хранении. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили на клубнях картофеля 

сорта Башкирский, выращенных из предобрабо-
танных штаммами B. subtilis 10-4 (108 КОЕ/мл) и 26Д  
(108 КОЕ/мл) клубней в полевых условиях и заложенных 
на длительное хранение. Объектами исследования 
являлись эндофитные бактерии B. subtilis: штаммы 
10-4 (новый штамм из коллекции Башкирского науч-
но-исследовательского института сельского хозяйства, 
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регистрационный номер Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов В-12988) и 26Д 
(эталонный штамм, регистрационный номер 016-02-
2491-1, бактериальная основа препарата биофунги-
цидного действия «Фитоспорин-М» научно-внедрен-
ческого предприятия «Башинком»). Предпосадочную 
обработку клубней проводили путем опрыскивания 
жидкой формой препарата штаммов бактерии B. sub-
tilis 10-4 и 26Д в концентрации 108 КОЕ/мл. 

Влияние предобработок растений эндофитными 
бактериями на биохимические показатели работы 
фитоиммунной системы в клубнях картофеля в период 
хранения оценивали через 1 месяц после уборки 
(лечебный период, в течение которого клубни хранились 
при температуре 16 °С для залечивания механических 
повреждений, дозревания клубней и их подготовки к 
длительному хранению) и через 6 месяцев хранения 
при температуре 3±1  °С по степени накопления 
конечного продукта перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) – малонового диальдегида (МДА), содержанию 
пролина, неферментативного антиоксиданта – аскор-
биновой кислоты, оценивали также протеолитическую 
активность и уровень активности ингибиторов трипсина, 
содержание редуцирующих сахаров.

Оценка уровня перекисного окисления липидов. 
Об интенсивности ПОЛ судили по содержанию в 
клубнях конечного продукта ПОЛ – МДА – с помощью 
цветной реакции с тиобарбитуровой кислотой [13]. 
Навеску клубней (0,5 г) растирали с 3 мл дистиллиро-
ванной воды, добавляли 3 мл 20%-й трихлоруксусной 
кислоты и центрифугировали (10000 g, 10 мин). К 
2 мл надосадочной жидкости добавляли 2 мл 0,5%-й 
тиобарбитуровой кислоты в 20%-й трихлоруксусной 
кислоте, инкубировали при 100 °С (30 мин), далее 
раствор охлаждали и измеряли оптическую плотность 
при 532 и 590 нм (Specrtophotometer SmartSpecTM 
Plus, Bio-Rad, США). Концентрацию МДА вычисляли с 
использованием коэффициента молярной экстинкции 
155000 л/(см×моль).

Определение содержания пролина. Содержание 
пролина оценивали с помощью нингидринового 
реактива [14]. Навеску клубней (0,5 г) заливали 5 мл 
кипящей дистиллированной воды, инкубировали при 
100 °С (30 мин) и охлаждали. Далее 1 мл экстракта 
смешивали с 1 мл нингидринового реактива и 1 мл 
ледяной уксусной кислоты, инкубировали при 100 °С 
(1 ч) и охлаждали. Оптическую плотность растворов 
измеряли при 522 нм (Specrtophotometer SmartSpecTM 
Plus, Bio-Rad, США).

Определение содержания аскорбиновой кислоты. 
Определение содержания аскорбиновой кислоты про-
водили методом титрования (ГОСТ 24556-89). Навеску 
(10 г) растирали с 10 мл дистиллированной воды, пере-
носили в колбу на 100 мл, выдерживали 10 мин, а затем 
фильтровали. Полученный экстракт использовали для 
титрования раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята 
натрия до установления розовой окраски. 

Определение активности ингибиторов трипсина и 
протеолитической активности. Для получения экстрактов 
из клубня пробочным сверлом вырезали цилиндры, 
включающие все зоны клубня. Навеску клубня гомо-
генизировали в фарфоровой ступке со стеклянным 
песком, ресуспендировали в дистиллированной воде 

(1:9) и выдерживали 30 мин при 4  °С. Полученный 
экстракт дважды центрифугировали при 10000 g и 
4 °C в течение 10 мин на центрифуге Eppendorf 5417R 
(Eppendorf, Германия). В супернатанте определяли 
активность ингибиторов трипсина и протеолитическую 
активность. Супернатанты замораживали и хранили 
при минус 18 °C. Для определения содержания белка 
их размораживали, центрифугировали при 10000 g и 
4 °C в течение 10 мин, белок определяли по Бредфорду. 
Протеолитическую активность определяли по методу 
Эрлангера [15], активность ингибиторов трипсина опре-
деляли методом Гофмана и Вайсблая [16] микрометодом, 
оптическую плотность измеряли на планшетном фото-
метре «Униплан» (АИФР-01) (ПИКОН, Россия).

Содержание редуцирующих сахаров. Содержание 
редуцирующих сахаров определяли спектрофотометри-
ческим методом, основанном на их способности давать 
окрашенные соединения с 3,5-динитросалициловой 
кислотой [17].

Все эксперименты были проведены в трех биологи-
ческих и трех аналитических повторах. Статистическая 
обработка данных включала оценку достоверности 
различий средних арифметических (t-тест) при уровне 
значимости р  <  0,05 с использованием программ 
Microsoft Excel.

Происходящие при длительном хранении клубней 
окислительно-восстановительные процессы, в результате 
которых накапливаются продукты ПОЛ и снижается 
функция антиоксидантной системы, рассматриваются 
в качестве основных физиолого-биохимических меха-
низмов, определяющих сохранность картофеля [18]. 
Соответственно, по степени накопления или убывания 
в клубнях конечного продукта ПОЛ – МДА, а также 
пролина – многофункционального стрессового мета-
болита растений, выполняющего также роль антиок-
сиданта, можно судить о характере и направленности 
физиологических процессов в клубнях под влиянием 
предобработки бактериями и оценить вклад этого 
фактора в повышение жизнеспособности клубней в 
период хранения. 

Анализ содержания МДА показал, что в клубнях без 
обработки (контроль) в период длительного хранения 
(6 месяцев) по сравнению с его уровнем при кратко-
срочном хранении отмечена активация реакций ПОЛ. 
Так, в контроле уровень МДА после 6 месяцев хранения 
составил 15,79 нМг/г сырой массы, что на 36,8% выше 
по сравнению с первоначальным значением. В то же 
время в предобработанных эндофитными бактериями B. 
subtilis клубнях отмечено снижение уровня накопления 
МДА по сравнению с контролем на 15,5 и 35,5% через 1 
и 6 месяцев хранения в случае использования штамма 
10-4 и на 14,9 и 13,6% при обработке штаммом 26Д 
соответственно (рис. 1, a). Таким образом, в начале 
срока хранения и особенно через полгода хранения 
обработанные бактериями B. subtilis клубни отличались 
сниженным по сравнению с необработанными клубнями 
содержанием МДА, что свидетельствовало о протек-
торной роли бактерий, приводящей к ослаблению окис-
лительных повреждений мембран. 

Увеличение содержания пролина в растениях часто 
связывают с активизацией процессов системной защиты 
в ответ на стрессовые воздействия, а величину его сни-
жения – со степенью физиологического благополучия 
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организма [19]. Выявлено, что в начальный срок хранения 
содержание пролина как в клубнях, предобработанных 
штаммом 10-4, так и в контрольном варианте отличалось 
незначительно и составило 1,09 и 1,19 мкг/г сырой 
массы, тогда как содержание пролина в клубнях, пре-
добработанных штаммом 26Д, было ниже контроля на 
14,7 и 26,3% соответственно в начальный и конечный 
сроки хранения (рис. 1, b). Очевидно, что эти штаммы 
по-разному воздействуют на физиологические процессы 
в длительно хранящихся клубнях. Под влиянием штамма 
10-4 в конечный срок хранения отмечено большее 
снижение содержания МДА и большее увеличение 
содержания пролина по отношению к варианту обра-
ботки штаммом 26Д.

Известно, что одним из механизмов защитного 
действия растений против фитопатогенов и фитофагов 
является продукция защитных белков, ингибирующих 
активность протеиназ патогенов и фитофагов [20], 
синтез которых может индуцироваться под влиянием 
эндофитных бактерий B. thuringiensis штамма B-5351 
[21]. Представляло интерес исследование активности 

данных соединений в хранящихся клубнях в связи с 
бактериальной обработкой эндофитных штаммов B. 
subtilis 10-4 и 26Д (рис. 2). 

Анализ ингибиторной активности в тканях зало-
женных на хранение клубней, полученных от предо-
бработанных штаммами B. subtilis 10-4 и 26Д рас-
тений, показал, что при непродолжительном хранении 
уровень активности ингибиторов трипсина в контрольном 
варианте был значительно выше при сравнении с 
клубнями, подвергнутыми бактериальной обработке  
(см. рис. 2, a). Однако при анализе данной активности 
после длительного хранения показано, что клубни, полу-
ченные из предобработанных растений, существенно 
превышали уровень контрольного варианта по содер-
жанию белков – ингибиторов трипсина. Таким образом, 
обработка имела модулирующий эффект на показатели 
активности защитных белков. В начале срока закладки 
на хранение в обработанных бактериями клубнях наблю-
далось снижение содержания данных соединений по 
сравнению с контролем. Это может быть связано с 
реакциями, приводящими к эффекту праймирования, 

a b
Рис. 1. Влияние предобработки штаммами Bacillus subtilis 10-4 и 26Д на содержание малонового диальдегида (a)  
и пролина (b) в клубнях при хранении
Fig. 1. Impact of Bacillus subtilis (10-4, 26D) on the content of malondialdehyde (a) and prolin (b) in tubers during storage

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

Контроль 10-4 26Д

М
ДА

 , 
нМ

г/г
 с

ы
ро

й 
ма

сс
ы

 

1 месяц хранения 6 месяцев хранения 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

Контроль 10-4 26Д

П
ро

ли
н,

 м
кг

/г 
сы

ро
й 

ма
сс

ы
 

1 месяц хранения 6 месяцев хранения

a b
Рис. 2. Влияние предобработки штаммами Bacillus subtilis 10-4 и 26Д на уровень активности ингибиторов трипсина (a)  
и протеолитической активности (b) в клубнях при хранении
Fig. 2. Impact of Bacillus subtilis (10-4, 26D) on the level of tripsin inhibitors activity (a) and proteolytic activity in tubers (b) 
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в которых действие эндофитных бактерий может быть 
сравнимо с процессами слабого патогенеза. 

Тем не менее в конце срока хранения активность 
ингибиторов протеиназ в клубнях значительно превышала 
показатели клубней, хранящихся непродолжительное 
время, что свидетельствовало об усилении защитного 
действия обоих штаммов эндофитных бактерий в клубнях 
при длительном хранении. Примечательно, что в кон-
трольных образцах данная активность не столь лабильна 
и незначительно снижается к концу хранения.

Протеолитическая активность тканевых ферментов 
имела тенденцию к снижению как в контрольных, так 
и в обработанных бактериями клубнях, что уменьшает 
вероятность накопления свободных аминокислот  
(см. рис. 2, b). Примечательно, что наибольшее сни-
жение протеолитической активности (на 36 и 42,2% 
по отношению к контролю соответственно) выявлено 
в варианте обработки штаммом 10-4. Таким образом, 
обработка эндофитными бактериями оказала модули-
рующий и штаммоспецифичный по силе воздействия 
эффект на показатели активности защитных белков.

В состоянии пониженной функциональной актив-
ности растительного организма при низкой температуре 
хранения уровень аскорбиновой кислоты может харак-
теризовать ответную реакцию растительных тканей на 
продукты метаболизма бактерий [8]. В нашем экспери-
менте выявлено, что содержание аскорбиновой кислоты 
в предобработанных эндофитными бактериями B. sub-
tilis штамма 10-4 клубнях превышало величину этого 
показателя в контроле на 16,1% через 1 месяц и на 
17,9% через 6 месяцев хранения. При этом содержание 
аскорбиновой кислоты в предобработанных штаммом 
B. subtilis 26Д клубнях в оба срока достоверно не отли-
чалось от контроля (рис. 3, a). Можно предположить, что 
повышенное накопление антиоксиданта в варианте 
бактеризации штаммом 10-4 (см. рис. 3, a) явилось 
компенсаторной реакцией растения на снижение актив-
ности ингибиторов протеиназ (см. рис. 2, a). 

Отмечена тенденция снижения содержания раство-
римого белка при хранении. Бактериальные обработки 
оказали влияние на данный показатель, который зависел 
от срока хранения клубней (рис. 3, b). Так, при непродол-
жительном хранении содержание белка в обработанных 
клубнях на 20% превышало значения контрольного 
варианта. При длительном хранении данный показатель 
оказался на уровне контрольного варианта (штамм 
26Д) или был снижен на 15% (штамм 10-4). 

За период хранения в контрольных клубнях прои-
зошло увеличение содержания редуцирующих сахаров на 
48,2% (рис. 3, c), что снижало технологическое качество 
клубней и их лежкость. В начальный срок хранения 
в обработанных штаммом 10-4 клубнях содержание 
редуцирующих сахаров было исходно ниже контроля на 
39,4%. Но к концу 6-месячного срока хранения оно срав-
нялось с величиной данного показателя в обработанных 
штаммом 26Д клубнях. При этом оба инокулированных 
варианта характеризовались меньшим накоплением 
редуцирующих сахаров при длительном хранении по 
сравнению с контролем на 39,4% (штамм 10-4) и 35,6% 
(штамм 26Д), что сопряжено с положительным влиянием 
на пригодность к переработке хранящихся клубней. 

 По совокупности измеренных физиолого-биохи-
мических показателей клубней в период хранения 
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Рис. 3. Влияние предобработки штаммами Bacillus subtilis 
10-4 и 26Д на содержание аскорбиновой кислоты (a), 
растворимого белка (b) и редуцирующих сахаров (c)  
в клубнях при хранении
Fig. 3. Impact of Bacillus subtilis (10-4, 26D) on the content 
of ascorbic acid (a), soluble protein (b), and reducing  
sugars (c) in tubers during storage
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выявлено, что предобработка эндофитными бактериями 
положительно повлияла на хозяйственно-ценные при-
знаки клубней, обеспечив защитный эффект, который в 
большей степени был выражен при обработке штаммом 
B. subtilis 10-4. Это выразилось в уменьшении содер-
жания МДА, повышении содержания пролина, умень-
шении активности протеиназ и увеличении содержания 
аскорбиновой кислоты по сравнению с действием 
штамма 26Д, при этом оба штамма способствовали 
повышению уровня активности ингибиторов протеиназ 
и уменьшению содержания редуцирующих сахаров. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что инокуляция эндофитными бакте-

риями не только оказывает долгосрочное действие 
на растение в течение его онтогенеза, но и влияет 
на физиологическое состояние клубней в период их 
хранения [11]. Для оценки вклада обработки растений 
картофеля бактериями B. subtilis штаммов 26Д и 10-4 
нами были оценены такие физиолого-биохимические 
показатели клубней, как содержание в их тканях МДА, 
пролина, активность ингибиторов трипсина и протеи-
назная активность, а также содержание аскорбиновой 
кислоты, растворимого белка и редуцирующих сахаров. 

Выявленное в эксперименте увеличение содержания 
МДА в контрольных клубнях при хранении, вероятно, связано 
с процессами физиологического старения клубней, которые 
сопровождаются нарушением внутриклеточного баланса 
активных форм кислорода (АФК). Увеличение концентрации 
свободных радикалов изменяет нормальный редокс-статус 
клеток, вызывая окислительные стрессы, которые при-
водят к повреждению функциональных макромолекул 
(ферментов) и нарушению физиологических процессов, 
протекающих в клеточных структурах клубней [7]. При 
этом обнаруженное в нашем эксперименте уменьшение 
содержания МДА в хранящихся 6 месяцев клубнях, предо-
бработанных бактериями, свидетельствует об ослаблении 
оксидативного стресса в клубнях и защищенности клеток от 
повреждающего действия АФК. Можно предположить, что 
защитный эффект B. subtilis связан с модуляцией активности 
антиоксидантных ферментов под их влиянием, вследствие 
чего они могут контролировать уровень АФК, приводящих 
к ПОЛ [22]. Как было показано, растения томата, иноку-
лированные эндофитными бактериями Sphingomonas 
sp. LK11, характеризовались повышением активности 
каталазы, полифенолоксидазы, а также усилением синтеза 
глутатиона, что в совокупности способствовало снижению 
в этих растениях стресс-индуцированного уровня ПОЛ и 
накоплению МДА [23]. Таким образом, полученные нами 
результаты согласуются с имеющимися в литературе 
данными о снижении под влиянием ростстимулирующих 
бактерий окислительных повреждений растений.

Известно, что накопление пролина является широко 
распространенным ответом растений на стрессовые 
ситуации в окружающей среде. В нашем экспери-
менте уровень пролина в хранящихся клубнях возрос 
от начала хранения до периода 6-месячного хранения 
во всех вариантах опыта, однако меньшее его нако-
пление зафиксировано при обработке штаммом 26Д в 
оба срока наблюдений. Вероятно, эти различия могут 
быть связаны с разной степенью колонизации тканей 
картофеля разными штаммами или с различиями в 
природных свойствах штаммов, которые, как было 
показано ранее, способны в разной степени вызывать 
лигнификацию клеточных стенок и продуцировать разные 
количества индолил-3-уксусной кислоты [24].

Косвенным подтверждением различий в физиологи-
ческой активности штаммов является также дифференци-
рованная способность вызывать ответную реакцию рас-
тений по активности ингибиторов трипсина (см. рис. 2, a)  
и протеиназной активности (см. рис 2, b). Ранее спо-
собность эндофитных бактерий модулировать уровень 
активности ингибиторов протеиназ была отмечена в 
работе [20]. Вероятно, более сильное влияние, оказанное 
штаммом 10-4 на физиологический статус клубней, 
обусловило и более выраженный эффект праймиро-
вания, который зафиксирован в нашем эксперименте по 
накоплению аскорбиновой кислоты именно в варианте 
предобработки штаммом 10-4. В нашем эксперименте 
содержание аскорбиновой кислоты в предобработанных 
эндофитными бактериями B. subtilis штамма 10-4 клубнях 
превышало величину этого показателя в контроле в 
1,2 раза, что согласуется с данными других исследований 
[8, 25]. Вероятно, именно с эффективно сработанной 
системной защитой в ответ на присутствие штамма 
10-4 связано уменьшение содержания редуцирующих 
сахаров в клубнях при хранении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, совокупность полученных данных 

свидетельствует в пользу того, что предпосадочная ино-
куляция клубней эндофитными бактериями B. subtilis 
штамма 10-4 посредством снижения уровня стресс-ин-
дуцированного увеличения ПОЛ, снижения концентрации 
пролина, более усиленного накопления аскорбиновой 
кислоты оказала защитный эффект на растения кар-
тофеля в период длительного хранения, обеспечивая 
замедление процессов старения с сохранением био-
логической ценности продукции. Защитный эффект 
клубней в период хранения связан со способностью 
бактерий B. subtilis проникать в растительные ткани 
картофеля, заселяя их эндофитно, сосуществовать в них 
и способствовать формированию длительной защиты 
от стрессовых факторов. 
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Влияние водного дефицита на накопление дегидринов  
в клетках каллусной культуры сосны обыкновенной

Н.Е. Коротаева , В.Н. Шмаков, С.Э. Молдавская

Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Внутривидовые различия в уровне стрессоустойчивости у древесных растений остаются малоис-
следованными, хотя данный признак важен для селекции деревьев. Дегидрины являются белками внутрикле-
точной защиты, предохраняющими другие белки, а также мембраны от повреждений, вызванных внутрикле-
точным обезвоживанием при действии водного дефицита. Целью настоящей работы было изучение возмож-
ности выявления дегидринов, связанных с ответом на водный дефицит, а также межиндивидуальных различий 
в накоплении дегидринов у сосны обыкновенной в условиях in vitro. В работе использовали каллусную культуру, 
полученную из тканей ветвей и почек двух деревьев сосны обыкновенной (д3 и д4), для которых были обнаружены 
количественные и качественные различия в составе дегидринов. Межиндивидуальные различия у каллусных 
культур выражались в варьировании частоты событий каллусообразования и индекса нарастания каллусной 
культуры. Влияние водного дефицита на каллусную культуру при добавлении в среду культивирования 5 или 8% 
полиэтиленгликоля выражалось в дозозависимом снижении в клетках каллусов содержания воды, накоплении 
стрессового белка Hsp70 и дегидринов с массами 47, 42, 27 кД. Состав и уровень накопления дегидринов 
различался для каллусов, полученных из д3 и д4, что позволяет предположить различный уровень устойчивости 
к действию водного дефицита у клеток данных каллусных культур. Существование таких различий может стать 
основой для выявления дегидринов сосны обыкновенной, связанных с защитой от водного дефицита.

Ключевые слова: Pinus sylvestris L., дегидрины, каллусная культура, водный дефицит 
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Effect of water stress on the accumulation of dehydrins  
in callus culture cells from Pinus sylvestris L.

Natalia E. Korotaeva , Vladimir N. Shmakov, Sofia Е. Moldavskaya

Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. Intraspecific differences in the level of stress tolerance in woody plants remain understudied, even though 
this characteristic is important for tree breeding. Dehydrins are intracellular defense proteins that protect other 
proteins, as well as membranes, from damage caused by intracellular dehydration under water stress. The present 
paper aims to examine the possibility of detecting dehydrins produced in response to water stress, as well as 
interindividual differences in dehydrin accumulation in Pinus sylvestris L. (Scots pine) under in vitro conditions. In 
this work, callus culture derived from the branch and bud tissues of two Scots pine trees (T3 and T4) was used; for 
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these trees, quantitative and qualitative differences in the composition of dehydrins were found. Interindividual 
differences in callus cultures were expressed as variations in the frequency of callus formation events and callus 
culture growth index. With the addition of 5 or 8% polyethylene glycol to the culture medium, the effect of water 
stress on the callus culture was expressed in a dose-dependent decrease of water content in callus cells, as well as 
the accumulation of shock protein Hsp70 and dehydrins having masses of 47, 42, and 27 kDa. The composition of 
dehydrins and the level of their accumulation differed between calluses derived from T3 and T4, suggesting different 
levels of water stress tolerance in the cells of these callus cultures. The existence of such differences may provide 
a basis for detecting dehydrins in Scots pine produced in response to water stress.

Keywords: Pinus sylvestris L., dehydrins, callus culture, water stress
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ВВЕДЕНИЕ
Лесовосстановление является актуальной задачей для 

Сибирского региона, т.к. леса данных территорий регу-
лярно подвергаются воздействию пожаров и вырубок1. 
В то же время одним из препятствий к высокоэффек-
тивному восстановлению лесного покрова оказывается 
низкая устойчивость древесной рассады к неблаго-
приятным климатическим воздействиям [1, 2]. Весна 
в зоне Восточной Сибири характеризуется сезонными 
засухами [3]. Усиление засушливости климата способ-
ствует микробной инвазии и неблагоприятно действует 
на выживаемость хвойных пород в Прибайкалье [4, 5]. 
В сочетании с высокой интенсивностью освещенности 
засушливость климата, особенно в весенний период, 
весной делает погодные условия в Восточной Сибири 
близкими к экстремальным.

Накопление белков-дегидринов (ДГ) приводит 
к появлению у растений устойчивости к холоду и 
водному дефициту (ВД) [6]. Действие этих белков 
заключается в удержании внутри клеток молекул 
воды и в имитации вокруг полярных остатков молекул 
белков и мембранных липидов гидратной оболочки, 
потеря которой приводит к неспецифическим вза-
имодействиям и утрате белками и липидами их 
физиологических свойств [7, 8]. Еще одно важное 
назначение ДГ состоит в их способности связывать 
в клетках растений активные формы кислорода, 
повышенное содержание которых приводит к окис-
лению биомолекул [9, 10]. Характерной структурной 
особенностью всех ДГ является наличие специфи-
ческой полярной высококонсервативной С-концевой 
К-последовательности, богатой остатками лизина, 
которая определяет значительную термоустойчи-
вость и растворимость этих белков и их основные 
функции внутри клетки [11, 12]. Было показано, что 
накопление ДГ приводит к появлению у растений 
холодо-, морозо- и засухоустойчивости, что позволяет 
рассматривать эти белки как факторы и маркеры 
холодо- и засухоустойчивости [7, 8].

Известно, что рост экспрессии генов отдельных 
ДГ происходит в ответ на действие ВД, холода, света, 
причем одно и то же воздействие может приводить к 
накоплению как специфических только для этого воз-
действия ДГ, так и ДГ, регулирующихся несколькими 
факторами [13, 14]. В естественных условиях невоз-
можно отделить влияние холода, освещенности или ВД, 
что делает невозможным определение специфичности 
накопления тех или иных ДГ в ответ на определенный 
фактор среды.

К настоящему моменту накоплено мало информации о 
внутривидовой вариабельности способности накапливать 
ДГ хвойными. Известно, что экспрессия генов этих белков 
существенно варьирует для различных популяций у Pinus 
sylvestris и Pinus pinaster [6, 15]. При этом высокие 
активность и разнообразие экспрессирующихся генов 
отмечаются для деревьев, произрастающих в более 
суровых условиях по признаку эффектора такой экс-
прессии [6]. Ранее были показаны межиндивидуальные 
различия в накоплении ДГ в хвое сосны обыкновенной 
[16] и в однолетних побегах лиственницы Каяндера [17] 
в период зимнего покоя у деревьев, произрастающих 
в Якутии. Выявление среди долгоживущих растений 
отдельных образцов с повышенным накоплением ДГ, 
которые являются маркерами устойчивости к разно-
образным неблагоприятным факторам, может иметь 
важное хозяйственное значение с точки зрения селекции 
этих растений и их использования для лесовосстанов-
ления в зонах с неблагоприятными климатическими 
условиями.

Использование в дополнение к традиционно приме-
няемым приемам методов культуры клеток, органов и 
тканей in vitro открывает перспективы для детального 
изучения действия какого-либо конкретного фактора на 
растительную клетку и ее реакции на это воздействие 
в строго контролируемых условиях при максимальном 
устранении влияния других сопутствующих факторов. 
Дополнительно применение этих методов позволяет 
разделить устойчивость и адаптацию растений на уровне 

1Государственный доклад о состоянии и об охране окружающей среды в Иркутской области в 2021 году. Ижевск: ООО 
«Принт», 2022. 252 с.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://rscf.ru/project/23-24-10035/
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-4-579-588
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-4-579-588
https://elibrary.ru/poqwfw
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организма и клеточный уровень устойчивости, на основе 
клеточной селекции отобрать устойчивые к токсиканту 
клоны или линии, а далее и целые растения. 

Целью данного исследования стало изучение воз-
можности использования каллусной культуры сосны 
обыкновенной для выявления ДГ, накопление которых 
вызывается действием ВД, а также для поиска межин-
дивидуальных различий в накоплении ДГ в ответ на ВД. 
Для достижения поставленной цели были использованы 
каллусные культуры, полученные из побегов ветвей и 
почек взрослых деревьев сосны обыкновенной.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для характеристики условий среды в период сбора 

проб использовали информацию из доклада Всероссий-
ского научно-исследовательского института гидромете-
орологической информации – Мирового центра данных 
«Климатические условия на территории России. Погода 
на территории Российской Федерации в 2022 году»2. 

В работе использовали два дерева (д3 и д4) сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris L.), произрастающие на 
экспериментальном участке Сибирского института физи-
ологии и биохимии растений СО РАН. Данный участок был 
заложен из однолетних саженцев в 1985 г. на окраине г. 
Иркутска. Почва на участке серая лесная неоподзоленная 
суглинистая. Грунтовые воды залегают на значительной 
глубине (11–50 м) и не оказывают заметного влияния 
на режим влажности почв. Возраст деревьев в период 
проведения исследования – 37–38 лет.

Сбор побегов ветвей и почек для анализа содер-
жания ДГ был произведен в марте 2023 г. Для этого 
образцы измельчали, замораживали в жидком азоте 
и хранили в криостате при минус 70 °С. Для получения 
каждого измельченного образца использовали не менее 
трех побегов с каждого дерева и не менее 10 почек 
с разных побегов.

Для получения каллусов образцы собирали в сен-
тябре – октябре 2022 г. В качестве растительного мате-
риала для получения каллусов сосны обыкновенной брали 
верхушки ветвей из нижней трети кроны (примерно 
3–4 см) с хвоей и почками. Перед стерилизацией хвою 
удаляли и стерилизовали почки с участками несущих 
побегов с использованием последовательно 3%-го рас-
твора перекиси водорода (30 мин), 0,1%-го раствора 
хлорида ртути (10 мин) и двукратной отмывки по 30 мин 
в 3%-м растворе перекиси водорода.

Для получения эксплантов стерильные почки с 
участками несущих побегов переносили на стерильные 
фильтры (в чашках Петри). Из средних частей почек и 
несущих побегов вырезали поперечные диски толщиной 
2–3 мм и помещали срезом горизонтально на пита-
тельную среду Мурасиге – Скуга, содержащую половинный 
состав макро- и микросолей с добавлением 0,8 мг/л 
тиамина, 0,4 мг/л пиридоксина, 0,4 мг/л никотиновой 
кислоты, 100  мг/л инозитола, 200 мг/л гидролизата 
казеина и 20 г/л сахарозы; в качестве регуляторов 
роста использовали 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту 
(2 мг/л) и 6-бензиламинопурин (0,5 мг/л). Экспланты и 

полученные из них каллусы культивировали в темноте 
при постоянной температуре 25 °С. Продолжительность 
одного цикла культивирования полученного каллуса 
составляла 28 суток. Для создания действия ВД каллусы 
на 10 суток пересаживали на среду культивирования, 
содержащую 5 или 8% полиэтиленгликоля (ПЭГ), кон-
трольные образцы на это же время пересаживали на 
среду без добавления ПЭГ.

Каллусогенез анализировали по трем признакам: 
1) скорость инициации каллусной ткани – время обра-
зования первых следов каллуса на экспланте (сут.);  
2) частота случаев каллусообразования – число экс-
плантов, сформировавших каллус, относительно общего 
количества эксплантов (%) (определяли на 2-е, 3-е, 5-е, 
10-е, 15-е и 20-е сутки культивирования); 3) интенсив-
ность каллусогенеза – оценивали по индексу нарастания, 
где 1 балл – объем каллусной ткани меньше объема 
экспланта, 2 балла – объем каллусной ткани примерно 
равен объему экспланта, 3 балла – объем каллусной 
ткани больше объема экспланта (оценку по данному 
параметру вели в завершающей фазе каллусогенеза 
(на 20-е сутки) в процентах относительно общего коли-
чества эксплантов) [18].

Определение содержания общей воды в каллусах 
проводили по изменению веса каллусов. Прирост кал-
лусов вычисляли как разницу в сыром весе каллуса 
перед переносом на питательную среду, содержащую 
ПЭГ 2000 (LOBA Chemie Fischamend, Австрия) (или среду 
без ПЭГ для контрольных образцов), и того же каллуса 
через 10 суток культивирования, выраженную в про-
центах от первоначального веса. 

Для выделения общего белка использовали образцы 
каллуса либо пробы измельченного материала побега 
или почек весом 0,5 г, зафиксированные в жидком азоте 
и хранившиеся в криостате при минус 70 °С. Пробу 
растирали в жидком азоте с кварцевым песком в 2,5 мл 
буфера, содержащего 100 мМ трис‑HCl (pH 7,4–7,6), 
0,1% додецилсульфата натрия (ДДС‑Na), 12 мМ β‑мер-
каптоэтанола, 1 мМ фенилметилсульфонилфлюорида 
и нерастворимый поливинилпирролидон (10% от веса 
пробы). После центрифугирования (18000 g, 10 мин) белок 
из полученного супернатанта осаждали пятикратным 
объемом охлажденного до минус 20 °C ацетона (8500 g, 
10 мин). Осадок общего клеточного белка растворяли 
в буфере для образца, содержащем 0,125 M трис‑HCl 
(pH 6,8), 10% ДДС‑Na, 10 мМ β‑меркаптоэтанол, 1 мМ 
этилендиаминтетрауксусную кислоту, 20%-й глицерин, с 
последующим нагреванием при 97 °C в течение 3 мин 
на водяной бане и центрифугированием при 12000 g в 
течение 10 мин. Концентрацию белка в получившихся 
пробах определяли с помощью флюориметра QubitTM 
(Invitrogen, США) согласно инструкции с использованием 
набора реактивов (Quant‑iT Protein Assay kits, Invit-
rogen, США).

Для определения содержания стрессового белка 
Hsp70 и ДГ 30 мкг белка из каждой пробы разделяли 
электрофоретически в полиакриламидном геле в при-
сутствии ДДС‑Na и переносили на нитроцеллюлозную 

2Аржанова Н.М., Давлетшин С.Г., Дементьева Т.В., Клещенко Л.К., Коршунова Н.Н., Швец Н.В. Погода на территории 
Российской Федерации в 2022 году // Федеральная служба по гидрометеорологии и мониторингу окружающей среды. 
Режим доступа: http://meteo.ru/climate/93-klimaticheskie-usloviya/179-klimaticheskie-usloviya-na-territorii-rossii (дата 
обращения: 16.06.2023).
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мембрану в системе mini‑Protean III (BioRad, США) 
в соответствии с прилагаемой инструкцией. Белки 
детектировали с помощью антител. Использовали пер-
вичные моноклональные антитела против общего Hsp70  
(Hsp70/Hsc70; SPA‑820, StressGen Bioreagents, Канада; 
разведение 1:1000) и поликлональные антитела против 
ДГ (AS07 206, Agrisera, Швеция; разведение 1:500). 
Антитела визуализировали с помощью вторичных антител, 
конъюгированных со щелочной фосфатазой (Sigma, 
США), с использованием субстрата BCIP/NBT (Gerbu, 
Германия). Молекулярную массу (Mr) выявленных ДГ 
определяли с использованием белковых маркеров 
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, 
США) с помощью программного обеспечения Image 
Laboratory (версия 5.2) (Bio Rad, США).

Интенсивность окрашивания белкового пятна на 
мембране определяли денситометрически после скани-
рования в цифровом формате с помощью сканера Gel 
DocTM XR+ (Bio Rad, США) и программного обеспечения 
Image Laboratory (версия 5.2) (Bio Rad, США). Окраши-
вание измерялось как количество окрашенных пикселей 
на изображении. Интенсивность окрашивания белка 
на нитроцеллюлозной мембране пропорциональна 
количеству специфических антител, связавшихся с 
мембраной после инкубации, и количеству исследу-
емого белка в образце, фракционированном методом 
электрофореза. Интенсивность окрашивания в каждом 
экспериментальном образце выражали в условных 
единицах относительно окрашивания в контрольном 
образце, принятом за 1.

Измерения проводили не менее чем в трех повтор-
ностях, вычисляли среднее арифметическое и стан-
дартное отклонение.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Условия среды, предшествующие сбору растительного 

материала – побегов ветвей и почек взрослых деревьев 
сосны обыкновенной, в том числе и для получения кал-
лусной культуры, можно охарактеризовать как аномально 
теплые. В период зимы 2021–2022 и весны 2022 г. пре-
вышение среднемесячных температур составляло 2–4° С; 
в декабре 2022 г. – 2 °С. Повышенными были уровень 
осадков (февраль 2022 г. – 120–160% от нормы; август 
2022 г. – 120–200% от нормы) и продолжительность 
солнечного сияния (112 и 109% в январе – феврале и 
105% в мае – июне 2022 г.)2. Продолжительность сол-
нечного сияния была аномально низкой в августе 2022 г. 
(86%, значение вошло в список пяти минимальных по 
России), а температура воздуха – в октябре. Декабрь 
2022 г. в общем соответствовал норме по температуре 
и осадкам, хотя в первой декаде было аномально тепло 
(как отмечалось ранее, превышение среднемесячных 
температур составляло 2 °С). Описание условий произ-
растания позволяет сделать вывод о том, что деревья 
перед отбором образцов для получения каллусов не 
подвергались экстремальному воздействию дефицита 
влаги. 

В образцах побегов ветвей и почек д3 и д4 были 
выявлены ДГ с Mr 150, 140, 70, 23, 21, 19, 17 и 14 кД 
(рис. 1, a). В побегах было обнаружено большее раз-
нообразие среднемолекулярных ДГ (Mr 23–17 кД),  
тогда как высокомолекулярные ДГ с Mr 150 и 140 кД 
были выявлены только в образцах белка из почек. Причем 

только у д4 был обнаружен ДГ с Mr 140 кД, что указывает 
на существование межиндивидуальных различий в спо-
собности накапливать ДГ у д3 и д4. В образцах побегов 
и почек д3 и д4 был обнаружен низкомолекулярный ДГ с  
Mr 14 кД. Известно, что накопление этого белка в хвое 
сопряжено с воздействием отрицательной температуры 
[16, 19]. Появление морозоустойчивости связано с повы-
шением содержания Mr ДГ до 14 кД [20]. Перечисленные 
ДГ ранее были обнаружены в хвое сосны обыкновенной, 
произрастающей на территории Иркутской области, 
накопление этих белков происходило в холодное время 
года [21, 22]. Таким образом, на основе полученных 
результатов можно сделать предположение о связи этих 
ДГ с холодовым воздействием. Накопление большего 
количества ДГ с Mr 70 и 14 кД в образце из побегов и 
белка с Mr 140 кД в образце из почек у д4 (рис. 1, b) 
может говорить в пользу большей устойчивости к небла-
гоприятным факторам внешней среды клеток почек и 
побегов этого дерева.

На первом этапе исследования каллусов прово-
дилась оценка параметров каллусогенеза в зависи-
мости от генотипа исходных деревьев. На эксплантах 
почек как д3, так и д4 первые следы каллуса стали 
появляться уже на 2-е сутки, а на эксплантах побегов – 
на 5-е сутки культивирования. Результаты изучения 
частоты случаев каллусообразования на эксплантах 
представлены в табл. 1. Данный показатель разли-
чался как между генотипами, так и между эксплантами 
различного происхождения внутри каждого из иссле-
дуемых генотипов. Частота случаев каллусообразования 
к концу фазы каллусогенеза (20-е сутки, далее каллус 
больше не образовывался) для эксплантов почек д3 
составляла 99,2%. В случае д4 все экспланты, полу-
ченные из почек, формировали каллус. При этом каллус 
на эксплантах побегов д3 к 20-му дню образовался в 
96,3% случаев, а для д4 этот показатель составил 75%. 
Частота событий каллусообразования для эксплантов 
различного происхождения и генотипов в значительной 
мере варьировала и по конкретным промежуточным 
датам оценки этого показателя – на 2-е, 3-е, 5-е, 10-е, 
15-е сутки культивирования (см. табл. 1).

Индекс нарастания каллусной культуры на эксплантах 
представлен в табл. 2. Установлено, что интенсивность 
роста каллуса, определяемая по степени обрастания 
каллусом первичных эксплантов к концу фазы каллусо-
генеза, была выше на растительном материале, полу-
ченном из почек. Это характерно для обоих исследуемых 
деревьев. Первичный каллус значительно превышал 
размеры экспланта, на котором он формировался, в 
61,3% случаев для эксплантов почек д3 и в 58,7% случаев 
для эксплантов почек д4. Для эксплантов побегов д3 
характерно относительно равное распределение коли-
чества эксплантов с низкой, средней и высокой скоростью 
нарастания каллуса согласно оценке индекса нарастания 
по баллам. При этом преобладали каллусы с высоким 
индексом нарастания (38,7%). Для эксплантов побегов 
д4, наоборот, количество каллусов с высокой степенью 
обрастания экспланта было наименьшим (13,6%). Наи-
большее количество каллусов имело среднюю степень 
обрастания, соответствующую 2 баллам (36,7%), что 
говорит о более низкой скорости роста каллуса на экс-
плантах побегов д4 к концу фазы каллусогененза по 
сравнению с аналогичным материалом, полученным 
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от д3. Исследование особенностей роста и развития 
каллусных культур позволяет заключить, что по этому 
признаку между образцами д3 и д4 существуют различия.

Для выявления реакции клеток каллусов на ВД 
полученные из побегов и почек д3 и д4 каллусы были 
подвергнуты действию 5 и 8% ПЭГ в течение 10 суток. 
При этом в клетках каллусов всех образцов было зафик-
сировано небольшое дозозависимое снижение содер-
жания общей воды, которое не превышало 5% (рис. 2, b). 
Это свидетельствует в пользу создания в эксперименте 
условий ВД. Однако из литературных данных известно, 
что внесение в питательную среду для роста культур ПЭГ 
в дозе 5 и 8% нельзя считать воздействием, которое 
может вызывать в клетках сильный защитный физиологи-
ческий ответ [23]. Этот факт может объяснять отсутствие 
достоверного подавления прироста каллусной ткани в 
нашем эксперименте (рис. 2, b). Свидетельством небла-
гоприятного воздействия на клетки каллуса считается 
потемнение каллусной ткани и расширение площади 
темных участков, которое происходит в результате про-
исходящих в клетках культуры окислительных процессов 
[18]. Таких изменений по мере повышения концентрации 
ПЭГ мы не наблюдали (рис. 2, a). При этом накопление 
стрессового белка Hsp70 в клетках всех исследованных 
каллусов при действии 5% ПЭГ (рис. 3, 4) говорит о 
небольшом влиянии ВД, которое можно назвать в 
большей мере адаптирующим, но не повреждающим. 
Отсутствие роста содержания Hsp70 после экспозиции 
на среде с 8% ПЭГ по сравнению с контролем во всех 
образцах, кроме побегов д4, может говорить в пользу 
актуализации других защитных механизмов помимо 
Hsp70 при воздействии 8% ПЭГ по сравнению с 5% 
ПЭГ. К таким механизмам, действующим при снижении 
содержания воды в клетках растений, согласно данным 
литературы, можно отнести накопление осмолитов и 
усиление активности антиоксидантной системы [24].

В образцах белка из каллусов д3 и д4 были обна-
ружены ДГ с Mr 76, 71, 46, 42 и 27 кД (см. рис. 3), из 
которых ДГ с Mr 71 кД по молекулярной массе близок 
к ДГ с Mr 70 кД, выявленному в образцах побегов и 
почек, вероятно, это один и тот же белок. ДГ с Mr 76 кД 
ранее был описан для хвои сосны обыкновенной [22]. 
Остальные ДГ обнаружены только в клетках каллусов. 
Появление этих белков в клетках каллусов не только при 
обработке ПЭГ, но и в контрольных образцах, возможно, 
объясняется потенциально стрессовыми условиями, в 
которых находятся клетки каллусной культуры при выра-
щивании в условиях in vitro, а также тем, что накопление 
ДГ контролируется на уровне организма и наблюдать 
рост их содержания можно при снятии такого контроля.

В клетках каллусов при действии ПЭГ происходит рост 
содержания ДГ с Mr 27 кД (д3, д4 побеги; д3 почки), 
42 кД (д4 побеги, почки; д3 почки), 47 кД (д3 побеги, 

Таблица 1. Скорость инициации каллусной ткани и частота случаев каллусообразования

Table 1. Initiation rate of callus tissue and cases frequency of callus formation

Вариант Материал
Каллусогенез по дням культивирования, %

2-й день 3-й день 5-й день 10-й день 15-й день 20-й день

д3
Почки 10,4 20,8 68,8 88,0 88,0 99,2
Побеги 0,0   0,0 4,4 36,6 57,8 96,3

д4
Почки 8,8 13,5 66,9 85,3 95,3 100,0
Побеги   0,0 0,0 1,8 16,1 25,6 75,0

Рис. 1. Дегидрины побегов и почек сосны 
обыкновенной (3 – д3; 4 – д4): a – Coomassie – окраска 
полиакриламидного геля после электрофореза, Ponceau 
S – окраска нитроцеллюлозной мембраны после 
Western Blot, ДГ – окраска нитроцеллюлозной мембраны 
после инкубирования с антителами против дегидринов 
(использованные антитела специфически связываются  
со специфической К-последовательностью, обнаруженной 
у всех дегидринов, исследованных к настоящему времени; 
слева представлены молекулярные массы маркерных 
белков, справа – молекулярные массы дегидринов);  
b – денситометрическая оценка содержания дегидринов 
с массой 70 и 14 кД в побегах д3 и д4 (представленная 
величина выражает интенсивность окрашивания 
белка, выраженную в условных единицах относительно 
интенсивности окрашивания д3, принятого за 1;  
ошибка представляет стандартное отклонение)
Fig. 1. Shoots and buds dehydrines of scots pine (3 – tree 3, T3;  
4 – tree 4, T4): a – Coomassie – polyacrylamide gel staining 
after electrophoresis, Ponceau S – nitrocellulose membrane 
staining after Western Blot, ДГ – nitrocellulose membrane 
staining after incubation with antibodies against dehydrines  
(on the right are the molecular weights of dehydrines);  
b – densitometric assessment of the content of dehydrines  
70 and 14 kDa in T3 and T4 shoots (the presented value 
expresses the intensity of protein staining, expressed in 
conventional units relative to the intensity of T3 staining, taken as 1) 

a

b
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почки) (см. рис. 4). Наиболее ярко дозозависимый 
рост содержания ДГ при действии ВД, вызванного 
ПЭГ, выявлен у образца д3 (почки) (см. рис. 4). Таким 
образом, воздействие ВД способно привести к изме-
нению содержания ДГ в каллусных клетках. Подобным 
образом был показан рост содержания ДГ с Mr 24 кД 
и появление ДГ с Mr 42 кД в клетках соматических 

эмбрионов, полученных из эмбриогенных клеточных 
линий Picea glauca, подвергнутых различной степени ВД 
[25], а рост содержания ДГ с Mr 65 кД и транскриптов 
генов ДГ PsDhn4 и PsDhn2 наблюдали в хвое и побегах 
трехмесячных ростков сосны обыкновенной при действии 
ВД [26]. Межиндивидуальные качественные различия 
в содержании ДГ наиболее выражены в накоплении ДГ 
с Mr 47 кД в образцах побегов, остальные различия 
можно отнести к количественным.

На уровне органов качественные межиндивиду-
альные различия в накоплении ДГ были зафиксированы 
в клетках почек, а на уровне культуры клеток такие 
различия наблюдали для каллусных культур побегов. 
Таким образом, межиндивидуальные различия в нако-
плении ДГ на уровне органов и на уровне клеточной 
культуры могут быть неодинаковы и нужно с осторож-
ностью относиться к тому, чтобы прогнозировать нако-
пление ДГ на уровне органа или организма в ответ на 
ВД, основываясь на данных о накоплении ДГ в клетках 
каллусной культуры, и наоборот.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования были выявлены межинди-

видуальные различия между образцами двух деревьев 
сосны обыкновенной в накоплении ДГ в весенний период. 
Накопление ДГ с Mr 150, 70, 23, 21, 19, 17 и 14 кД в 
образцах побегов д4 оказалось выше, что может ука-

a

b

Рис. 2. Влияние водного дефицита на внешний вид (a),  
а также прирост и содержание общей воды (b) каллусов д3 и д4 
(M±m, n = 3–9, к – контроль; * – отличие от контроля значимо 
при p < 0,05. Для оценки значимости различий был использован 
софт Statistica, t-тест и ранговый тест Манна – Уитни)
Fig. 2. Effect of water deficit on the appearance (a),  
growth and total water content (b) of T3 and T4 calluses  
(M±m, n = 3–9, к – control; * – the difference from the 
control is significant at p < 0.05. To assess the significance  
of the differences, the Statistica soft, the t-test and  
the Mann – Whitney rank sum test were used)

Рис. 3. Влияние водного дефицита на содержание 
дегидринов и стрессового белка Hsp70 в каллусах д3  
и д4 (к – контроль, 5% и 8% – содержание 
полиэтиленгликоля в среде культивирования). Представлен 
результат Western Blot после электрофоретического 
фракционирования. Слева обозначены молекулярные 
массы дегидринов. На рисунке представлена типичная 
мембрана
Fig. 3. Effect of water deficit on the content of dehydrines 
and Hsp70 in T3 and T4 callus (к – control, 5% and 8% – 
polyethylene glycol content in the cultivation medium).  
The result of Western Blot after electrophoretic fractionation 
is presented. The molecular weights of dehydrines are 
indicated on the left. The figure shows a typical membrane

Таблица 2. Интенсивность каллусогенеза

Table 2. Intensity of callus formation

Вариант Материал
Индекс нарастания, %

Без каллусогенеза 1 балл 2 балла 3 балла

д3
Почки 0,8 12,1 25,8 61,3
Побеги 3,7 24,7 32,9 38,7

д4
Почки 0,0 18,4 22,9 58,7
Побеги 25,0 24,7 36,7 13,6
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зывать на большую холодо- и засухоустойчивость д4. 
Обнаруженные в каллусной культуре из побегов и почек 
ДГ с Mr 76, 71, 46, 42 и 27 кД связаны по уровню нако-
пления с действием ВД, при этом межиндивидуальные 
различия между д3 и д4 выражаются в различном уровне 
накопления отдельных ДГ. Хотя в образце д4 накопление 
ДГ в побегах и почках было выше, каллусы из побегов и 
почек д4 не обладали однозначными преимуществами 
по этим показателям, таким образом, нельзя говорить 
о том, что накопление ДГ в образце растения имеет 
прямую связь с накоплением в каллусе, полученном 
из тканей этого же растения. Однако в каллусах при-
сутствуют межиндивидуальные различия в накоплении 
ДГ, что говорит в пользу существования различного 
уровня устойчивости к действию ВД на клеточном 

уровне у каллусных культур различного происхождения. 
Существование таких различий может стать основой 
для выявления связи между уровнем накопления ДГ и 
засухоустойчивостью на уровне клеток. Применение 
каллусной культуры позволило обнаружить ДГ, которые 
не выявляются на уровне органа или организма, что 
делает использование такого подхода полезным для 
выявления протеомных факторов засухоустойчивости 
у сосны обыкновенной. Поскольку использование кле-
точных культур позволяет четко разделить устойчивость и 
адаптацию растений на уровне организма и клеточный 
уровень устойчивости, ДГ с Mr 46, 42 и 27 кД можно 
считать перспективными для дальнейшего изучения 
с целью селекции устойчивых культур клеток сосны 
обыкновенной, а в дальнейшем и целых растений.
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Влияние тебуконазола и азоксистробина  
на физиологические параметры и устойчивость  

проростков пшеницы к водному дефициту
Т.П. Побежимова*, Е.В. Бережная*, Е.А. Полякова*, А.В. Корсукова*, Н.С. Забанова*,**, 

И.В. Любушкина*,**, А.В. Степанов*, Н.В. Дорофеев*, О.И. Грабельных *,**

*Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск, Российская Федерация
**Иркутский государственный университет, г. Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Фунгициды класса триазолов и стробилуринов активно применяются в сельском хозяйстве в составе 
протравителей для защиты растений от грибковых заболеваний, кроме того, они оказывают на растения различные 
физиологические эффекты, в том числе могут повышать устойчивость к неблагоприятным факторам среды. Совместное 
действие данных фунгицидов при водном дефиците мало изучено. Целью представленного исследования было 
изучение отдельного и совместного влияния тебуконазола и азоксистробина на ростовые характеристики и устой-
чивость пшеницы к водному дефициту. В ходе работы использовали растения озимой пшеницы (Triticum aestivum L.), 
выращенные из семян, обработанных суспензиями тебуконазола (2 мг/50 г семян) и азоксистробина (4 мг/50 г семян) 
по отдельности или совместно. Для создания водного дефицита проростки в возрасте 5 суток перемещали на раствор 
20%-го полиэтиленгликоля (ПЭГ 6000), устойчивость оценивали в возрасте 7 и 9 суток. Установлено, что тебуконазол 
оказывал ретардантный эффект на побеги и стимулировал рост корней. Азоксистробин ингибировал рост побегов 
и особенно рост корней. При совместной обработке тебуконазол частично снижал вызванное азоксистробином 
ингибирование корневой системы. Азоксистробин усиливал отрицательное действие водного дефицита, в то время 
как тебуконазол эффективно защищал корневую систему проростков и частично снижал действие азоксистробина. 
Сделано заключение, что стимулирование роста корневой системы тебуконазолом играет важную роль в обеспе-
чении устойчивости озимой пшеницы к водному дефициту и может быть использовано в сельском хозяйстве. 

Ключевые слова: пшеница, тебуконазол, азоксистробин, рост побегов и корней, водный дефицит
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Abstract. Strobilurin and triazole class fungicides are actively used in agriculture as part of dressers to protect plants 
from fungal disease. In addition, they have various physiological effects on plants, including increased resistance 
to adverse environmental factors. The combined effect of these fungicides under water stress is understudied. The 
present work aims to examine the individual and combined effects of tebuconazole and azoxystrobin on the growth 
characteristics of wheat and its resistance to water stress. The study used winter wheat (Triticum aestivum L. ) plants 
grown from seeds treated with tebuconazole (2 mg/50 g seeds) and azoxystrobin (4 mg/50 g seeds) suspensions 
separately or together. In order to create water stress, five-day seedlings were transferred to 20% polyethylene glycol 
solution (PEG 6000), with stability assessed at seven and nine days. Tebuconazole was found to have a retardant effect 
on shoots and stimulate root growth. Azoxystrobin inhibited shoot growth and particularly root growth. When used 
together, tebuconazole partially reduced azoxystrobin-induced root inhibition. Azoxystrobin increased the negative 
effect of water stress, while tebuconazole effectively protected the root system of seedlings, partially reducing the 
effect of azoxystrobin. The stimulation of root growth with tebuconazolewas concluded to play an important role in 
providing resistance of winter wheat to water stress and to have the potential for use in agriculture. 

Keywords: wheat, tebuconazole, azoxystrobin, shoot growth, root growth, water stress
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ВВЕДЕНИЕ
Дефицит воды и засуха являются одними из основных 

абиотических стрессов, оказывающих негативное 
влияние на продуктивность растений. Изучение меха-
низмов адаптации к водному дефициту, поиск и раз-
работка технологий снижения неблагоприятного дей-
ствия этого фактора на растения является актуальной 
задачей растениеводства. Водный дефицит угнетает рост, 
реакции фотосинтеза и дыхания, приводит к развитию 
окислительного стресса и снижает урожайность важных 
сельскохозяйственных культур. Повышение устойчивости 
растений к недостатку влаги в почве возможно путем 
применения средств химической защиты. Протравливание 
семенного материала фунгицидными препаратами при 
предпосевной обработке семян представляет собой 
эффективный способ предотвращения грибковых 
заболеваний, а наличие выраженных физиологических 
эффектов этих веществ на растения позволяет считать 
ряд фунгицидов «стресс-протекторами». Такой термин 
вполне подходит для азолов и стробилуринов, препараты 
на основе которых занимают значительное место в 
сельскохозяйственном производстве. 

Азолы представляют собой системные фунгициды 
защитного, искореняющего и лечебного действия, им 
свойственна низкая фитотоксичность и широкий спектр 
противогрибковой активности1 [1]. Фунгицидная актив-
ность азолов связана с их способностью нарушать био-
синтез стеринов и терпеноидов у грибов1 [2]. Выступая 
в качестве ретардантов, азолы вызывают у зерновых 
культур торможение удлинения междоузлий и роста 
осевых органов растений за счет нарушения биосинтеза 
гиббереллинов1. Наибольшее применение среди азолов 
получили триазолы, которые оказывают физиологические 

эффекты на растения и помимо ретардантного действия 
и влияния на баланс гормонов (ингибирование синтеза 
гиббереллинов и повышение содержания абсцизовой 
кислоты) увеличивают содержание хлорофилла (эффект 
«зеленения» листьев), растворимого белка и сахаров, 
вызывают изменения в интенсивности дыхания, функци-
онировании системы антиоксидантной защиты клетки, 
изменяют состав жирных кислот и в итоге влияют на 
устойчивость к стрессам и урожайность [3]. Одним из 
представителей производных 1,2,4-триазола является 
тебуконазол, который в основном применяют как профи-
лактический и лечебный системный фунгицид, поскольку 
он эффективен против всех видов ржавчины зерновых 
культур, септориоза, а также подавляет головневые 
грибы, возбудителей корневых гнилей и плесневения 
семян1. Тебуконазол и тебуконазол-содержащие пре-
параты оказывают разнонаправленный эффект на рост 
побегов и корней пшеницы: ингибируют рост побегов, 
но стимулируют рост корней [4, 5]. Показан положи-
тельный эффект триазолов и, в частности, тебуконазола 
на устойчивость растений к водному дефициту, засухе 
и засолению [6–8]. Усиление устойчивости к недостатку 
влаги в основном было связано с более развитой под 
действием триазолов корневой системой, повышенным 
содержанием пигментов, более эффективной работой 
фотосинтетического аппарата и антиоксидантной системы 
защиты клетки. 

Стробилурины представляют собой контактные фун-
гициды с лечащим действием и частичным системным 
эффектом1. Их фунгицидное действие связано с инги-
бированием митохондриального дыхания клеток пато-
генов на уровне комплекса III [9]. Как и триазолам, 
стробилуринам свойственна низкая фитотоксичность1 

1Попов С.Я., Дорожкина Л.А., Калинин В.А. Основы химической защиты растений: учеб. пособие. М.: Арт-Лион, 2003. 208 с.
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и наличие физиологических эффектов действия на 
растения, которые очень сильно варьируют не только 
среди видов, но даже внутри одного вида [10]. Среди 
стробилуринов наиболее широкое применение получил 
метоксиакрилат азоксистробин, ингибирующий про-
растание спор грибов и обладающий искореняющим, 
защитным, трансламинарным и системным действием 
[9]. Некоторые авторы отмечают сходные физиологи-
ческие эффекты триазолов и стробилуринов, например, 
Янь-Цзюнь Чжан с соавторами [11] обнаружили, что 
опрыскивание тебуконазолом и азоксистробином 
сходным образом предотвращает старение листьев 
озимой пшеницы в полевых условиях и позволяет получить 
более высокий урожай зерна. Задержка старения листьев 
пшеницы [11] и женьшеня [12] была связана с повы-
шением активности антиоксидантных ферментов и 
снижением развития окислительного стресса. Среди 
других эффектов действия азоксистробина авторы 
отмечали увеличение содержания хлорофилла и рас-
творимого белка. Существуют данные об увеличении 
содержания сахаров под влиянием азоксистробина [13]. 
В отличие от триазолов, азоксистробин ингибирует длину 
не только побегов, но и корней [13, 14]. Показаны как 
положительные эффекты азоксистробина при стрессе, 
вызванном водным дефицитом и засухой [10, 14–17], так 
и отрицательные [18]. Азоксистробин восстанавливал 
скорость ассимиляции углекислого газа и устьичную 
проводимость и повышал урожай зерна пшеницы [15]. 
Совместное применение азоксистробина с другими 
регуляторами роста (4-хлорфеноксиуксусной кислотой) 
позволяло частично избежать проявления его негативных 
эффектов, например задержки прорастания семян [19]. 

Комбинирование в составе препаратов для протравли-
вания семян нескольких действующих веществ из разных 
классов предотвращает формирование у патогенов 
резистентности и повышает эффективность обработки. 
Пока остается слабоизученным вопрос о том, какое 
влияние оказывает сочетание фунгицидов с различным 
механизмом действия на физиологические процессы 
растений. При выборе протравителя и разработке ком-
бинированных препаратов рекомендуется учитывать 
возможный фитотоксический эффект, зависящий от дозы 
протравителя и сочетания фунгицидов [20]. Комбинации 
действующих веществ могут по-разному влиять на всхо-
жесть семян, рост проростков и стрессоустойчивость 
растений, при этом не всегда удается выявить вклад 
отдельного фунгицида в оказываемое препаратом дей-
ствие. Так, показан положительный эффект совместной 
обработки тебуконазолом и трифлоксистробином на 
ростовые процессы, содержание пигментов, состояние 
воды в листьях, про- или антиоксидантный статус и ряд 
других показателей у пшеницы при засолении и кад-
миевом стрессе [21–23]. 

Недостаточная водообеспеченность в осенний период 
роста и развития озимых культур является одним из 
значимых риск-факторов, определяющих полевую всхо-
жесть, а также подготовку растений к зимовке и, как 
следствие, их зимостойкость и дальнейшую продуктив-
ность. Предпосевная обработка семян служит наиболее 
экономически эффективным и экологически безопасным 
способом коррекции фитосанитарного состояния семян 
и растений, а дополнительные физиологические эффекты 
фунгицидных протравителей позволяют влиять и на 

устойчивость растений к неблагоприятным факторам 
различной природы. Совместное действие тебуконазола 
и азоксистробина при обработке семенного материала 
на физиологические характеристики озимой пшеницы 
при водном дефиците ранее не исследовалось. 

Целью представленного исследования было изучение 
влияния тебуконазола и азоксистробина по отдельности 
и совместно на ростовые показатели и устойчивость 
проростков озимой пшеницы к водному дефициту, 
вызванному полиэтиленгликолем (ПЭГ 6000). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали растения озимой пшеницы 

(Triticum aestivum L.) сорта Иркутская в возрасте 5, 7 
и 9 суток, выращенные из семян, обработанных и не 
обработанных фунгицидами. Очищенные от пыли и при-
месей семена обрабатывали суспензиями тебуконазола  
(2 мг/50 г семян) и азоксистробина (4 мг/50 г семян) 
по отдельности (варианты «ТЕБ» и «АЗ») или совместно 
(вариант «ТЕБ + АЗ»). Фунгициды растворяли в диметилсуль-
фоксиде (ДМСО) (50 мкл ДМСО/50 г семян), переносили 
в небольшой объем воды для получения мутно-белой 
суспензии, которой обрабатывали влажные семена. В 
качестве контрольных использовали не обработанные 
фунгицидами семена, поверхность которых обрабаты-
валась либо дистиллированной водой (вариант «К1»), 
либо ДМСО (вариант «К2»). 

Сразу же после нанесения фунгицидов на поверх-
ность семян семена заливали дистиллированной водой 
выше уровня семян на 1 см и оставляли набухать в 
темноте в течение суток при комнатной температуре. 
Данный способ обработки был выбран как оптимальный 
для проявления ретардантного эффекта фунгицидов 
на основании предварительных экспериментов. С не 
обработанными фунгицидами семенами проводили те 
же действия. Через сутки воду сливали, семена про-
мывали и оставляли еще на сутки в закрытом сосуде 
в этих же условиях. Проклюнувшиеся семена распре-
деляли на рамки из полиамидной сетки, размещенные 
в пластиковых контейнерах (объемом 3,5 л) с водой и 
выращивали в камере KBW 720 (Binder, Германия) с 
температурой 23/20±0,1 °С (фотопериод 16 ч), влаж-
ностью 70% и освещенностью 250 мкмоль/м2×с1 ФАР. 
Через двое суток растения переносили на раствор Кнопа 
(1/2 нормы) и продолжали выращивать до возраста 
5 суток. У 5-суточных проростков питательный раствор 
заменяли на свежий, а для создания водного дефицита 
часть растений переносили на раствор Кнопа, содер-
жащий 20%-й полиэтиленгликоль с молекулярной массой 
Mr ≥ 6000 (ПЭГ 6000), и продолжали выращивать про-
ростки до возраста 7 суток. У 7-суточных проростков 
растворы заменяли на свежие и выращивали их до 
возраста 9 суток. Общая продолжительность воздей-
ствия ПЭГ 6000 составила 96 часов. Молекулы ПЭГ 
6000 инертные, нетоксичные, не проникают в ткани 
растения и позволяют выводить воду из клетки контро-
лируемым образом, поэтому его широко применяют для 
моделирования условий почвенной засухи на разных 
культурах, в том числе пшенице [24]. Концентрацию 
ПЭГ 6000 подбирали в предварительном эксперименте. 

Для оценки влияния фунгицидов на рост измеряли 
длину надземной части (длину колеоптиля и всего побега) 
и суммарную длину корней у проростков в возрасте 5, 
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7 и 9 суток. Влияние водного дефицита на ростовые 
параметры оценивали через 48 и 96 часов нахождения 
проростков на растворе с ПЭГ 6000 (в возрасте про-
ростков 7 и 9 суток). Проводили по 50 независимых 
измерений в каждой биологической повторности. Также 
рассчитывали для каждого проростка отношение длины 
побега к сумме длин корней – данный показатель 
наглядно отображает направленность действия фун-
гицидов на ростовые процессы. Для определения сырой 
и сухой биомассы использовали по 50 штук проростков 
каждого варианта. Высушивание проводили при 80 °С 
до постоянного веса. 

Статистическую обработку данных осуществляли 
с помощью программного пакета SigmaPlot v. 14.0. 
Данные представлены в виде медианы и интерквар-
тильной широты [25%; 75%]. Для доказательства наличия 
значимых различий использовали ранговый однофак-
торный дисперсионный анализ Краскела – Уоллиса с 
последующей процедурой множественного сравнения 
по методу Данна. Различия между экспериментальными 
данными считали статистически значимыми при p ≤ 0,05. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Многие фунгициды помимо своей основной актив-

ности оказывают на растения побочные физиологи-
ческие эффекты – как положительные (регуляция роста 
и повышение устойчивости к стрессам), так и отрица-
тельные (токсическое действие). Ранее мы показали, 
что тебуконазол-содержащий протравитель «Бункер» 
(АО «Август», Россия, действующее вещество тебуконазол 
60 г/л) в рекомендуемой производителем (0,5 л/т) и 
трехкратно повышенной дозах ингибирует рост побегов и 
стимулирует рост корней озимой пшеницы [5]. Препарат 
ожидаемо проявлял фунгицидный эффект, не оказывал 
фитотоксического действия и не снижал всхожесть семян, 
при этом приводил к повышению морозоустойчивости 
[25]. Стимулирование роста корневой системы у яровой 
пшеницы и ярового ячменя наблюдалось после обра-
ботки семян другим тебуконазол-содержащим протрави-
телем – «Ламадор» (АО «Байер», действующие вещества 
протиоконазол 250 г/л и тебуконазол 150 г/л) [4]. Увели-
чение длины корней после обработки протравителем 
«Ламадор» в первые недели роста растений повышало 
засухоустойчивость и улучшало потребление влаги и 
элементов питания, а также увеличивало коэффициент 
кущения [4]. В то же время фунгицид азоксистробин в 
чистом виде в концентрации 5–20 мкМ вызывал значи-
тельное ингибирование роста побегов и корней озимой 
пшеницы, однако не имел фитотоксического действия 
[13]. Ингибирование азоксистробином длины корней и 
побегов и сырого веса побегов отмечалось и другими 
авторами [14]. 

Определение морфометрических параметров (длина 
колеоптиля, длина побега, сумма длин корней, сырая и 
сухая биомасса побегов и корней) проростков озимой 
пшеницы, выращенных из обработанных фунгицидами 
семян, подтвердило различия в направленности изме-
нений ростовых процессов, вызываемых тебуконазолом 
и азоксистробином. Спустя 5 суток роста было обна-
ружено, что обработка семян тебуконазолом снижала 
длину надземной части проростка (на 27–30%) и не 
влияла на рост корней (рис. 1, a, b). Снижение длины 
побегов под действием тебуконазола не сопровождалось 

Рис. 1. Влияние фунгицидов на длину колеоптилей и побегов (а),  
сумму длин корней (b) и отношение длины побега  
к сумме длин корней (c) проростков озимой пшеницы  
в возрасте 5 суток. К1 – необработанные семена (контроль, 
дистиллированная вода); К2 – семена, обработанные 
диметилсульфоксидом (контроль, диметилсульфоксид);  
ТЕБ – семена, обработанные тебуконазолом (2 мг/50 г семян);  
АЗ – семена, обработанные азоксистробином (4 мг/50 г семян); 
ТЕБ + АЗ – семена, обработанные совместно тебуконазолом 
(2 мг/50 г семян) и азоксистробином (4 мг/50 г семян). 
Данные представлены в виде медианы [25%; 75%], 
n = 100–200. Разными буквами показаны статистически 
значимые различия при P ≤ 0,05 (метод Данна)
Fig. 1. Effect of fungicides on the length of coleoptiles and shoots (a),  
the sum of root lengths (b) and the ratio of shoot length to the 
sum of root lengths (c) in winter wheat seedlings on the 5th day 
of growth. K1 – untreated seeds (control, distilled water);  
K2 – seeds treated with dimethyl sulfoxide solution (control, dimethyl 
sulfoxide); TEБ – seeds treated with tebuconazole (2 mg/50 g 
seeds); A3 – seeds treated with azoxystrobin (4 mg/50 g of seeds); 
TEБ + A3 – seeds treated together with tebuconazole (2 mg/50 g  
of seeds) and azoxystrobin (4 mg/50 g of seeds). Data are presented 
as Me [25%; 75%], n = 100–200. Different letters show statistically 
significant differences at P ≤ 0.05 (Dunn's method)
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c

a

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


593

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2023  Том 13  N 4
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2023  Vol. 13  No. 4

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

статистически значимым снижением сырой и сухой 
биомассы (рис. 2). Внешне побеги выглядели крепкими, 
имели утолщенный стебель, более широкую листовую 
пластинку и темно-зеленый цвет. Следует отметить, что 
контрольные проростки из не обработанных фунгицидами 
семян, поверхность которых обрабатывалась дистил-
лированной водой (К1) или ДМСО, являвшимся рас-
творителем для фунгицидов (К2), не отличались между 
собой по ростовым характеристикам (см. рис. 1, 2), 
поэтому изменения параметров роста после обработки 
фунгицидами приведены в процентах от показателей 
варианта К1. 

Отличное от тебуконазола действие на проростки 
озимой пшеницы оказывала обработка семян азок-
систробином: он не только более существенно снижал 
рост побегов (на 37%), но и значительно ингибировал 
рост корней (на 55%) (см. рис. 1, a, b). Снижение длины 

побегов и корней под действием азоксистробина при-
водило к статистически значимому снижению сырой и 
сухой биомассы (см. рис. 2). Внешне побеги выглядели 
более тонкими, имели узкую листовую пластинку и свет-
ло-зеленый цвет. При совместной обработке семян 
тебуконазолом и азоксистробином, так же, как и при 
обработке отдельно азоксистробином, наблюдали сни-
жение длины побегов и корней и снижение их биомассы 
(см. рис. 1, 2). Однако ингибирование длины побегов 
и корней в случае совместной обработки было менее 
выражено, что свидетельствует о возможном защитном 
действии тебуконазола. Направленность изменений 
роста побега и корней под влиянием тебуконазола и 
азоксистробина и их совместного действия отражает 
такой показатель, как отношение длины побега к сумме 
длин корней: его величина снижается при ингибиро-
вании длины побегов в большей степени, чем корней, 

a b

Рис. 2. Влияние фунгицидов на сырую (а) и сухую (b) биомассу побегов и корней проростков озимой пшеницы в возрасте  
5 суток. Сырая и сухая биомасса включают вес 50 проростков. Обозначения те же, что и на рис. 1. Данные представлены  
в виде медианы [25%; 75%], n = 3–5. Разными буквами показаны статистически значимые различия при P ≤ 0,05 (метод Данна)
Fig. 2. Effect of fungicides on the wet (a) and dry (b) biomass of shoots and roots of winter wheat seedlings on the 5th day 
of growth. Wet and dry biomass include the weight of 50 seedlings. The designations are the same as in Fig. 1. Data are 
presented as Me [25%; 75%], n = 3–5. Different letters indicate statistically significant differences at P ≤ 0.05 (Dunn's method)
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и, наоборот, увеличивается при сильном ингибировании 
длины корней (рис. 1, с). 

Ранее было установлено, что ингибирование роста 
побегов под действием тебуконазол-содержащего протра-
вителя «Бункер» и чистого азоксистробина сопрово-
ждается снижением расхода сахаров, что приводит 
к их более высокому содержанию в тканях побегов 
[3, 13]. Меньший расход сахаров под действием этих 
фунгицидов также может быть связан с их функциони-
рованием в качестве ингибиторов дыхания: тебуко-
назол ингибирует транспорт электронов через комплекс 
I дыхательной цепи [26], а азоксистробин, как известно 
из литературы, блокирует транспорт электронов через 
комплекс III дыхательной цепи [9]. Сахара выполняют 
осморегуляторную, криопротекторную и антиоксидантную 
функции и задействованы в защитных реакциях рас-
тений при водном дефиците. 

Чтобы оценить влияние тебуконазола и азок-
систробина по отдельности и совместно на устойчи-
вость проростков озимой пшеницы к водному дефициту, 
использовали осмотик ПЭГ 6000, который вносили в 
питательную среду через 5 суток роста в конечной кон-
центрации 20%, и отслеживали изменения ростовых 
характеристик через 48 (возраст проростков 7 суток) 
и 96 (возраст проростков 9 суток) часов воздействия 
(рис. 3, 4). 

В отсутствии водного дефицита у 7- и 9-суточных 
проростков действие тебуконазола на побеги и корни 
озимой пшеницы сохранялось и даже усиливалось. Так, 
у 7-суточных проростков было обнаружено, что тебу-
коназол снижает длину побегов на 31%, при этом он 
не влияет на длину корней и на биомассу побегов и 
корней (см. рис. 3, 4). У 9-суточных проростков ингиби-
рование длины побегов тебуконазолом составило 35% и 
он значительно стимулировал рост корней – суммарная 
длина корней у проростков увеличивалась на 40% по 
сравнению с контрольными (см. рис. 3). Сырая масса 
побегов и корней статистически значимо не изменялась 
(см. рис. 4). Обработка азоксистробином снижала длину 
побегов на 20 и 18%, а длину корней на 46 и 44% у 7- 
и 9-суточных проростков соответственно (см. рис. 3), 
эти изменения сопровождались снижением сырой и 
сухой биомассы побегов и корней (см. рис. 4). При 
совместной обработке тебуконазолом и азоксистробином 
ингибирование длины побегов и корней у 7-суточных 
проростков составляло 37% и сопровождалось умень-
шением сырой и сухой биомассы (см. рис. 3, 4). При этом 
обнаруживалась тенденция к повышению показателей 
биомассы при совместной обработке по сравнению 
с действием только азоксистробина, что, вероятно, 
было связано с проявлением защитного эффекта 
тебуконазола. Защитный эффект тебуконазола при 
совместной обработке в большей мере проявился у 
9-суточных проростков и был направлен на развитие 
корневой системы, при этом суммарная длина корней у 
проростков этого варианта (ТЕБ + АЗ) соответствовала 
длине корней проростков из необработанных семян (К1 
и К2) (см. рис. 3). Сырая масса корней и побегов при 
совместной обработке не отличалась от показателей 
контрольных растений. 

Водный дефицит оказывал существенное влияние на 
ростовые характеристики проростков озимой пшеницы, 
особенно на их корневую систему. В присутствии ПЭГ 

6000 в питательной среде через 48 часов воздействия 
(7-суточные проростки) наблюдали снижение длины 
побегов на 16–18% у контрольных вариантов и на 21% 
у проростков, выращенных из семян, обработанных 
азоксистробином (см. рис. 3, 4). При этом осмотик 
не оказывал влияния на длину побегов проростков 
из обработанных тебуконазолом семян и на длину 
побегов проростков, выращенных из семян, подвер-
гнутых совместной обработке тебуконазолом и азок-
систробином. Независимо от влияния на длину побегов, 
сырая биомасса побегов снижалась во всех вариантах. 
Водный дефицит снижал длину корней контрольных и 
обработанных тебуконазолом проростков и не влиял 
на длину корней после обработки азоксистробином и 
при совместной обработке. Сырая масса корней сни-
жалась только у контрольных вариантов. 

Через 96 часов воздействия ПЭГ 6000 сохранялось 
действие водного дефицита на рост побегов и корней 
озимой пшеницы: наблюдалось снижение длины побегов 
у контрольных проростков и проростков из семян, обра-
ботанных азокстробином (как отдельно, так и совместно с 
тебуконазолом). При этом азоксистробин при отдельном 
действии усиливал отрицательное действие водного 
дефицита на побеги: если ингибирование длины побега 
у контрольных вариантов составляло 16–18%, то после 
обработки азоксистробином оно выросло до 32%  
(см. рис. 3). Сырая масса побегов снижалась у всех 
вариантов, но ингибирование прироста биомассы 
было наиболее существенным в вариантах обработки 
семян азоксистробином как отдельно, так и совместно 
с тебуконазолом. Если снижение прироста биомассы 
у вариантов К1, К2 и при действии тебуконозола в 
среднем составляло 29–33%, то в варианте с обра-
боткой семян азоксистробином – 40%. Статистически 
значимое снижение сухой биомассы при водном дефиците 
также наблюдали только при обработке семян азок-
систробином отдельно или совместно с тебуконазолом. 
Длина корней контрольных проростков и проростков, 
выращенных из семян, обработанных тебуконазолом, 
через 96 часов воздействия ПЭГ 6000 снижалась, но у 
обработанных тебуконазолом проростков абсолютное 
значение суммы корней было на уровне контрольных 
без воздействия осмотического агента. Водный дефицит 
не оказывал влияния на длину корней, обработанных 
азоксистробином, но ингибировал длину корней при 
совместной с тебуконазолом обработке, хотя абсолютное 
значение было на уровне контрольных растений при 
водном дефиците. Таким образом, тебуконазол снижал 
негативное действие азоксистробина через 96 часов 
воздействия осмотика. 

Полученные нами результаты о защитном действии 
тебуконазола при водном дефиците согласуются с резуль-
татами исследований других авторов. Так, тебуконазол и 
другие триазолы (гексаконазол и пропиконазол) снижали 
действие засухи на растения подсолнечника, что про-
являлось в увеличении длины корней, повышении 
содержания хлорофиллов, каротиноидов и антоцианов, 
а также урожайности [7]. Опрыскивание тебуконазолом 
повышало устойчивость растений сахарной свеклы к 
водному стрессу за счет улучшения параметров роста и 
фотосинтеза, активации ряда антиоксидантных ферментов 
и снижения окислительного стресса, что приводило к 
повышению урожайности [8]. Увеличение содержания 
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Рис. 3. Влияние фунгицидов и водного дефицита (ВД) на длину побегов (а), сумму длин корней (b) и отношение длины побега 
к сумме длин корней (c) проростков озимой пшеницы в возрасте 7 и 9 суток. Проростки в возрасте 5 суток переносили  
на питательный раствор, содержащий 20% ПЭГ 6000, и подвергали стрессу в течение 48 и 96 часов (анализ проводили  
на 7-е и 9-е сутки роста соответственно). Обозначения те же, что и на рис. 1. Данные представлены в виде медианы [25%; 
75%], n = 100–200. Разными буквами показаны статистически значимые различия при P ≤ 0,05 (метод Данна)
Fig. 3. Effect of fungicides and water deficiency (ВД) on the length of shoots (a), the sum of root lengths (b) and the ratio of shoot 
length to the sum of root lengths (c) of winter wheat seedlings on the 7th and 9th days of growth. Seedlings at the age  
of 5 days were transferred to a nutrient solution containing 20% PEG 6000 and subjected to stress for 48 and 96 hours (analysis 
was carried out on days 7 and 9 of growth, respectively). The designations are the same as in Fig. 1. Data are presented as Me 
[25%; 75%], n = 100–200. Different letters show statistically significant differences at P ≤ 0.05 (Dunn's method)
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Рис. 4. Влияние фунгицидов и водного дефицита (ВД) на сырую (а) и сухую (b) биомассу побегов и корней проростков 
озимой пшеницы в возрасте 7 и 9 суток. Сырая и сухая биомасса включают вес 50 проростков. Проростки в возрасте 
5 суток переносили на питательный раствор, содержащий 20% ПЭГ 6000, и подвергали стрессу в течение 48 и 96 часов 
(анализ проводили на 7-е и 9-е сутки роста соответственно). Обозначения те же, что и на рис. 1. Данные представлены в виде 
медианы [25%; 75%], n = 3–5. Разными буквами показаны статистически значимые различия при P ≤ 0,05 (метод Данна)
Fig. 4. Effect of fungicides and water deficiency (ВД) on the wet (a) and dry (b) biomass of shoots and roots of winter wheat 
seedlings on the 7th and 9th days of growth. Wet and dry biomass include the weight of 50 seedlings. Seedlings at the age  
of 5 days were transferred to a nutrient solution containing 20% PEG 6000 and subjected to stress for 48 and 96 hours 
(analysis was carried out on days 7 and 9 of growth, respectively). The designations are the same as in Fig. 1. Data are 
presented as Me [25%; 75%], n = 3–5. Different letters show statistically significant differences at P ≤ 0.05 (Dunn's method)
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фотосинтетических пигментов было выявлено в полевых 
опытах на яровой пшенице после обработки трехком-
понентным препаратом «Солигор, КЭ», содержащим в 
том числе тебуконазол, вследствие чего деятельность 
фотосинтетического аппарата сохранялась дольше [27]. 
Защитный эффект азоксистробина на фотосинтетическую 
активность и антиоксидантную способность наблюдали 
на листовых дисках чая при осмотическом стрессе, 
вызванном ПЭГ 6000 [17]. Тем не менее в нашей работе 
не выявлено защитного действия азоксистробина, в 
отличие от тебуконазола, на растения озимой пшеницы 
при водном дефиците, создаваемом ПЭГ 6000. 

Стимуляция развития корневой системы под дей-
ствием тебуконазола может быть одним из путей повы-
шения устойчивости озимой пшеницы к дефициту влаги 
в почве как в период всходов, так и после перезимовки. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, представленные данные свидетель-

ствуют о существенных различиях в действии тебуко-
назола и азоксистробина на рост побегов и корней 
проростков озимой пшеницы как в отсутствии стресса, 
так и в условиях водного дефицита, создаваемого 20%-м 
ПЭГ 6000. Тебуконазол в концентрации 2 мг/50 г семян 
оказывает защитный эффект на растения в условиях 

водного дефицита, что прослеживается по развитию 
корневой системы. Азоксистробин в концентрации  
4 мг/50 г семян ингибирует рост побегов и особенно 
рост корней, не оказывая защитного действия на рас-
тения при выращивании на ПЭГ 6000, и даже усиливает 
отрицательное действие водного дефицита, что прояв-
ляется в уменьшении длины побегов. При совместном 
применении тебуконазола с азоксистробином при 
обработке семян частично снижается отрицательное 
действие последнего на рост побегов и корней как в 
условиях нормальной водообеспеченности, так и при 
водном стрессе. 

Применение тебуконазола при обработке семян 
озимой пшеницы способствует лучшему росту корней, 
что проявляется и в условиях водного дефицита и 
способствует снижению отрицательного воздействия 
стрессового фактора на корневую систему. Благодаря 
своему физиологическому эффекту тебуконазол можно 
рассматривать в качестве перспективного компонента 
при создании комплексных многофункциональных пре-
паратов для предпосевной подготовки семян, направ-
ленной на защиту растений от болезней, вредителей и 
повышение их устойчивости к неблагоприятным фак-
торам внешней среды, в частности к водному дефициту. 
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Аннотация. Целью представленного исследования являлось выявление особенностей старения зерновок твердой 
и мягкой пшеницы без обработки и после обработки их импульсным давлением, создаваемым ударной волной. 
Зерно обрабатывали импульсным давлением 11 и 29 МПа. Через один месяц и через три года зерновки были 
отсортированы на стекловидные и мучнистые. Всхожесть контрольных зерновок мягкой пшеницы после хранения 
снизилась, а после обработки импульсным давлением и хранения она превышала контроль. Всхожесть контрольных 
зерновок твердой пшеницы с мучнистым эндоспермом после хранения снизилась в большей степени, чем зерновок 
со стекловидным эндоспермом. Обработка импульсным давлением привела к снижению всхожести зерновок со 
стекловидным эндоспермом. В зерновках твердой пшеницы в контроле содержание протеина после длительного 
хранения не изменилось. Импульсное давление способствовало снижению содержания протеина при хранении. У 
зерновок мягкой пшеницы содержание протеина после хранения снизилось в зерновках с мучнистым эндоспермом. 
Обработка импульсным давлением способствовала лучшему сохранению протеина в этих зерновках. Таким 
образом, зерновки твердой пшеницы и зерновки мягкой пшеницы со стекловидным эндоспермом в меньшей 
степени были подвержены старению по сравнению с зерновками мягкой пшеницы и зерновками с мучнистым 
эндоспермом соответственно. Импульсное давление повреждало стекловидный эндосперм и ускоряло старение 
семян. Оно также способствовало длительному хранению зерновок мягкой пшеницы без существенной потери 
жизнеспособности. Возможно применение обработки зерна мягкой пшеницы для продления срока хранения.

Ключевые слова: Triticum aestivum, Triticum durum, ближняя инфракрасная спектроскопия, протеин, клейковина, 
старение семян
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Abstract. The study aims to identify the aging characteristics of hard and soft wheat caryopses without treatment 
and following treatment with pulse pressure created by a shock wave. The grain was treated with pulse pressures 
of 11 and 29 MPa. After one month and after three years, the caryopses were sorted into vitreous and floury types. 
The germination of control soft wheat caryopses decreased after storage, while after pulse pressure treatment and 
storage, it exceeded that of the control. The germination of control hard wheat caryopses with floury endosperm 
decreased after storage to a greater extent than that of caryopses with vitreous endosperm. Pulse pressure treatment 
reduced the germination of caryopses with vitreous endosperm. No change was observed in the protein content of 
control hard wheat caryopses following prolonged storage. In this case, pulse pressure contributed to the reduction 
in protein content during storage. The protein content of soft wheat caryopses with floury endosperm decreased after 
storage. In these caryopses, pulse pressure treatment contributed to better protein retention. Thus, the caryopses 
of hard wheat and soft wheat with vitreous endosperm were less susceptible to aging as compared to the caryopses 
of soft wheat and caryopses with floury endosperm, respectively. Pulse pressure damaged the vitreous endosperm, 
accelerating seed aging. It also contributed to the long-term storage of soft wheat caryopses without a significant 
loss of viability. Thus, it is possible to treat soft wheat grain to extend its shelf life.

Keywords: Triticum aestivum, Triticum durum, near-infrared spectroscopy, protein, gluten, seed aging

For citation: Khramova Ya.I., Nefed’eva E.E., Belopukhov S.L., Dmitrevskaya I.I., Khramova V.N. Changes in the 
germination and content of protein and gluten in the caryopses of hard and soft wheat under pulse pressure and 
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ВВЕДЕНИЕ
При хранении семена подвергаются процессам ста-

рения, что снижает их жизнеспособность и вызывает 
ухудшение всхожести. Физиологическое ухудшение 
качества семян во время хранения тесно связано с 
прорастанием и последующим урожаем зерна [1]. Про-
должительность хранения семян зависит от внутренних 
(наследственных, морфологических, физиологических) и 
внешних (зараженность патогенами, условия хранения) 
факторов [2]. 

Неспособность семян защититься от старения 
приводит к постепенному разложению хранящегося 
вещества, нарушению обмена веществ и энергии и в 
конечном итоге к потере всхожести [1]. Старение семян 
или их повреждение под действием перечисленных 
факторов часто объясняют переходом биополимеров 
из стеклообразного состояния в иные фазово-агре-
гатные состояния, гидролизом белков и углеводов, а 
также окислительными реакциями с участием кис-
лорода воздуха и его активных форм [3, 4]. В воздуш-
но-сухих семенах, находящихся в нежизнеспособном 
состоянии, преобладают неферментативные реакции, 
не требующие активности ферментов в присутствии 
большого количества воды [1, 5]. Для старения семян 
в процессе хранения характерны некоторые физио-
логические и биохимические изменения, в частности 
накопление токсичных метаболитов и ингибиторов 
роста [1]. 

Понижение жизнеспособности семян в ходе хра-
нения часто связано с разрушением белков и углеводов. 
При оптимальных условиях хранения содержание этих 
веществ в семенах изменяется незначительно. При 
длительном хранении в семенах снижается содержание 
белка [2]. Денатурация белков семени нарушает обмен 
веществ при прорастании, в результате уменьшается 
всхожесть семян [6]. В старение семян вносят вклад 
гликозилирование белков в результате образования 
глюкозы  – продукта неферментативного гидролиза 
крахмала [7] – и карбонилирование белков при участии 
активных форм кислорода [8]. Известно несколько путей 
карбонилирования белка, например, конъюгация с реак-

ционноспособными карбонильными формами и/или 
прямое окислительное воздействие, катализируемое 
металлом, на аминокислотные остатки. Дисфункцио-
нальные карбонилированные белки более склонны к 
деградации или образованию агрегатов, когда протео-
литический механизм ингибируется, что наблюдается 
при старении. В результате искусственного старения 
в зерновках пшеницы было зафиксировано снижение 
общего содержания белка, углеводов, активности  
α-амилазы и высокая электропроводность [9].

Ценность зерна определяется количеством и каче-
ством клейковины [10]. В литературе нет однозначных 
сведений об изменении количества клейковины и ее 
свойств в процессе хранения зерна [11]. 

Импульсное давление (ИД), создаваемое ударной 
волной, может оказывать конструктивное или разруши-
тельное воздействие в зависимости от типа испытуемого 
материала, физических и химических характеристик 
образца, приложенного давления и температуры [12]. 
Обработка семян растений с применением ударной 
волны позволяет увеличить всхожесть семян, активи-
ровать рост проростков [12] и повысить урожай растений 
[13, 14], а также продлить срок хранения семян [4, 15].

ИД 11 МПа способствует повышению устойчивости 
растений и урожая на 15–25% за счет активизации 
физиологических процессов; динамика роста и других 
физиологических показателей не изменяется. ИД 29 МПа 
приводит к состоянию стресса, вызывает изменения 
в структуре партии семян, изменяет динамику роста, 
способствует оттоку запасных веществ в семена и плоды, 
в результате чего урожай возрастает в 2–3 раза [14].

Целью проведенной работы было выявление изме-
нения содержания протеина, клейковины и индекса 
деформации клейковины (ИДК) зерновок твердой и 
мягкой пшеницы в процессе хранения без обработки 
и после обработки ИД, создаваемым ударной волной.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследования служили два сорта пшеницы. 

Сорт яровой мягкой пшеницы Саратовская 73 создан в 
Федеральном аграрном научном центре Юго-Востока. 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-4-602-610
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Разновидность – Graecum. Зерно данного сорта белое, 
крупное, яйцевидной формы. Бороздка зерна по ширине 
средняя, неглубокая. Сорт среднепоздний, вегетаци-
онный период – 87 дней. Зерновая продуктивность по 
сравнению со стандартом является высокой, качество 
зерна высокое. Максимальная урожайность отмечена 
на уровне 47,4 ц/га.

Сорт яровой твердой пшеницы Саратовская золо-
тистая также создан в Федеральном аграрном научном 
центре Юго-Востока. Разновидность – Leucurum. Зерно 
крупное, белое, полуудлиненной формы с довольно 
глубокой бороздкой, основание зерна голое, окраска 
его белая с выраженным янтарным оттенком, по конси-
стенции эндосперма зерно стекловидное. Сорт средне-
спелый, высокоурожайный. Максимальная урожайность 
в производственных условиях достигает 35–40 ц/га.

Для обработки семян использовали ударную волну, 
фронт которой представляет собой область резкого скачка 
давления, плотности и температуры, распространяю-
щуюся со сверхзвуковой скоростью. ИД возникает при 
прохождении ударной волны в среде. Оно представляет 
собой мгновенное сжатие, продолжающееся 14–25 мкс. 
Семена обрабатывали ИД 11 и 29 МПа, создаваемым 
ударной волной, распространяющейся в водной среде 
[13]. ИД на фронте ударной волны рассчитывали по 
формуле

,
где Р – давление, МПа; Q – масса заряда взрывчатого 
вещества, кг; R – расстояние от центра взрыва до поверх-
ности семян, м. На фронте ударной волны резко воз-
растают давление, плотность и температура среды [13].

Обработку семян проводили в устройстве, схема 
которого показана на рисунке. На дне стального кон-
тейнера (1) размещали кассету из пористого материала 
с сетчатой крышкой (2), внутри которой находились 
семена массой до 500 г (3). Контейнер заполняли 
водой (4) и в толще воды на глубине 7–13 см раз-
мещали заряд водостойкого взрывчатого вещества 
(5) с массой Q на расстоянии R от поверхности семян 
в соответствии с формулой. Осуществляли детонацию 
заряда электродетонатором (7). После проведенных 
операций семена извлекали из кассет. Семена кон-
трольной партии погружали в воду на время, в течение 
которого проводили обработку экспериментальных 
партий. Все семена в одинаковых условиях сушили 
до воздушно-сухого состояния при температуре 20 °С. 
Семена, прошедшие обработку, хранили в упаковке из 
бумаги или ткани в сухом темном месте при комнатной 
температуре.

Через один месяц (2018 г.) и через три года (2021 г.) 
после обработки зерновки были отсортированы на диа-
фаноскопе на стекловидные (партия С) и мучнистые 
(партия М). В каждой партии при помощи анализатора 
Spectra Star 2600 XT-R, работающего в ближней инфра-
красной области спектра, определяли содержание 
протеина, клейковины, а также ИДК (ГОСТ ISO 12099-
2017). Анализы выполняли в учебно-научном центре 
коллективного пользования «Сервисная лаборатория 
комплексного анализа химических соединений» Рос-
сийского государственного аграрного университета – 
МСХА им. К.А. Тимирязева. Эксперименты проводили 
в трехкратной повторности.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Были обнаружены изменения всхожести зерновок 

пшеницы непосредственно после обработки ИД [14], 
а также после хранения в течение трех лет. Результаты 
исследования приведены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, по исходной всхожести кон-
трольные зерновки яровой мягкой пшеницы соот-

Схема устройства для обработки семян импульсным 
давлением
Diagram of a device for processing seeds by impulse 
pressure

Таблица 1. Влияние обработки импульсным давлением и хранения на всхожесть пшеницы, %

Table 1. Effect of impulse pressure treatment and storage on wheat germination, %

Год
Контроль Импульсное давление 11 МПа Импульсное давление 29 МПа

Партия М Партия С Партия М Партия С Партия М Партия С
Яровая мягкая пшеница Саратовская 73

2018 95,5±0,5 93,5±0,5 89,0±1,0* 88,5±1,5* 74,5±4,5* 73,0±3,0*
2021 20,0±6,7 26,6±0,5 56,8±3,3* 50,0±10,0 66,7±13,3* 90,0±10,0*

Яровая твердая пшеница Саратовская золотистая
2018 94,0±1,0 97,5±0,5 96,5±0,5 86,5±2,5* 82,0±3,0* 63±2,0*
2021 53,4±13,3 76,7±10,0 63,3±3,3 70,0±10,0 20,0±12,7 20,0±6,7*

Примечание. М±m; n = 4; * – P05.
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ветствовали классу РС-ЭС-ОС (свыше 92%) по ГОСТ 
52325-2005. После хранения всхожесть контрольных 
зерновок упала в 4,8 и 3,5 раза у зерна с мучнистым 
и стекловидным эндоспермом соответственно. Обра-
ботка ИД снизила всхожесть зерновок обоего типа, 
причем степень влияния ИД зависела от его величины. 
Через три года после воздействия ИД 11 МПа всхо-
жесть зерновок с мучнистым эндоспермом превышала 
контрольные значения в 2,8 раза. Под действием ИД 
29 МПа всхожесть также значительно превышала кон-
троль, а у стекловидных зерновок возросла даже по 
сравнению с всхожестью через месяц после обработки. 
По исходной всхожести контрольные зерновки яровой 
твердой пшеницы (см. табл. 1) соответствовали классу 
РС-ЭС-ОС (свыше 90%) по ГОСТ 52325-2002. После 
трехлетнего хранения всхожесть контрольных зерновок 
с мучнистым эндоспермом была ниже на 30,4%, чем у 
зерновок со стекловидным эндоспермом. Обработка 
ИД 11 МПа не способствовала изменению всхожести 
зерновок с мучнистым эндоспермом, но привела к 
небольшому снижению всхожести зерновок со сте-
кловидным эндоспермом. ИД 29 МПа способствовало 
снижению всхожести, особенно у зерновок со стекло-
видным эндоспермом (на 35,4%). Через три года после 
обработки ИД 11  МПа всхожесть зерновок твердой 
пшеницы с мучнистым и стекловидным эндоспермом 
существенно не отличалась от контроля. Под действием 
ИД 29 МПа всхожесть резко упала (в 3,8 раза у зерновок 
со стекловидным эндоспермом).

Изменения всхожести могут быть связаны с изме-
нением содержания запасных веществ в зерновках 
пшеницы. Обнаружены различия в содержании протеина 
в зерновках пшеницы двух сортов (табл. 2). В частности, 
в зерновках твердой пшеницы изначально (2018 г.) 
содержание протеина в мучнистых и стекловидных 
зерновках не отличалось и составляло около 12%. В 
зерновках мягкой пшеницы изначально содержание 
протеина в мучнистых и стекловидных зерновках было 
несколько меньше, чем в зерновках твердой пшеницы. 
Обработка ИД 11 МПа (2018 г.) не оказала статисти-
чески значимого влияния на содержание протеина в 
зерновках пшеницы обоих сортов. ИД 29 МПа (2018 г.) не 
повлияло на содержание протеина в зерновках мягкой 
пшеницы, но способствовало снижению протеина в 
зерновках твердой пшеницы. Это явление могло быть 
связано с хрупкостью стекловидного эндосперма и 
дроблением биополимеров при прохождении ударной 
волны высокого давления. 

Белки подвержены неферментативному гидролизу 
в процессе хранения семян. При хранении происходят 

термодинамически разрешенные реакции, которые 
протекают с выделением энергии. В частности, в семенах 
это могут быть реакции распада (гидролиза) запасных 
веществ. Содержание протеина через три года хра-
нения изменилось (см. табл. 2). Зерновки твердой и 
мягкой пшеницы реагировали на ИД и последующее 
хранение по-разному.

В зерновках твердой пшеницы сорта Саратовская 
золотистая (см. табл. 2) в контроле содержание протеина 
после трех лет хранения не изменилось как в мучнистых, 
так и в стекловидных зерновках. Плотная структура 
эндосперма и преобладание стекловидного состояния 
биополимеров противодействовало диффузии газов и 
воды и, как следствие, неферментативному гидролизу. 
ИД 11 МПа способствовало снижению содержания про-
теина на 11,5 и 20,0% в мучнистых и стекловидных 
зерновках пшеницы соответственно за три года хра-
нения. Стекловидное состояние эндосперма характе-
ризуется хрупкостью; рост микротрещин, возникших 
при обработке зерновок ИД, продолжался в течение 
срока хранения. Отмечено снижение стекловидности 
зерна твердой пшеницы после обработки ИД [4]. Эти 
факторы могли способствовать разрыхлению эндосперма 
и ускорению реакций неферментативного гидролиза 
протеина. ИД 29 МПа оказало противоположное дей-
ствие – непосредственно после обработки в результате 
мощного сдвигового и компактизирующего воздействия, 
разрывающего молекулы биополимеров, снизилось 
содержание протеина, определяемое по количеству 
пептидных связей. В ходе дальнейшего хранения содер-
жание протеина не изменилось. Ранее было показано, 
что снижение стекловидности зерна твердой пшеницы 
после обработки ИД и хранения привело к ухудшению 
качества зерна и проростков при хранении [4].

У мягкой пшеницы сорта Саратовская 73 (см. табл. 2) 
содержание протеина в контроле после трех лет хра-
нения снизилось на 24 и 16% в зерновках с мучнистым 
и стекловидным эндоспермом соответственно. Наши 
данные соответствуют литературным данным о том, что 
стекловидное состояние препятствует распаду белка и, 
следовательно, продляет жизнь семян [3]. Содержание 
протеина в меньшей степени изменилось у зерновок 
твердой пшеницы по сравнению с зерновками мягкой 
пшеницы, у зерновок со стекловидным эндоспермом по 
сравнению с зерновками с мучнистым эндоспермом. 
Обработка ИД 11 и 29 МПа способствовала лучшему 
сохранению протеина в зерновках с мучнистым 
эндоспермом; в зерновках со стекловидным эндоспермом 
после обработки ИД разрушение протеина было выражено 
в большей степени по сравнению с контролем. Муч-

Таблица 2. Влияние обработки импульсным давлением и хранения на содержание протеина в зерновках пшеницы, % 

Table 2. Effect of impulse pressure treatment and storage on the protein content in wheat grains, %

Год
Контроль Импульсное давление 11 МПа Импульсное давление 29 МПа

Партия М Партия С Партия М Партия С Партия М Партия С
Яровая мягкая пшеница Саратовская 73

2018 9,17±0,24 11,93±0,31 9,79±0,28* 11,98±0,34 9,50±0,27* 11,90±0,36*
2021 7,01±0,18 10,04±0,25 8,67±0,23* 8,11±0,2* 9,43±0,26* 9,15±0,22*

Яровая твердая пшеница Саратовская золотистая
2018 12,41±0,33 12,78±0,34 12,20±0,32 13,03±0,35 11,21±0,30 11,06±0,29*
2021 12,65±0,32 12,52±0,3 10,77±0,27* 10,37±0,25* 10,64±0,27* 10,57±0,26*

Примечание. М±m; n = 3; * – P05.
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нистая структура компактизировалась под действием 
ИД, на что указывает линейное увеличение содержания 
стекловидного вещества в семенах мягкой пшеницы [4].

Обработка зерна мягкой пшеницы ИД увеличила их 
всхожесть, рост и качество проростков после длительного 
хранения. ИД увеличивало стекловидность эндосперма 
семян. Улучшение было обусловлено переходом семян 
из аномального состояния в нормальное, что было более 
выражено после действия ИД 11 МПа [4]. В партии семян 
выделяют фракции, отличающиеся по качеству: фракцию 
I – сильные семена, фракцию II – ослабленные семена и 
фракцию III – мертвые семена [7]. Семена этих фракций 
отличаются по влажности, содержанию растворимых 
сахаров и другим признакам. Семена фракции I формируют 
нормальные проростки, имеющие (у пшеницы) не менее 
двух нормально развитых корешков размером более 
длины семени и росток размером не менее половины его 
длины с просматривающимися первичными листочками, 
занимающими не менее половины длины колеоптиля. 
Семена фракции II формируют аномальные проростки, 
имеющие одно из следующих нарушений в развитии: 
зародышевых корешков нет, их меньше установленной 
нормы либо они короткие, прекратившие рост, слабые, 
закрученные, водянистые; колеоптиль пустой, имеет 
трещину, короче листьев, деформированный, отсутствует; 
первичные листочки занимают меньше половины коле-
оптиля или обесцвечены, раздроблены или расщеплены, 
веретенообразные, водянистые. 

В процессе хранения происходит перемещение 
семян из фракции I во фракцию II. У семян фракции II 
отмечено увеличение содержания глюкозы по сравнению 
с семенами фракции I. Уменьшение уровня глюкозы за 
счет аминокарбонильной реакции, сопровождающей 
естественное старение при хранении, в семенах 
фракции II переводит их в категорию «улучшенных» 
семян с более высокой всхожестью. Это явление спо-
собствует временному увеличению всхожести семян 
в ходе старения [7].

Обработка зерна мягкой пшеницы ИД увеличила 
их всхожесть, рост и качество проростков после дли-
тельного хранения. ИД увеличивало стекловидность 

эндосперма семян. Вероятно, это было обусловлено 
переходом семян из фракции I во фракцию II, что было 
более выражено после действия ИД 11 МПа [4].

Клейковина представляет собой комплекс белков, 
содержащий также углеводы, липиды и минеральные 
вещества. Клейковинные белки формируются путем 
агрегации отдельных молекул белка с помощью водо-
родных, дисульфидных, ионных (электростатических) 
связей [10]. В процессе созревания в зерне и муке 
изменяются количество и качество клейковины, бла-
годаря этому процессу она приобретает высокие каче-
ственные показатели1. Показано, что массовая доля 
клейковины в течение хранения до одного года имела 
тенденцию к увеличению [12], а через два года наблю-
далось снижение количества и качества клейковины1. 

Из данных табл. 3 видно, что содержание клейковины 
и динамика его изменения в зерновках твердой и мягкой 
пшеницы отличаются. 

Исходное содержание клейковины (см. табл. 3, 2018 г.)  
в контрольных зерновках твердой пшеницы сорта Сара-
товская золотистая с мучнистым эндоспермом и в зер-
новках со стекловидным эндоспермом не различалось. 
Обработка ИД 11 МПа способствовала увеличению 
содержания клейковины в зерновках с мучнистым 
эндоспермом на 8% и снижению содержания клейковины 
в зерновках со стекловидным эндоспермом на 10%. 
Данное явление можно объяснить компактизацией 
мучнистого вещества и разломом биополимеров в 
стекловидном состоянии. Обработка ИД 29 МПа не 
способствовала существенному увеличению содержания 
клейковины в зерновках с мучнистым эндоспермом 
(8%), но привела к увеличению содержания клейковины 
в зерновках со стекловидным эндоспермом на 15%. 
Поскольку клейковина представляет собой комплекс 
веществ, а при интенсивной механической обработке 
зерна для получения пшеничной муки клейковина 
укрепляется1, такое явление может быть связано с 
происходящими процессами сжатия под действием ИД.

В процессе хранения содержание клейковины 
(см. табл. 3, 2021 г.) в контрольных зерновках твердой 
пшеницы с мучнистым эндоспермом снизилось на 7%,  

Таблица 3. Влияние обработки импульсным давлением и хранения на содержание клейковины, %, а также индекс 
деформации клейковины в зерновках пшеницы 

Table 3. Effect of impulse pressure treatment and storage on gluten content, %, and gluten deformation index in wheat grains

Год
Контроль Импульсное давление 11 МПа Импульсное давление 29 МПа

Партия М Партия С Партия М Партия С Партия М Партия С
Яровая мягкая пшеница Саратовская 73

2018 13,90±0,34 18,58±0,48 13,16±0,33 15,94±0,40* 14,35±0,35 19,59±0,49
2021 10,76±0,27 13,72±0,35 15,58±0,41* 13,49±0,34 14,53±0,37* 15,35±0,39*

Индекс деформации клейковины
2021 78,83±2,10 79,01±2,09 82,5±2,20 81,92±2,18 67,59±1,96* 78,83±2,11

Яровая твердая пшеница Саратовская золотистая
2018 19,20±0,48 19,78±0,50 20,76±0,53 17,88±0,46* 19,79±0,49 22,77±0,58*
2021 17,81±0,43 13,80±0,33 15,26±0,38* 14,08±0,36 15,48±0,38* 13,96±0,36

Индекс деформации клейковины
2021 79,08±2,11 81,94±2,18 81,1±2,15 81,76±2,18 79,34±2,13 80,65±2,18

Примечание. М±m; n = 3; * – P05.

1Кощаев А.Г., Дмитренко С.Н., Жолобова И.С. Биохимия сельскохозяйственной продукции: учеб. пособие для  вузов.  
СПб.: Лань, 2018. 388 с.
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в зерновках со стекловидным эндоспермом – на 30%. 
После обработки ИД и хранения содержание клейковины 
в зерновках с мучнистым эндоспермом было ниже, чем 
в соответствующих зерновках в контроле, а в зерновках 
со стекловидным эндоспермом соответствовало кон-
тролю. Отсутствовала корреляция между динамикой 
изменения содержания белка и клейковины в зерновках 
твердой пшеницы рассматриваемого сорта.

Исходное содержание клейковины (см. табл. 3, 
2018 г.) в контрольных зерновках мягкой пшеницы 
сорта Саратовская 73 с мучнистым эндоспермом 
было на 25% ниже, чем в зерновках со стекловидным 
эндоспермом. После обработки ИД 11 МПа содержание 
клейковины в зерновках с мучнистым эндоспермом 
не изменилось, а в зерновках со стекловидным 
эндоспермом оно снизилось на 14,2%. Указанное 
явление может быть обусловлено расколами биопо-
лимеров, находящихся в стекловидном состоянии. 
После обработки ИД 29 МПа содержание клейковины в 
зерновках с мучнистым и стекловидным эндоспермом 
существенно не изменилось. 

Известно, что растворимые сахара оказывают 
влияние на свойства клейковины. Экстрагируемый 
водой арабиноксилан может улучшить характеристики 
клейковины, в частности вязкоупругость клейковины 
при нагревании [16]. Накопление растворимых про-
дуктов неферментативного гидролиза полисахаридов 
в процессе старения [7] может оказать влияние на 
свойства клейковины зерна. Свойства клейковины 
зависят от особенностей ее состава, структуры, способа 
обработки, рН, температуры, присутствия углеводов, 
липидов и т. д. [17].

ИДК зерновок пшеницы обоих сортов после 
трехлетнего хранения (см. табл. 3) существенно не 
изменялся. Единственным исключением являлось сни-
жение ИДК у зерновок мягкой пшеницы с мучнистым 
эндоспермом, обработанных ИД 29 МПа.

Причины изменений свойств биополимеров зер-
новок связаны как со старением, так и с эффектами, 
возникающими после прохождения ударной волны в 
твердом веществе семени. Последствия прохождения 
ударной волны через вещество могут быть следующими: 
раздробление материала, разрушение кристаллической 
решетки, распад сложных веществ на более простые, 
полимеризация мономеров. Известно, что после про-
хождения ударных волн аминокислоты превращаются 
в полипептиды. Полимеры, в свою очередь, могут 
частично распадаться до олигомеров и мономеров, 
вулканизироваться (некоторые каучуки), претерпевать 
структурные изменения, уменьшение растворимости 
и изменение цвета2. Давление ускоряет реакции, 
идущие с уменьшением объема. При прохождении 
ударной волны в твердом теле возникают напряжения 
и сдвиговые деформации, время развития которых 
составляет 0,1 мкс, что меньше времени прохождения 
ударной волны (14–25 мкс). Вещества претерпевают 
физико-химические превращения, вследствие которых 
их свойства после прохождения ударной волны зна-
чительно отличаются от изначальных свойств при 
нормальных условиях [18].

Семена в воздушно-сухом состоянии не осущест-
вляют ферментативные и репарационные превращения, 
так как находятся в состоянии гипо- и криптобиоза 
(вынужденного или физиологического покоя). Физические 
воздействия не могут непосредственно повлиять на 
их жизнедеятельность, но оставляют скрытые повреж-
дения, которые реализуются при жизнедеятельном 
состоянии семян [14]. При обработке ИД в семени 
образуются повреждения, которые продолжают раз-
виваться в дальнейшем при хранении. Эти эффекты 
могут быть связаны с дроблением, появлением трещин, 
которые будут продолжать увеличиваться в процессе 
хранения, или фазовыми переходами полимеров [19]. 
Возможно также смещение химического равновесия 
неферментативных превращений, идущих с умень-
шением мольности. 

Ударные волны, возникающие при обмолоте зерна, 
проходят последовательно через каждый слой клеток 
оболочки и уходят через ткани эндосперма к геометри-
ческому центру зерна. Также последовательно проис-
ходит релаксация упругих тканей оболочки. При этом 
пластичные ткани остаются деформированными, а 
упругие возвращаются в первоначальное положение. В 
пределах одного слоя клеток релаксация упругих тканей 
в различных точках поверхности контакта по-разному 
растянута во времени, что связано с разной степенью 
приближения к границе упругости [20].

Биополимеры в семенах присутствуют в кристалли-
ческом и аморфном фазово-агрегатных состояниях3. 
Формами аморфного состояния являются вязкоте-
кучее, эластичное и стеклообразное состояния. 
Соотношение веществ в стеклообразном и прочих 
состояниях определяет стекловидность эндосперма, 
которая, в свою очередь, характеризуется прочностью 
связи крахмала и белка. Стекловидное зерно более 
устойчиво к механическим воздействиям, но харак-
теризуется хрупкостью. Релаксационные переходы 
из одного аморфного состояния в другое зависят от 
температуры и давления3. В частности, испытывая 
объемное сжатие с давлением стеклования, полимер 
переходит в стеклообразное состояние. Величина дав-
ления стеклования зависит от скорости воздействия 
и температуры3. Минимальное время релаксации 
составляет 10-2…10-3 мкс, что существенно меньше 
времени прохождения ударной волны. Стеклообразные 
полимеры имеют бесконечно большие времена релак-
сации, что затрудняет их переход в другие состояния 
в ударной волне, но не препятствует формированию 
трещин. Известно, что переход биополимеров в 
стеклообразное состояние продляет время хранения 
семян без потери жизнеспособности [3], поскольку 
при нормальных условиях переход из стеклообразного 
состояния в другие фазово-агрегатные состояния про-
исходит крайне медленно. Следовательно, оказывая 
влияние на параметры стеклообразного состояния 
биополимеров семян путем обработки ИД, мы спо-
собствуем изменениям биополимеров и параметров 
выхода из состояния покоя. В результате развивается 
последействие ИД у зерновок.

2Ахметов Н.С. Общая и неорганическая химия: учебник для вузов. СПб.: Лань, 2014. 744 c.
3Кулезнев В.Н., Шершнев В.А. Химия и физика полимеров: учебник для вузов. СПб.: Лань, 2022. 368 с.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Зерновки сортов твердой и мягкой пшеницы реа-

гировали на ИД и длительное хранение по-разному. 
Зерновки твердой пшеницы и зерновки твердой и 
мягкой пшеницы со стекловидным эндоспермом были 
подвержены старению в меньшей степени, чем зерновки 
мягкой пшеницы и зерновки с мучнистым эндоспермом 
соответственно, что выражалось в лучшем сохранении 
всхожести и более высоком содержании протеина после 
хранения. Вероятно, компактирование биополимеров 
зерна в ударной волне способствовало замедлению 
реакций старения, связанных с диффузией паров воды 

и кислорода и разрушением протеина, и продлевало 
жизнеспособность зерновок. С другой стороны, воз-
можно, ИД способствовало образованию микропо-
вреждений и ускоряло старение и распад протеина в 
хрупком стекловидном эндосперме. В то же время ИД 
способствовало сохранению всхожести и содержания 
протеина в зерновках мягкой пшеницы, особенно с 
мучнистым эндоспермом. Можно рекомендовать при-
менение обработки зерновок мягкой пшеницы для 
продления срока хранения, в том числе для хранения 
ценного и коллекционного зерна.
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Биохимический состав фруктового сусла  
из мелкоплодных сортов яблони Южного Прибайкалья

Н.П. Супрун* , Г.С. Гусакова*, Н.С. Аникина**, Е.А. Сластья**
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Аннотация. В большинстве климатических зон Российской Федерации имеются обширные площади насаждений 
яблони, которая является основным сырьем для производства сидров и плодовой алкогольной продукции. 
Технологический потенциал новых сортов яблони в производстве плодовой алкогольной продукции мало изучен. 
Целью настоящей работы стало исследование химического состава, в том числе фракционного состава сахаров 
и органических кислот, фруктового сусла, получаемого из мелкоплодных сортов яблони Южного Прибайкалья, 
и выделение наиболее подходящих сортов для производства сидров. Биохимический состав сусла определяли 
общепринятыми методами согласно государственным стандартам. Мелкоплодные полукультурки, выращиваемые 
в Южном Прибайкалье, характеризуются вариабельностью по содержанию экстрактивных веществ. В разные 
годы плоды одного сорта накапливают разное количество растворенных сухих веществ (12,5–14,5%), основная 
доля которых приходится на сахара (109,3–135,3  г/дм3). Среди сахаров преобладает содержание фруктозы 
(более 50%), второе место по количеству занимает глюкоза. Доля дисахаридов в составе сахаров в плодах 
разных сортов варьирует от 9,1 до 21,5%. Концентрация органических кислот в изученных сортах составляет 
от 7,2 до 13,0 г/дм3. В числе обнаруженных органических кислот – до 83,4% яблочной, до 6,7% лимонной, до 
6,4% молочной, до 2,5% янтарной кислоты, а также следовые количества винной и уксусной кислот. Количество 
фенольных соединений в образцах изменяется от 522,5 до 1704,6 мг/дм3. Изученные полукультурки классифи-
цированы как «кислый» и «горько-кислый» типы сидровых сортов яблони. 

Ключевые слова: яблоки, мелкоплодные сорта, полукультурки, фруктовое сусло, биохимический состав
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из мелкоплодных сортов яблони Южного Прибайкалья // Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 
2023. Т. 13. N 4. С. 611–620. DOI: 10.21285/2227-2925-2023-13-4-611-620. EDN: FFIUJW. 
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Biochemical composition of fruit must from small-fruit apple  
varieties grown in the Southern Baikal Region
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Abstract. Most climatic zones of the Russian Federation include vast apple plantations that serve as the primary 
source of raw materials for the production of cider and fruit alcoholic beverages. The technological potential of new 
apple varieties in the production of fruit alcoholic beverages is understudied. The present study aims to examine the 
chemical composition (including the fractional composition of sugars and organic acids) of fruit must from small-fruit 
apple varieties grown in the Southern Baikal region and to identify the most suitable varieties for cider production. 
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The biochemical composition of must was determined via conventional methods as per state standards. Small-
fruit semi-cultivars grown in the Southern Baikal Region are characterized by variability in the content of extractive 
substances. In different years, the fruit of the same variety accumulates different amounts of dissolved solids 
(12.5–14.5%), primarily sugars (109.3–135.3 g/dm3). Among sugars, fructose is the most abundant (over 50%), 
followed by glucose. The proportion of disaccharides in the composition of sugars in the fruits of different varieties 
ranges from 9.1 to 21.5%. The concentration of organic acids in the studied varieties ranges from 7.2 to 13.0 g/dm3. 
The detected organic acids include malic acid (up to 83.4%), citric acid (up to 6.7%), lactic acid (up to 6.4%), succinic 
acid (up to 2.5%), as well as trace amounts of tartaric and acetic acids. The amount of phenolic compounds in the 
specimens varies from 522.5 to 1704.6 mg/dm3. The studied semi-cultivars were classified as sharp and bittersharp 
cider apple varieties.

Keywords: apples, small-fruit varieties, semi-cultivars, fruit must, biochemical composition

For citation: Suprun N.P., Gusakova G.S., Anikina N.S., Slastya E.A. Biochemical composition of fruit must from small-
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно данным Европейской ассоциации сидра и 

фруктовых вин (фр.: AICV – L’Association des Industries des 
Cidres et Vins de fruits de l’UE), в 2022 г. Россия заняла 
9-е место по темпу увеличения объема производства 
сидра, который составил 8,26%1. В настоящее время 
в России и во всем мире наблюдается переориентация 
интереса потребителя к категории натуральных слабоал-
когольных напитков, в частности к сидрам, что связано с 
популяризацией правильного питания и здорового образа 
жизни [1]. Продажи сидра в России с февраля 2022 по 
февраль 2023 г. выросли на 29%, и основной вклад в 
это внесли локальные бренды2.

Основным сырьем в производстве плодовой алко-
гольной продукции и сидров в России [2], Беларуси [3], 
странах Балтии [4] и Западной Европы [5, 6] являются 
плоды яблони. Несмотря на то что большая часть 
регионов России богата сырьем для производства 
напитков высокого качества, около 90% отечественной 
плодовой алкогольной продукции и сидров произво-
дится из восстановленных концентрированных соков 
по традиционным технологиям. В связи с этим отече-
ственная продукция значительно уступает зарубежной, 
получаемой из сока прямого отжима, по органолепти-
ческим, биохимическим показателям и устойчивости 
к помутнениям при хранении [7, 8].

В Англии, Ирландии, Франции, Германии, Австрии, 
Бельгии, Испании, Италии и Соединенных Штатах 
Америки для производства сидров высокого качества 
выращивают специальные «технические» сорта яблок, 
отличающиеся органолептическими и физико-химиче-
скими характеристиками: массовой концентрацией 
сахаров, органических кислот и фенольных соединений 
[5, 9, 10]. Концентрация сахаров в плодах является 
определяющим показателем потенциальной объемной 
доли этилового спирта в готовой продукции, фенольные 
вещества формируют вяжущий вкус и являются пред-
шественниками ароматических компонентов сидров, 
а органические кислоты усиливают вяжущий вкус и 
создают его полноту [11]. В ряде европейских стран 

концентрация полифенолов в сырье для производства 
сидров нормируется (значением не более 250 мг/дм3), 
поскольку высокие концентрации этих веществ могут 
придавать грубость вкусу готовой продукции [4].

Европейская ассоциация сидра и фруктовых вин 
выделяет четыре основные категории сидровых сортов 
яблони: кислые, горько-кислые, горько-сладкие и сладкие 
[12]. Несмотря на то что традиционная классификация 
сидровых сортов яблок восходит к ранним работам 
Б.Т.П. Баркера [13, 14], датируемым первой половиной 
прошлого столетия, исследования сортов, пригодных 
для производства плодовой алкогольной продукции, не 
теряют своей актуальности. Более того, зарубежные 
исследовательские центры и институты активно работают 
над повышением урожайности и устойчивости сидровых 
сортов яблок к стрессовым факторам [7, 15, 16], а также 
над испытанием новых сортов в производстве сидров 
и плодовой алкогольной продукции [17].

В нашей стране яблоки специальных сидровых сортов 
до последнего времени не выращивались [18]. Сегодня 
же ученые разных регионов России активно занимаются 
технологической оценкой пригодности современных 
сортов яблок, в том числе районированных сортов, 
в производстве сидров и других продуктов питания 
[18, 19]. Многие авторы отмечают, что большинство 
сортов, культивируемых в южных и центральных регионах 
нашей страны, накапливает достаточное количество 
сахаров и титруемых кислот, при этом ассортимент 
«горьких» сортов (с высоким содержанием фенольных 
соединений) в разы меньше [19–21]. В регионах с 
суровыми климатическими условиями, напротив, боль-
шинство сортов отличается повышенным содержанием 
титруемых кислот и фенольных соединений [22–25].  
Безусловно, специфика химического состава плодов 
яблони в первую очередь определяется сортовой осо-
бенностью, однако она также сильно зависит от клима-
тической зоны произрастания, количества солнечных 
дней, объема выпавших осадков, типа почвы и др. В этой 
связи научный и практический интерес представляют 
исследования вариабельности химического состава 

1European cider trends 2022 // Aicv.org. Режим доступа: https://aicv.org/files/attachments/.504/AICV_Cider_Trends_2022.
pdf (дата обращения: 26.09.2023).
2 Эксперты рассказали о причинах резкого роста продаж сидра // Rg.ru. Режим доступа: https://rg.ru/2023/04/03/eksperty-
rasskazali-o-prichinah-rezkogo-rosta-prodazh-sidra.html?ysclid=lnibb9xh67774818234 (дата обращения: 10.10.2023).
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сортов яблони, выращиваемых в регионах, и опреде-
ление направления их переработки.

Целью проведенной работы являлось исследование 
химического состава, в том числе фракционного состава 
сахаров и органических кислот, фруктового сусла из 
мелкоплодных сортов яблони Южного Прибайкалья и 
выделение наиболее подходящих сортов для произ-
водства сидров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе были исследованы соки прямого отжима 

(фруктовое сусло) из плодов яблони-полукультурки (яблок) 
8 помологических сортов отечественной селекции, 
среди которых 3 сорта летнего (Краса Бурятии, Доктор 
Куновский, Красная гроздь), 4 сорта осеннего (Крас-
ноярский сеянец, Красноярский снегирек, Фонарик, 
Уральское наливное) и 1 сорт зимнего (Лада) сроков 
созревания. Отбор плодов проводили в фазе технологи-
ческой зрелости на коллекционных участках крестьян-
ского (фермерского) хозяйства «Иркутский садовод» в 
районе товарищества собственников недвижимости 
«Молодёжное» Иркутской области (район Южного 
Прибайкалья).

Плоды яблони измельчали в лабораторной шне-
ковой дробилке, мезгу сульфировали и обрабатывали 
композицией ферментных препаратов пектоли-
тического и целлюлолитического действия «Фрук-
тоцим П6-Л» (0,005 см/кг) и «Целлолюкс-А» (3  г/кг)  
в течение 1 часа при температуре 40 °С. Условия обра-
ботки мезги были выбраны на основании результатов 
раннее проведенных исследований [26]. Соки отжимали с 
помощью вертикального гидравлического корзиночного 
пресса, медленно наращивая давление до максимального 
значения 0,8 МПа. После прекращения выделения сока 
давление сбрасывали до нуля, мезгу ворошили и повторяли 
процесс отжима. Свежеотжатые соки отстаивали при 
температуре 10 °С, затем снимали с осадка.

Определение органолептических и физико-хими-
ческих показателей полученных образцов выполняли 
по действующим на территории Российской Федерации 
государственным стандартам. Определение органо-
лептических показателей фруктового сусла выполняли 
комиссией в количестве 8 человек, прошедших специ-
альную подготовку в соответствии с ГОСТ ISO 3972-20143. 
Для количественного выражения органолептических 
свойств фруктового сусла была использована 10-бал-
льная шкала оценки основных критериев вкуса (сла-
дость, кислотность, горечь, терпкость грубость и мягкость) 
соков. Критерии оценивали по шкале от 1  до 10 баллов, 

затем рассчитывали средний балл. В соках определяли: 
содержание растворимых сухих веществ – рефрактоме-
трическим методом по ГОСТ ISO 2173-20134; массовую 
концентрацию общего экстракта – весовым методом по 
ГОСТ 32000-20125; суммы сахаров – перманганатным 
методом по ГОСТ 8756.13-876; титруемых кислот – методом 
титрования по ГОСТ ISO 750-20137; фенольных соеди-
нений – колориметрическим методом с применением 
реактива Фолина – Чокальтеу [27]. Массовую концен-
трацию сахаров (глюкозы, фруктозы, сахарозы) опре-
деляли методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии на хроматографе LC-20 Prominance (Shimadzu, 
Япония) с аналитической колонкой Supelcogel C610H 
(Sigma-Aldrich, Япония) по СТО 01580301.002-20168 [28]; 
массовую концентрацию органических кислот (яблочной, 
лимонной, молочной, янтарной, винной и уксусной) – 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
по СТО 01580301.001-20169 [28]. Сахарно-кислотный 
индекс определяли отношением процентного содержания 
сахара и кислоты в соках.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Применяя композицию ферментных препаратов 

«Фруктоцим П6-Л» и «Целлолюкс-А» для обработки мезги 
при получении сусла, наблюдали быстрое осветление 
образцов уже после 4 часов отстаивания в холоде  
(10 °С). Полученные образцы фруктового сусла отли-
чались янтарным цветом разной степени насыщенности, 
что согласуется с результатами изучения химического 
состава сусла, в частности содержанием фенольных 
соединений в сортах.

Химический состав плодов непостоянен и зависит 
как от сортовых особенностей, так и от целого ряда 
эндогенных факторов [24, 25]. Диапазоны варьиро-
вания величины экстрактивных веществ в образцах 
фруктового сусла, полученных из плодов яблони 
урожаев разных лет (2018–2022 гг.), представлены 
в табл. 1.

Как видно из представленных данных, в разные 
годы содержание экстрактивных веществ в некоторых 
сортах отличалось волатильностью. Содержание рас-
творимых сухих веществ в соках варьировало от 12,5 
до 14,5%. Количество сахаров, которые на 70–80% 
формируют содержание растворимых сухих веществ 
[20, 24], составило 109,3–135,3 г/дм3. Максимально 
высокие концентрации растворимых сухих веществ 
(13,9–14,5%), общего экстракта (146,6–152,5 г/дм3), 
а также сахаров установлены в полукультурках Краса 
Бурятии, Фонарик и Лада.

3ГОСТ 32000-2012. Продукция алкогольная и сырье для ее производства. Метод определения массовой концентрации 
приведенного экстракта. М.: Стандартинформ, 2014.
4ГОСТ ISO 2173-2013. Продукты переработки фруктов и овощей. Рефрактометрический метод определения растворимых 
сухих веществ. М.: Стандартинформ, 2019.
5ГОСТ 32000-2012. Продукция алкогольная и сырье для ее производства. Метод определения массовой концентрации 
приведенного экстракта. М.: Стандартинформ, 2014.
6ГОСТ 8756.13-87. Продукты переработки плодов и овощей. Методы определения сахаров. М.: Стандартинформ, 2010.
7ГОСТ ISO 750-2013. Продукты переработки фруктов и овощей. Определение титруемой кислотности. М.: Стандартинформ, 2019.
8СТО 01580301.002-2016. Соки, сусло, вина виноградные и плодовые, напитки слабо алкогольные. Определение массовой 
концентрации глюкозы, фруктозы и сахарозы методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Ялта, 2016.
9СТО 01580301.001-2016. Соки, сусло, вина виноградные и плодовые, напитки слабоалкогольные. Определение массовой 
концентрации органических кислот методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Ялта, 2016.
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Изученные сорта отличались относительно высоким 
общим содержанием кислот (в пересчете на яблочную 
кислоту), которое в разных сортах и урожаях разных 
лет колебалось от 7,2 до 13,0 г/дм3. Сортами с мини-
мальной концентрацией титруемых кислот являлись 
полукультурки Красная гроздь (8,4 г/дм3) и Фонарик  
(7,8  г/дм3). Максимальная концентрация титруемых 
кислот наблюдалась в сортах Доктор Куновский  
(11,2 г/дм3) и Красноярский снегирек (11,4 г/дм3).

Полученные результаты испытаний подтверждают 
выводы других авторов о том, что основным фактором, 
влияющим на уровень фенольных соединений в плодах, 
является сорт [24, 25]. Величина фенольных соеди-
нений в соках из разных сортов яблони варьирует в 
довольно широком диапазоне, но в соках из плодов 
одного сорта урожаев разных лет она проявляется 
как стабильный показатель. Сортами с наибольшим 
содержанием фенольных соединений являются Краса 
Бурятии (1630,0 мг/дм3), Красная гроздь (1704,6 мг/дм3), 
Красноярский сеянец (1488,6 мг/дм3) и Красноярский 
снегирек (1690,0 мг/дм3), а сортами с наименьшей 
концентрацией фенольных веществ – Доктор Куновский 
(около 539,7 мг/дм3) и Лада (около 522,5 мг/дм3).

Известно, что общее содержание полифенолов, а 
также их профиль в разных структурных частях (стеблях, 
семенах, кожице и мякоти) яблока значительно раз-
нится [29]. Установлено, что наибольшее количество 
полифенолов сконцентрировано в стеблях (плодоножке), 
вдвое меньше их в семенах и еще меньше в мякоти 
плодов [30, 31]. Соответственно, при выделении сока 
из плодов в него переходит лишь небольшая часть 
фенольных соединений яблока. Учитывая вышеупо-
мянутые сведения авторов и оценивая полученные 
результаты собственного исследования (массовую кон-
центрацию сахаров, органических кислот, фенольных 

веществ и дегустационный анализ вкуса образцов 
(рис. 1)), изученные мелкоплодные полукультурки 
можно отнести к «горько-кислому» и «кислому» типам 
сидровых сортов яблони.

С точки зрения производства сидра предпочтительнее, 
чтобы сахарокислотный индекс сусла соответствовал 
значениям от 10 до 15 ед. при концентрации сахаров 
более 9% и содержании органических кислот 6–9 г/дм3 
[32]. Величина сахарокислотного индекса в сортах в 
разные годы исследования широко варьировала (табл. 2).

Обработанные за годы исследования данные сви-
детельствуют о том, что соотношения сахаров и орга-
нических кислот в соках изученных сортов яблони соот-
ветствуют рекомендуемым значениям или близки к 
ним. Таким образом, из плодов рассмотренных сортов 
яблони в отдельные годы можно получать сортовое 
фруктовое сусло или использовать купаж сортов для 
производства сидров. Для получения фруктового сусла 
высокого качества без корректировки сахаристости 
и кислотности рекомендованы плоды сортов Красно-
ярский сеянец, Красная гроздь, Краса Бурятии, Лада, 
Уральское наливное и Фонарик.

Фракционный состав сахаров в образцах фруктового 
сусла, полученных из плодов исследованных сортов 
урожая 2022 г., состоял в основном из моносахаров 
(фруктозы и глюкозы) и значительно меньшего коли-
чества дисахаридов (рис. 2).

Среди моносахаров в образцах отмечено преоб-
ладающее содержание фруктозы (более 50%), второе 
место по количеству занимает глюкоза. Доля дисаха-
ридов в составе сахаров в пересчете на сахарозу в 
разных сортах варьирует от 9,1 до 21,5%, что является 
характерной особенностью яблочного сока [33].

Степень проявления кислого вкуса зависит прежде 
всего от активной кислотности, но разница в ощущении 

Таблица 1. Варьирование содержания экстрактивных веществ в образцах фруктового сусла из яблок урожаев 2018–2022 гг.

Table 1. Extractives content in apple must obtained from harvests 2018 – 2022

Номер 
образца

Название  
сорта

Растворимые 
сухие  

вещества, %

Массовая концентрация
общего  

экстракта, г/дм3
суммы  

сахаров, г/дм3
титруемых  

кислот, г/дм3
фенольных  

веществ, мг/дм3

1 Краса  
Бурятии

13,8–14,5 
14,2

147,7–152,2 
150,3

124,3–129,1 
127,3

9,6–11,8 
10,4

1534,5–1776,6 
1630,0

2 Доктор  
Куновский

11,4–13,3 
12,5

119,0–138,8 
131,1

97,5–116,7 
109,3

10,1–11,6 
11,2

489,1–602,3 
539,7

3 Красная  
гроздь

13,5–14,1 
13,9

142,1–148,8 
146,9

119,2–125,3 
123,5

7,2–10,7 
8,4

1578,9–1783,6 
1704,6

4 Красноярский  
сеянец

13,1–17,2 
13,5

137,7–172,8 
142,1

123,3–160,5 
135,3

9,7–11,8 
10,4

1247,6–1751,4 
1488,6

5 Красноярский  
снегирек

12,6–13,8 
13,2

132,2–142,1 
137,3

109,6–118,8 
114,6

10,5–12,2 
11,4

1649,7–1755,0 
1690,0

6 Фонарик 14,2–14,7 
14,5

149,9–154,4 
152,5

127,1–133,0 
130,4

7,3–8,2 
7,8

938,3–1075,5 
999,9

7 Уральское  
наливное

11,6–14,0 
13,0

121,2–147,7 
137,8

99,3–124,3 
115,0

8,8–13,0 
9,5

941,1–1027,0 
1027,6

8 Лада 13,7–15,5 
13,9

144,4–161,0 
146,6

120,6–146,4 
132,3

8,6–11,1 
10,0

493,7–565,2 
522,5
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Рис. 1. Профилограммы вкуса образцов фруктового сусла: a – сорта «горько-кислого» типа; b – сорта «кислого» типа
Fig. 1. Taste profiles of apples must: a – “bitter-sour” type varieties; b – “sour” type varieties

Таблица 2. Величина сахарокислотного индекса образцов фруктового сусла из яблок урожаев 2018–2022 гг.
Table 2. Gluco-acidimetric indexes in apple must obtained from harvests 2018 – 2022

Номер  
образца

Название  
сорта

Значение сахарокислотного индекса, ед. Среднее  
значение2018 г. 2019 г. 2021 г. 2022 г.

1 Краса Бурятии – 19,5 16,6 14,6 16,9
2 Доктор Куновский –   9,6   9,7 10,0   9,8
3 Красная гроздь 17,2 17,4 13,9 11,7 15,1
4 Красноярский сеянец 11,8 10,4 16,1 14,2 13,1
5 Красноярский снегирек 10,1 – 10,5   9,7 10,1
6 Фонарик – 18,1 15,4 17,0 16,9
7 Уральское наливное 12,8 11,3 –   9,6 11,2
8 Лада 13,9 11,6 14,6 13,2 13,3

кислого вкуса связана с различиями состава органи-
ческих кислот. Состав органических кислот в соках 
изученных сортов яблони представлен в табл. 3.

Для образцов характерна превалирующая величина 
яблочной кислоты – в среднем 83,4%. Это основная 
кислота плодов яблони, которая образуется из гексоз 
в процессе дыхания растительной клетки, а также в 
результате распада декстринов, крахмала и других 
полисахаридов при созревании [34], концентрация же 
ее зависит от генетических особенностей сорта [35] и 
агротехнических условий культивирования [36]. Макси-
мальная концентрация яблочной кислоты обнаружена в 
соках полукультурок Красноярский снегирек (10,58 г/дм3)  
и Красноярский сеянец (10,12 г/дм3).

В существенно меньшем количестве в образцах 
сусла идентифицированы остальные органические 
кислоты. Доля лимонной и молочной в общей массе 
органических кислот в сортах в среднем составила по 
6–7% каждой. Максимальная массовая концентрация 
лимонной кислоты обнаружена в соке полукультурки 
летнего срока созревания Доктор Куновский (0,96 г/дм3), 
а минимальная – в сорте Фонарик (0,45 г/дм3). Высокое 
содержание молочной кислоты наблюдалось в сортах 

Доктор Куновский (0,86  г/дм3), Уральское наливное 
(0,81 г/дм3) и Лада (1,26 г/дм3).

Содержание биологически активной янтарной 
кислоты в образцах составило около 2,4% (от 0,11 до 
0,59 г/дм3). В следовых количествах обнаружена винная 
кислота (до 0,10 г/дм3). В образцах из полукультурок 
Краса Бурятии и Доктор Куновский винная кислота 
не обнаружена, что, по всей видимости, обусловлено 
сортоспецифичностью. Уксусная кислота, являющаяся 
промежуточным продуктом метаболизма плодов яблони 
при созревании [21], найдена в незначительном коли-
честве (до 0,08 г/дм3) в сортах Краса Бурятии, Красная 
гроздь, Красноярский сеянец и Фонарик.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных испытаний можно сделать 

следующие выводы.
Изученные мелкоплодные сорта яблони, культивируемые 

в Южном Прибайкалье, характеризуются вариабельностью 
по содержанию экстрактивных веществ. В разные годы в 
плодах отмечается накапливание различного количества 
растворенных сухих веществ (12,5–14,5%), основная доля 
которых приходится на сахара (109,3–135,3 г/дм3).
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Концентрация органических кислот в изученных сортах 
варьирует от 7,2 до 13,0 г/дм3, а количество фенольных 
соединений – от 522,5 до 1704,6 мг/дм3. Изученные 
сорта яблони Доктор Куновский, Фонарик, Уральское 
наливное и Лада классифицированы как «кислый» тип, 
а сорта Краса Бурятии, Красная гроздь, Красноярский 
сеянец и Красноярский снегирек – как «горько-кислый» 
тип сидровых сортов яблони вследствие высокого содер-
жания фенольных веществ и органических кислот.

Изучение фракционного состава сахаров в соках 
показало преобладающее содержание фруктозы (более 
50%), второе место по количеству занимает глюкоза. 

Доля дисахаридов в составе сахаров в пересчете на 
сахарозу в разных сортах варьирует от 9,1 до 21,5%. 
Среди органических кислот в образцах обнаружено до 
83,4% яблочной, до 6,7% лимонной, до 6,4% молочной, 
до 2,5% янтарной кислоты, а также следовые количества 
винной и уксусной кислот.

Таким образом, для получения фруктового сусла 
без корректировки сахаристости и кислотности можно 
рекомендовать плоды сортов яблони Красноярский 
сеянец, Красная гроздь, Краса Бурятии, Лада, Уральское 
наливное и Фонарик.
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Аннотация. Данная работа посвящена исследованию химического состава волокна и костры льна-долгунца и 
конопли, полученных в России в промышленных условиях, а также химического состава продуктов щелочной 
делигнификации перечисленных объектов. Щелочная делигнификация осуществлялась при атмосферном давлении 
4%-м раствором гидроксида натрия, химический состав определялся «мокрыми» методами. Химический состав 
костры конопли российских производителей исследован впервые. Установлено, что в исследованных объектах 
массовая доля целлюлозы составляет от 42,3 до 66,1%, а после щелочной делигнификации выход продуктов 
достигает 47,0–50,0%. Выявлено сходство поведения волокна льна-долгунца и конопли при щелочной делигнифи-
кации: содержание целлюлозы увеличивается в 1,2–1,3 раза, содержание пентозанов снижается в 4,3–6,3 раза, 
а содержание лигнина практически не изменяется. Поведение костры льна-долгунца и конопли кардинально 
различается при щелочной делигнификации. Костра льна-долгунца устойчива к щелочной делигнификации: содер-
жание целлюлозы увеличивается в 1,4 раза, содержание пентозанов снижается в 4,2 раза, содержание лигнина 
увеличивается в 1,4 раза, что обусловлено природой лигнина. Костра конопли легко поддается щелочной делиг-
нификации: содержание целлюлозы увеличивается в 1,8 раза, содержание пентозанов снижается в 5,8 раза, 
содержание лигнина снижается в 2,2 раза; в продукте щелочной делигнификации содержится 87,3% целлюлозы, 
5,4% пентозанов, 8,2% лигнина. Прогнозируется высокая перспективность использования костры конопли для 
химической и биотехнологической трансформации.
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Abstract. The present article examines the chemical composition of fiber and shive from fiber flax and hemp obtained in 
Russia under industrial conditions, as well as that of the products of their alkaline delignification. Alkaline delignification 
was carried out at atmospheric pressure with a 4% sodium hydroxide solution; the chemical composition was 
determined via wet analysis. The chemical composition of hemp shive from Russian producers was studied for 
the first time. In the studied objects, the mass fraction of cellulose was found to range from 42.3 to 66.1%, and 
after alkaline delignification, the yield of products reached 47.0–50.0%. The behavior of fiber flax and hemp fiber 
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is similar during alkaline delignification: cellulose content increases by 1.2–1.3 times, pentosan content decreases 
by 4.3–6.3 times, and lignin content is virtually the same. The behavior of fiber flax and hemp shive is dramatically 
different during alkaline delignification. The shive of fiber flax is resistant to alkaline delignification: cellulose content 
increases by 1.4 times, pentosan content decreases by 4.2 times, and lignin content increases by 1.4 times, which 
is due to the nature of lignin. Hemp shive is easily alkaline delignified: cellulose content increases by 1.8 times; the 
content of pentosans decreases by 5.8 times, and lignin content decreases by 2.2 times; the product of alkaline 
delignification contains cellulose (87.3%), pentosans (5.4%), and lignin (8.2%). The use of hemp shive for chemical 
and biotechnological transformation is expected to have high prospects.

Keywords: fiber flax, hemp, fiber, shive, alkaline delignification
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ВВЕДЕНИЕ
В современных условиях экологически ориентиро-

ванной индустрии использование биомассы легковоз-
обновляемого растительного сырья является одним 
из ключевых аспектов устойчивого экономического 
развития. Лигноцеллюлозная биомасса является наи-
более распространенным ресурсом на земле и имеет 
ряд преимуществ: быструю возобновляемость, высокую 
производительность в промышленных масштабах, 
биоразлагаемость и всемирную доступность. Среди 
легковозобновляемого растительного сырья особый 
интерес представляют две лубяные культуры, широко 
распространенные на евроазиатском континенте: 
лен-долгунец и конопля [1–4].

Лен-долгунец и конопля характеризуются коротким 
периодом вегетации: период прироста биомассы 
льна-долгунца составляет от 77 до 100  дней [5], а 
конопли – около 105 дней [2, 6]. Производительность 
льна-долгунца в мире в среднем составляет 5,6 т×га-1 
(в расчете на сухое вещество), в России – от 1,8 до  
4,6 т×га-1, при этом около 70–72% приходится на древесную 
часть (костру). Производительность конопли в среднем 
составляет 14,5 т×га-1 (в расчете на сухое вещество), 
при этом 70–75% приходится на конопляную костру.

Лен и конопля подвергаются различным методам 
дегумирования (вымачивание, осмотическое и фермен-
тативное дегумирование) с последующим отделением 
волокна от костры [7]. Массовая доля целлюлозы в 
волокне льна-долгунца составляет 62–79% [8, 9], а в 
волокне конопли – около 40–57% [10]. Массовая доля 
целлюлозы в костре обеих культур гораздо меньше: 
у льна-долгунца она равняется 31–37% [11, 12], у 
конопли – 33–37% [10].

Благодаря высокому содержанию в биомассе льна-дол-
гунца и конопли основного компонента – целлюлозы, 
мировые исследователи интенсивно занимаются перера-
боткой волокон обеих культур в востребованные и ценные 
продукты: целлюлозу [13–16], микрокристаллическую 
целлюлозу [17], наноцеллюлозу [18], метилцеллюлозу [19], 
натрий-карбоксиметилцеллюлозу [20], нитраты целлюлозы  
[21, 22], гидратцеллюлозное волокно [5] и регенери-
рованные волокна [23], биокомпозиты и биопластики 
[1, 24]. Волокна льна и конопли являются хорошей 
альтернативой древесине для производства бумаги 
[25], могут использоваться в качестве сорбирующего 

материала [26] и даже пищевых волокон [27]. Имеются 
сведения об использовании биомассы льна и конопли 
для производства биоэтанола и биогаза [4, 28, 29].

Переработка костры льна и конопли исследована 
слабо, но указанная задача очень важна, так как ее 
решение позволит повысить коэффициент использо-
вания лубяных культур. Из костры льна получают цел-
люлозу [10], микрокристаллическую целлюлозу [30], 
сорбенты [31], целлюлозосодержащие полуфабрикаты 
[14] и биоразлагаемую упаковку [32]. Костра конопли 
является недорогим сырьем для производства разла-
гаемых биоматериалов [33], костробетона [34], уте-
плителей и кирпичей [34, 35], сырьем для получения 
гуминово-фульватного комплекса [36], а также может 
использоваться в качестве дешевого мелиоранта [37].

Известно, что при переработке любого целлюло-
зосодержащего сырья критической стадией является 
его предобработка, направленная на извлечение 
отдельных компонентов (целлюлозы, гемицеллюлоз, 
лигнина и др.) из прочной лигноцеллюлозной матрицы. 
В данном исследовании для предобработки лубяных 
культур использован метод щелочной делигнификации, 
являющийся классическим методом для любого цел-
люлозосодержащего сырья [38, 39]. Нами накоплен 
богатый опыт переработки нетрадиционного целлюло-
зосодержащего сырья, т.е. не древесного и не лубяного, 
в продукты технической химии [40] и биоконверсии 
[41, 42]. Общей начальной технологической стадией 
этих процессов является щелочная делигнификация.

Целью настоящей работы служило исследование 
химического состава волокон и костры льна-долгунца и 
конопли двух российских производителей, а также про-
дуктов щелочной делигнификации (ПЩД) лубяного сырья 
для сравнительной оценки возможности их использования 
в экономике страны. Приоритетным являлось исследо-
вание химического состава отходов переработки лубяных 
культур: коротковолокнистой фракции льна-долгунца, костры 
льна-долгунца и костры конопли, а также исследование 
поведения отходов переработки лубяных культур при 
щелочной делигнификации. Костра конопли российских 
производителей подробно исследована впервые.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Было использовано четыре объекта исследования: 

коротковолокнистая фракция и костра из льна-долгунца 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-4-621-630
https://elibrary.ru/ksvuty


623

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2023  Том 13  N 4
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2023  Vol. 13  No. 4

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

(Linum usitatissimum L.), предоставленные АО «Бийская 
льняная компания» (г. Бийск, Алтайский край, Россия) и 
являющиеся отходами производства; волокно и костра из 
конопли (Cannabis sativa L.), предоставленные ООО «Мор-
довские пенькозаводы» (г. Инсар, Республика Мордовия, 
Россия). В таблице приведен химический состав объектов 
исследования и продуктов их ПЩД, определенный по 
общепринятым в мировой практике «мокрым» методам 
[41] на сертифицированном аналитическом оборудо-
вании. Определение содержания целлюлозы проводилось 
методом Кюршнера, который основан на обработке 
исходных объектов исследования спиртовым раствором 
азотной кислоты и удалении лигнина, экстрактивных 
веществ и гемицеллюлоз. Определение содержания 
кислотонерастворимого лигнина проводилось путем 
обработки исходных объектов исследования концен-
трированными минеральными кислотами (серной и 
соляной). Определение содержания пентозанов основано 
на образовании фурфурола из пентозанов, полученных 
при обработке исходных объектов исследования 13%-м 
раствором соляной кислоты при нагревании, и опреде-
лении отогнанного фурфурола спектрофотометрическим 
методом. Определение содержания золы проводилось 
путем сжигания исходных объектов исследования в 
фарфоровом тигле с последующим прокаливанием 
остатка в муфельной печи. Определение содержания 
жировосковой фракции (ЖВФ) проводилось путем 
многократного экстрагирования исходных объектов 
исследования хлористым метиленом с последующим 
выпариванием экстракта, сушкой и взвешиванием 
нелетучего остатка [41].

Процесс щелочной делигнификации исходных объ-
ектов исследования (масса загрузки составила: для 
коротковолокнистой фракции льна-долгунца и волокна 
конопли – 100 г, для костры льна и конопли – 200 г) 

проводили путем обработки раствором 4%-го гидроксида 
натрия при температуре от 90 до 96 °С и атмосферном 
давлении в течение 6 ч с последующим отжимом на 
вакуум-фильтре и промывкой до нейтральной реакции 
промывных вод [43]. Гидромодуль щелочной делигнифи-
кации составил 1:20. Степень извлечения компонента 
в твердую фазу рассчитана следующим образом:

𝑆𝑆 = МДпщд × 𝜂𝜂ПЩД
МДисх.

,  

где S – степень извлечения, %; МДПЩД – массовая 
доля компонента в ПЩД, %; МДисх. – массовая доля 
компонента в исходном объекте исследования, %;  

ПЩД – выход ПЩД, %.
Работа выполнена с использованием приборной 

базы Бийского регионального центра коллективного 
пользования СО РАН.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сравнительный анализ химического состава исходных 

объектов исследования (см. таблицу), показал, что наи-
большую массовую долю целлюлозы по Кюршнеру 
имеет волокно конопли (76,5%), а наименьшую – 
костра льна-долгунца (42,3%). Наибольшая массовая 
доля пентозанов содержится в костре конопли (22,8%), 
наименьшая – в волокне льна-долгунца (5,2%). Наи-
большую массовую долю кислотонерастворимого лигнина 
содержит костра льна-долгунца (26,4%), наименьшую – 
волокно конопли (2,5%). Наибольшую массовую долю 
золы содержит волокно льна-долгунца (3,20%), наи-
меньшую – костра конопли (2,3%). Все исходные объекты 
исследования характеризуются низким содержанием 
ЖВФ, наибольшее же ее значение – 2,4% – наблюдается 
для костры льна-долгунца. Содержание целлюлозы в 
волокне льна (66,1%) меньше, чем в волокне конопли 

Химический состав исходных объектов исследования и продуктов их щелочной делигнификации

Chemical composition of research objects and products of their alkaline delignification

Наименование образца Выход, 
%

Массовая доля компонентов*, %
целлюлоза  

по Кюршнеру 
кислотонераство-

римый лигнин пентозаны зола жировосковая 
фракция

Исходные объекты исследования
Коротковолокнистая фракция 
льна-долгунца – 66,1±0,5 10,7±0,5 5,2±0,5 3,20±0,05 1,67±0,05

Костра льна-долгунца – 42,3±0,5 26,4±0,5 18,5±0,5 2,80±0,05 1,76±0,05
Волокно конопли – 76,5±0,5 5,5±0,5 2,5±0,5 2,50±0,05 2,40±0,05
Костра конопли – 47,3±0,5 17,7±0,5 22,8±0,5 2,30±0,05 0,46±0,05

Продукты щелочной делигнификации
ПЩД из коротковолокнистой 
фракции льна-долгунца 50,0 89,0±0,5 9,7±0,5 1,2±0,5 0,10±0,05 1,30±0,05

ПЩД из костры льна-долгунца 47,0 59,0±0,5 36,7±0,5 3,2±0,5 0,70±0,05 1,40±0,05
ПЩД из волокна конопли 47,0 91,8±0,5 5,7±0,5 0,4±0,5 0,80±0,05 0,80±0,05
ПЩД из костры конопли 47,5 87,3±0,5 8,2±0,5 5,4±0,5 1,80±0,05 0,40±0,05

Степень извлечения компонента в твердую фазу, %
Коротковолокнистая фракция 
льна-долгунца – 67,4 45,3 11,5 1,6 38,9

Костра льна-долгунца – 66,1 65,3 8,1 11,8 37,4
Волокно конопли – 56,4 48,7 7,5 15,0 15,7
Костра конопли – 87,7 22,0 11,3 37,2 41,3

Примечание. * – в пересчете на абсолютно сухое сырье.
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(76,5%), что связано с использованием коротковолок-
нистой фракции льна-долгунца. В целом химический 
состав волокна и костры обеих лубяных культур похожи.

Химический состав волокна льна-долгунца, согласно 
различным литературным источникам, для длинново-
локнистой фракции представлен следующим образом: 
целлюлоза – 62,0–79,0%, гемицеллюлозы – 11,0–20,6%, 
лигнин 2,0–5,0% [8, 9]. В нашей работе определено 
повышенное значение массовой доли лигнина, что 
связано с использованием коротковолокнистой фракции, 
являющейся отходом производства. В литературе для 
костры льна-долгунца приводятся следующие пока-
затели: целлюлоза – 30,7–37,5%, лигнин – 32,8–33,1%, 
зола – 1,7% [11, 12]. Костра льна-долгунца, предо-
ставленная АО «Бийская льняная компания», имеет 
повышенное содержание целлюлозы и пониженное 
содержание лигнина.

Химический состав волокна конопли, представленный 
в различных литературных источниках, составляет: 
целлюлозы – 40,0–57,5%, гемицеллюлоз – 5,1–20,0%, 
лигнина – 12,4–21,9%, золы – 2,6–7,6% [9, 10]. Волокно 
конопли, предоставленное ООО «Мордовские пенько-
заводы», характеризуется высокой массовой долей цел-
люлозы и низкими значениями массовой доли лигнина 
и пентозанов, т.е. является высококачественным. В 
зарубежной литературе для костры конопли приво-
дится следующий компонентный состав: целлюлоза – 
32,6–37,3%, гемицеллюлозы – 25,0–28,0%, лигнин – 
17,5–23,9% [10, 23]. Костра конопли из Республики 
Мордовии превосходит мировые аналоги: целлюлозы 
в ней больше, а гемицеллюлоз меньше.

Результаты определения массовой доли ЖВФ для 
всех четырех исходных объектов исследования и их 
ПЩД получены впервые. 

Предварительная химическая обработка лубяных 
культур методом щелочной делигнификации обеспе-
чивает высокий выход всех четырех ПЩД (47,0–50,0%). 
В результате анализа химического состава ПЩД было 
установлено, что предварительная обработка трех объ-
ектов исследования (коротковолокнистой фракции 
льна-долгунца, волокна и костры конопли) позволяет 
получить образцы ПЩД с массовой долей целлюлозы 
от 89,0 до 91,8%, т.е. наблюдается концентрирование 
целлюлозы в продуктах щелочной обработки. Исклю-
чение составил ПЩД костры льна-долгунца, в котором 
массовая доля целлюлозы составляет 59,0%, в этом же 
образце зафиксирована наибольшая массовая доля 
кислотонерастворимого лигнина – 36,7%. По сравнению 
с исходными объектами исследования массовая доля 
целлюлозы во всех полученных образцах ПЩД увеличи-
вается в 1,2–1,8 раза, наблюдается снижение массовой 
доли пентозанов в 4,2–6,3 раза. 

Анализ степени извлечения компонентов показал, 
что лидером среди четырех исходных объектов иссле-
дования является костра конопли со степенью извле-
чения целлюлозы в образце ПЩД 87,7%, в то время как 
диапазон степени извлечения для трех других объектов 
исследования составил 56,4–67,4%. При этом степень 
извлечения лигнина в твердую фазу для исследованных 
образцов составила 22,0–45,3%, исключением стал ПЩД 
костры льна-долгунца, для которого степень извлечения 
лигнина в твердую фазу составляет 65,3%.

Относительно степени извлечения пентозанов получен 

узкий диапазон для всех четырех объектов – 7,5–11,5%, 
что подтверждает эффективность метода щелочной 
делигнификации для удаления пентозанов из любого 
целлюлозосодержащего сырья, в том числе лубяного  
[44, 45]. Весьма сложно объяснить широкий диапазон зна-
чений степени извлечения золы 1,6–37,2% – возможно, 
это явление связано с различной химической природой 
зольных компонентов, например, есть представление о 
легкости удаления кислотонерастворимых компонентов 
золы методом щелочной обработки, что наблюдалось 
для коротковолокнистой фракции льна-долгунца [38]. 
Диапазон степени извлечения ЖВФ также широк: он 
составляет 15,7–41,3%. Как правило, использование 
щелочной обработки сырья позволяет значительно 
удалить ЖВФ, но в данном случае наиболее успешной 
в этом отношении была обработка волокна конопли. 
При обработке гидроксидом натрия ЖВФ происходит 
гидролиз жировых компонентов и водорастворимые 
продукты удаляются из твердой фазы.

Механизм щелочной делигнификации заключается 
в деэтерификации (омылении) межмолекулярных слож-
ноэфирных связей между гемицеллюлозами и лигнином 
[38]. В результате омыления происходит расщепление 
этих связей, гидролиз гемицеллюлоз, частичный гидролиз 
аморфной части микрофибрилл целлюлозы. Особен-
ностью данного способа является частичное растворение 
лигнина в щелочном растворе [39]. По определению 
щелочная делигнификация должна приводить к снижению 
массовой доли лигнина в ПЩД, однако при воздействии 
на лубяные культуры это наблюдается не всегда.

Поведение волокна обеих лубяных культур при 
щелочной делигнификации имеет общие тенденции. 
В образцах ПЩД коротковолокнистой фракции льна-дол-
гунца и волокна конопли массовые доли лигнина остаются 
практически на том же уровне 9,7 и 5,7% соответственно. 
Такое явление наблюдали и другие исследователи  
[44, 45]. Объяснить его можно тем, что щелочная обра-
ботка волокон с низким содержанием лигнина направлена 
в основном на удаление низкомолекулярных соединений 
и гемицеллюлоз, но не самого лигнина [44, 45]. Для 
эффективного удаления лигнина необходимо сочетать 
щелочную делигнификацию с другими видами обра-
ботки, например с обработкой сульфитом натрия [44].

Поведение костры льна-долгунца и конопли при 
щелочной делигнификации кардинально различается. 
При обработке костры льна-долгунца происходит уве-
личение массовой доли лигнина в образце ПЩД в 
1,4 раза по сравнению с кострой. На первый взгляд 
это аномальное поведения для целлюлозосодержащего 
сырья. Тем не менее подобное явление исследователи 
наблюдали и ранее: отмечалось увеличение лигнина в 
1,1 раза после предварительной обработки гидроксидом 
натрия при температуре 160 °C и давлении 0,2 МПа 
[46]. Предположительно увеличение массовой доли 
лигнина после щелочной делигнификации связано с 
особой структурой лигнина в костре льна-долгунца [44] 
и концентрированием лигнина за счет эффективного 
удаления пентозанов и других компонентов. Костра 
конопли в процессе делигнификации ведет себя как 
типичное недревесное целлюлозосодержащее сырье. 
В образце ПЩД костры конопли массовая доля лигнина 
составила 8,2%, т.е. наблюдается эффективное снижение 
содержания лигнина в 2,2 раза.
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Нами были использованы мягкие условия щелочной 
делигнификации: 4%-й раствор гидроксида натрия и 
атмосферное давление. Предобработка всех объектов 
исследования проводилась в одинаковых режимах, хотя 
мы понимали, что для эффективной делигнификации 
волокна режимы должны быть более жесткими. Однако 
выделение целлюлозы из волокна льна-долгунца и конопли 
является хорошо проработанным в мире направлением – 
нас как специалистов в области переработки недре-
весного сырья больше интересовала костра и отходы 
льняного производства в виде коротковолокнистой 
фракции, которая не использовалась для выделения 
целлюлозы. В связи с этим одинаковые условия щелочной 
делигнификации для разных объектов исследования были 
использованы нами для выявления разницы природы 
сырья и результаты оказались полезными для пони-
мания отличий механизма щелочной делигнификации 
волокнистого сырья по сравнению с кострой.

Сравнить результаты полученных экспериментальных 
данных с литературными данными оказалось доста-
точно сложной задачей, так как, несмотря на достаточно 
широкую распространенность щелочной обработки 
как для нативной биомассы льна и конопли, так и для 
выделенных отдельно волокна и костры этих культур, 
авторы не приводят полного химического состав ПЩД. 
Полученные продукты используются преимущественно 
в качестве компонента бумаги или входят в состав ком-
позитных материалов, поэтому исследователи уделяют 
внимание не химическому составу, а механическим 
характеристикам продуктов. Исходя из литературных 
данных о возможности применения продуктов щелочной 
обработки, можно прогнозировать успешность получения 
полуфабрикатов бумажно-картонного производства, 
фибриллированных и композитных материалов, в том 
числе таргетных, на основе образцов ПЩД волокна 
льна-долгунца и конопли [8, 9, 11, 16, 44, 47, 48].

Другим направлением является биотехнологическая 
переработка целлюлозосодержащего сырья с целью 
получения продуктов с высокой добавленной стоимостью 
[10]. Экспериментально подтверждена возможность 
получения биоэтанола с концентрацией 10,5 г/л из 
биомассы конопли, предварительно обработанной 
методом щелочной делигнификации (1,5–3,0%-й 
раствор гидроксида натрия) [3, 4]. Таким образом, 
проведенные исследования имеют высокий потенциал 
для дальнейшего практического применения. Волокно 
лубяных культур – это слишком ценное сырье для пре-
вращения его в продукты микробного синтеза, но 
для переработки костры это очень перспективное 
направление. Особенности химического состава костры 

льна-долгунца (36,7% лигнина) исключают использо-
вание ПЩД из нее для переработки по биотехнологиче-
скому маршруту. Химический состав и высокий выход 
ПЩД костры конопли позволяют дать оптимистический 
прогноз для дальнейшей трансформации ПЩД в раствор 
редуцирующих сахаров методом ферментативного 
гидролиза и в продукты микробиологического синтеза, 
авторская технология которых хорошо отработана нами 
на шелухе овса и мискантусе сахароцветном. При 
этом успешно были синтезированы биоэтанол [41], 
бактериальная целлюлоза [42], молочная кислота [49], 
кормовой белок [50].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе исследования впервые про-

веден сравнительный анализ химического состава 
четырех объектов исследования: коротковолокнистой 
фракции и костры льна-долгунца, являющихся отходом 
производства АО «Бийская льняная компания», а также 
волокна и костры конопли производства ООО «Мор-
довские пенькозаводы». Установлено, что все исследо-
ванные объекты характеризуются высокой массовой 
долей целлюлозы от 42,3 до 66,1%. Впервые исследован 
полный химический состав костры конопли российского 
производителя и установлено, что образец превосходит 
мировые аналоги: в нем зафиксировано повышенное 
содержание целлюлозы (47,3%) и пониженное содержание 
пентозанов (22,8%), содержание же лигнина (17,7%) в 
костре конопли российского производителя соответ-
ствует мировым аналогам. Выход ПЩД перечисленных 
объектов исследования достигает 47,0–50,0%.

Выявлено сходство поведения волокна льна-долгунца 
и конопли при щелочной делигнификации: содержание 
целлюлозы увеличивается в 1,2–1,3 раза, содержание 
пентозанов снижается в 4,3–6,3 раза, а содержание 
лигнина практически не изменяется. 

Поведение при щелочной делигнификации костры 
льна-долгунца и конопли принципиально различается. 
Костра льна-долгунца устойчива к щелочной делигнифи-
кации: содержание целлюлозы в ней увеличивается в 
1,4 раза, содержание пентозанов снижается в 4,2 раза, 
содержание лигнина увеличивается в 1,4 раза, что 
обусловлено природой лигнина. Костра конопли легко 
поддается щелочной делигнификации: содержание цел-
люлозы увеличивается в 1,8 раза, содержание пентозанов 
снижается в 5,8 раза, содержание лигнина снижается 
в 2,2 раза. Прогнозируется высокая перспективность 
использования костры конопли для химической и био-
технологической трансформации.
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