
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ  
БИОЛОГИЯ 
И БИОТЕХНОЛОГИЯ               
EXPERIMENTAL 
BIOLOGY 
and 
BIOTECHNOLOGY
Издается с января 1969 г. 
(c 1969 по 2016 г. – под названием  
«Вестник БГУ. Серия 2, Химия. Биология. География», 
с 2017 по 2021 г. – под названием  
«Журнал Белорусского государственного университета. Биология»)

Выходит три раза в год

3 2022

МИНСК 
БГУ



2

РЕДАКЦИОННАЯ КОЛЛЕГИЯ

Главный редактор ДЕМИДЧИК В. В. – член-корреспондент НАН Беларуси, доктор биоло-
гических наук, доцент; декан биологического факультета Белорусского 
государственного университета, Минск, Беларусь.
E-mail: dzemidchyk@bsu.by

Заместитель  
главного редактора

СИДОРОВ А. В. – доктор биологических наук, профессор; профессор 
кафедры физиологии человека и животных биологического факультета 
Белорусского государственного университета, Минск, Беларусь.
E-mail: sidorov@bsu.by

Ответственный  
секретарь

ФИЛИПЦОВА Г. Г. – кандидат биологических наук, доцент; доцент кафед
ры клеточной биологии и биоинженерии растений биологического фа-
культета Белорусского государственного университета, Минск, Беларусь.
E-mail: filiptsova@bsu.by

Адамович Б. В. Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь. 
Валентович Л. Н. Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь. 

Гельтман Д. В. Ботанический институт им. В. Л. Комарова Российской академии наук, Санкт-Петер- 
бург, Россия. 

Гурин А. В. Университетский колледж Лондона, Лондон, Великобритания.
Кильчевский А. В. Национальная академия наук Беларуси, Минск, Беларусь. 

Костюк В. А. Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь. 
Кульчицкий В. А. Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь. 

Лермонтова И. Н. Институт генетики и исследования сельскохозяйственных растений им. Г. В. Лейбница, 
Гатерслебен, Германия.

Медведев С. С. Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия. 
Мороз Л. Л. Флоридский университет, Гейнсвилл, США.
Семак И. В. Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь.  

Стржалка К. Ягеллонский университет, Краков, Польша.
Тихомиров В. Н. Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь. 

Усанов С. А. Национальная академия наук Беларуси, Минск, Беларусь. 
Чубанов В. С. Институт фармакологии и токсикологии им. Вальтера Штрауба Мюнхенского универ-

ситета им. Людвига и Максимилиана, Мюнхен, Германия.
Шабала С. Н.  Университет Тасмании, Хобарт, Австралия.

Ю Мин Международный исследовательский центр экологической биологии мембран Фошань-
ского университета, Фошань, Китай.



3

EDITORIAL BOARD 

Editor-in-chief DEMIDCHIK V. V., corresponding member of the National Academy of 
Sciences of Belarus, doctor of science (biology), docent; dean of the faculty 
of biology, Belarusian State University, Minsk, Belarus.
E-mail: dzemidchyk@bsu.by

Deputy  
editor-in-chief

SIDOROV A. V., doctor of science (biology), full professor; professor at the 
department of human and animal physiology, faculty of biology, Belarusian 
State University, Minsk, Belarus.
E-mail: sidorov@bsu.by

Executive  
secretary

FILIPTSOVA G. G., PhD (biology), docent; associate professor at the de
partment of plant cell biology and bioengineering, faculty of biology, Bela-
rusian State University, Minsk, Belarus.
E-mail: filiptsova@bsu.by

Adamovich B. V. Belarusian State University, Minsk, Belarus.
Chubanov V. S. Walther Straub Institute of Pharmacology and Toxicology, Ludwig-Maximilians-Universität 

München, München, Germany.
Geltman D. V. V. L. Komarov Botanical Institute of the Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, 

Russia. 
Gourine A. V. University College of London, London, United Kingdom.

Kilchevsky A. V. National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus. 
Kostyuk V. A. Belarusian State University, Minsk, Belarus.

Kulchitsky V. A. Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus. 
Lermontova I. N. Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Germany.

Medvedev S. S. Saint Petersburg University, Saint Petersburg, Russia. 
Moroz L. L. University of Florida, Gainesville, USA.
Semak I. V. Belarusian State University, Minsk, Belarus. 

Shabala S. N. University of Tasmania, Hobart, Australia.
Strzalka K. Jagiellonian University, Kraków, Poland.

Tikhomirov V. N. Belarusian State University, Minsk, Belarus.
Usanov S. A. National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus. 

Valentovich L. N. Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus.
Yu Min International Research Centre for Environmental Membrane Biology, Foshan University, 

Foshan, China.



4

О б р а з е ц   ц и т и р о в а н и я:
Мантивода ВЭ, Антоневич НГ, Гончаров АЕ. Иммунобио-
логическая характеристика микроглиальных клеток и моде-
ли их изучения in vitro. Экспериментальная биология и био-
технология. 2022;3:4–13.
https://doi.org/10.33581/2957-5060-2022-3-4-13

F o r  c i t a t i o n:
Mantsivoda VE, Antonevich NG, Hancharou АY. Immunobio
logical characteristics of microglial cells and in vitro models 
for their obtaining. Experimental Biology and Biotechnology. 
2022;3:4–13. Russian.
https://doi.org/10.33581/2957-5060-2022-3-4-13

А в т о р ы:
Вероника Эдуардовна Мантивода – младший научный со-
трудник лаборатории иммунологии и клеточной биофизики.
Наталья Георгиевна Антоневич – кандидат биологиче-
ских наук; заведующий лабораторией иммунологии и кле-
точной биофизики.
Андрей Евгеньевич Гончаров – кандидат медицинских наук, 
доцент; директор.

A u t h o r s:
Veranika E. Mantsivoda, junior researcher at the laboratory of 
immunology and cell biophysics.
veronikamantivoda@gmail.com
Natalia G. Antonevich, PhD (biology); head of the laboratory 
of immunology and cell biophysics.
antonevich.n@gmail.com
Andrei Y. Hancharou, PhD (medicine), docent; director.
andrei.hancharou@gmail.com

Мантивода В. Э., Антоневич Н. Г., Гончаров А. Е. Им-
мунобиологическая характеристика микроглиальных кле-
ток и модели их изучения in vitro	 4

Mantsivoda V. E., Antonevich N. G., Hancharou А. Y. Im-
munobiological characteristics of microglial cells and in vitro 
models for their obtaining	 13

УДК 576:576.5+57.085.23

ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
МИКРОГЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК И МОДЕЛИ  

ИХ ИЗУЧЕНИЯ in vitro

В. Э. МАНТИВОДА1), Н. Г. АНТОНЕВИЧ 1), А. Е. ГОНЧАРОВ1)

1)Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, 
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Микроглиальные клетки – это один из ключевых клеточных элементов центральной нервной системы. В по-
следние годы появляется все больше данных о роли микроглиальных клеток в патогенезе различных психических 
и нейродегенеративных заболеваний. Однако исследование микроглии головного мозга человека ограничено по 
техническим и этическим причинам, в связи с чем актуальным направлением современной биологии и медицины 
является создание новой клеточной модели in vitro микроглии человека. Цель настоящего обзора состоит в описа-
нии функциональных и иммунологических свойств микроглии, а также основных моделей in vitro, используемых 
в настоящее время для исследования свойств клеток в норме и при патологии.

Ключевые слова: микроглия; микроглиеподобные клетки; модели in vitro; клеточная биология.
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IMMUNOBIOLOGICAL CHARACTERISTICS  
OF MICROGLIAL CELLS AND in vitro MODELS  

FOR THEIR OBTAINING 

V. E. MANTSIVODAa, N. G. ANTONEVICH a, А. Y. HANCHAROU a

aInstitute of Biophysics and Cell Engineering, National Academy of Sciences of Belarus,  
27 Akademičnaja Street, Minsk 220072, Belarus

Corresponding author: V. E. Mantsivoda (veronikamantivoda@gmail.com)

Microglial cells are one of the main cellular elements of the central nervous system. In recent years, more and more 
data has appeared about the role of microglial cells in the pathogenesis of various mental and neurodegenerative diseases. 
However, the study of human brain microglia is limited for technical and ethical reasons, so the development of a new 
in vitro cell model of human microglia is a perspective trend in biology and medicine. The aim of this review is to describe 
the functional and immunological properties of microglia and to analyse in vitro models that currently used for study the 
properties of cells in normal and pathological conditions.

Keywords: microglia; microglia-like cells; in vitro models; cell biology.

Введение
Микроглиальные клетки представляют собой иммунокомпетентные клетки центральной нервной сис

темы (ЦНС). Основными функциями микроглии являются поддержание гомеостаза ЦНС путем удаления 
апоптотических клеток и клеточного мусора, участие в регуляции синаптической организации, миелини-
зации, возбудимости нервных клеток, а также оказание трофической поддержки нейронам [1; 2].

В последние годы публикуется все больше данных о роли микроглии в патогенезе различных пси-
хических и нейродегенеративных заболеваний. Так, нейровоспаление, ассоциированное с повышенной 
секрецией микроглией провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-10, IL-6), является од-
ним из этиологических факторов развития шизофрении. Нейровоспаление оказывает негативное влия
ние на процессы, имеющие ключевое значение для нормального функционирования головного мозга 
(миелинизация, синаптический прунинг) [3; 4]. По данным ВОЗ, психические расстройства относятся 
к числу наиболее серьезных проблем общественного здравоохранения в Европейском регионе, занимая 
первое место среди факторов инвалидности и третье место (после сердечно-сосудистых и онкологи-
ческих заболеваний) среди причин, ведущих к возникновению социального бремени заболеваний [5]. 
В связи с этим изучение работы микроглиальных клеток в норме и при патологии является актуальным 
направлением современной биологии и медицины. Но исследование микроглии головного мозга чело-
века имеет ряд ограничений, связанных прежде всего со сложностью получения живых клеток по эти-
ческим и техническим причинам. Существуют альтернативные модели для изучения микроглиальных 
клеток. В первую очередь это использование перевиваемых линий клеток животных [6 – 8]. Микроглию 
человека также можно получить путем дифференцировки из моноцитов периферической крови, инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток (иПСК) [9; 10]. Однако стоит учитывать, что стандар-
тизированный метод получения микроглиеподобных клеток отсутствует.

В данной статье изложены история открытия и теории происхождения микроглиальных клеток, опи-
саны их иммунофункциональные свойства, а также освещены основные вопросы, связанные с исследо-
ванием микроглии, и возможности применения микроглиальных клеток в биологии и медицине.

История открытия и теории происхождения микроглиальных клеток
В 1899 г. немецким невропатологом Ф. Нисслем впервые описаны микроглиальные клетки, связан-

ные с  воспалением и повреждением. Они были названы Stäbchenzellen, или стержневыми клетками 
(rod-like cells). Данный тип микроглии обнаруживался у людей с психическими и нейродегенеративны-
ми заболеваниями. Однако из-за несовершенства методов выявления различных клеточных структур 
функцию этих клеток в то время установить не удалось [11]. 

Позднее, в 1913 г., знаменитый испанский врач-гистолог С. Рамон-и-Кахаль, активно занимаясь изу
чением строения нейроглии c помощью метода импрегнации ткани головного мозга солями металлов, 
установил, что нейроны и астроциты являются «первым и вторым элементами» нервной ткани. При 
этом ученым была обнаружена еще одна группа клеточных элементов «не астроцитарного и не ней-
ронального происхождения», которую никак не удавалось окрасить. С. Рамон-и-Кахаль назвал такие 
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клеточные структуры «третьим элементом» нервной ткани, или адендритными клетками. Преимуще-
ственно они обнаруживались в белом веществе головного мозга, периваскулярных и периневральных 
пространствах [12]. 

Идентифицировать данные клетки, впервые используя термин «микроглия», в 1919 г. удалось П. дель 
Рио-Ортеге – ученику С. Рамон-и-Кахаля. П. дель Рио-Ортега разработал собственную модификацию 
окрашивания аммиачным карбонатом серебра для визуализации глиальных клеток. Благодаря данному 
методу были изучены и детально описаны морфология микроглии и ее функциональные особенности 
(фагоцитарная активность, способность к миграции), а также предложена концепция мезодермального 
происхождения микроглиальных клеток [13].

Следует отметить, что вопрос о происхождении микроглиальных клеток долгое время оставался пред-
метом дискуссий и исследований. Начиная со второй половины XX в. ряд ученых придерживались кон-
цепции нейроэктодермального происхождения микроглиальных клеток, согласно которой микроглия 
формируется из нейроэктодермы, так как данный тип клеток имеет общие характеристики с другими 
клетками нейроглии. Например, в 1975 г. ученые С. Фуджита и Т. Китамура утверждали, что у трех 
типов нейроглии есть общий предшественник – глиобласт [14]. Также в 1975 г. на основании экспери-
ментов с введением [3H]тимидина крысам и мышам установлено, что клетки микроглии в гиппокампе 
появляются через 2 дня после рождения из клеток-предшественников (глиобластов)  [15]. Методами 
иммуногистохимического окрашивания было выявлено, что нейроэпителиальные клетки и микроглия 
имеют ряд общих маркеров, например липокортин-1 (аннексин-А1). Это послужило основанием для 
предположения нейроэпителиального происхождения микроглиальных клеток [16]. Тем не менее все 
эти данные требовали дополнительных доказательств, помимо экспрессии общих молекул, и не ис-
ключали того факта, что существуют источники микроглиальных клеток вне нейроэктодермы, которые 
колонизируют головной мозг до их обнаружения, к примеру желточный мешок или моноциты перифе-
рической крови. Таким образом, была предложена теория моноцитарного происхождения микроглии, 
согласно которой микроглиальные клетки формируются из моноцитов циркулирующей крови. Впервые 
эту гипотезу выдвинули немецкие ученые К. Санта и А. Юба в 1933 г. [17]. В 1985 г. удалось визуализи-
ровать популяцию клеток в развивающемся и зрелом головном мозге путем мечения специфичной для 
макрофагов мыши молекулой F4/80. Клетки F4/80+ наблюдали в сосудистых сплетениях головного мозга 
еще до появления микроглии. В течение первых 5 дней после рождения клетки F4/80+ мигрировали в па-
ренхиму головного мозга и приобретали разветвленную морфологию, типичную для микроглиальных 
клеток [18], что и стало обоснованием данной теории.

В настоящее время наиболее убедительной и  доказанной считается концепция мезодермального 
происхождения микроглии. Данное происхождение предполагал П. дель Рио-Ортега в 1932 г. при иден-
тификации клеток. Используя метод импрегнации серебром, он обнаружил, что клетки амебоидной 
морфологии изначально концентрировались на поверхности головного мозга, а затем в процессе эм-
брионального развития мигрировали в мозг через мозолистое тело, свод, внутреннюю капсулу, парус 
мозжечка и основания черепных нервов и превращались в разветвленную форму микроглии. Современ-
ные исследования с использованием нокаутных мышей, которые экспрессируют белок GFP под контро-
лем промотора хемокинового рецептора CX3CR1, доказали, что микроглиальные клетки происходят из 
эритромиелоидных клеток-предшественников CD45–c-kit+ в желточном мешке в ходе раннего эмбрио-
нального развития [19; 20]. На 9-й день эмбрионального развития клетки-предшественники, имеющие 
фенотип CD45+c-kit–CX3CR1+, мигрируют в головной мозг до формирования гематоэнцефалического 
барьера и остаются там после его образования. Дифференцировка клеток-предшественников в клет-
ки микроглии зависит от миелоидных транскрипционных факторов PU.1 и IRF8. Стоит отметить, что 
для раннего развития микроглии не требуются такие транскрипционные факторы, как Myb, Id2, Batf3 
и Klf4, необходимые для дифференцировки других популяций миелоидных клеток, например моноци-
тов и дендритных клеток [20; 21]. Для поддержания популяции микроглии и ее выживания во взрослом 
организме нужна активация сигнального пути, опосредуемого рецептором CSF1R. Лигандами CSF1R 
являются молекулы CSF1 и IL-34 (открыт лишь в 2008 г.), продуцируемые в ЦНС (в первую очередь 
нейронами). Проведенные на мышах исследования показали, что дефицит IL-34 в головном мозге при-
водит к значительному снижению популяции микроглиальных клеток [22].

Гетерогенность морфологии и фенотипа микроглиальных клеток
Микроглия составляет приблизительно 5–10 % от всех клеток ЦНС. Микроглиальные клетки, являясь 

иммунокомпетентными клетками ЦНС, обладают высокой пластичностью и претерпевают ряд морфоло-
гических и функциональных трансформаций в ответ на повреждение, травму или изменение их микро
окружения. В  нормальных физиологических условиях клетки микроглии обладают разветвленной 
морфологией, характеризующейся многочисленными отростками, которые осуществляют постоянный 
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мониторинг среды, при этом тело клетки остается фиксированным. В активированном состоянии клетки 
имеют амебоидную или стержневую (палочковидную) морфологию [2].

Подобно тканевым макрофагам, микроглию подразделяют на две функциональные категории – клас-
сически активированную провоспалительную  (М1) и альтернативно активированную противовоспа-
лительную (М2). Однако данное функциональное деление является упрощенным и дает лишь поверх-
ностное представление о физиологических свойствах микроглиальных клеток.

Микроглия M1 характеризуется синтезом провоспалительных цитокинов, таких как IL-1β, IL-6, IL-8, 
TNF-α, и активных форм кислорода или азота. Данный фенотип наблюдается при активации INF-γ или 
микробными антигенами, например липополисахаридом (LPS). 

Микроглия М2 активируется IL-4, IL-13 и оказывает противовоспалительное действие, синтезируя 
факторы для восстановления нейронов, такие как аргиназа, хитиназа типа 3 (Chi3l3). IL-4, IL-13 яв
ляются хорошо изученными противовоспалительными цитокинами, которые могут подавлять выработку 
провоспалительных цитокинов IL-6, IL-8 и TNF-α. Кроме того, микроглия M2 усиливает высвобож-
дение нейротрофических факторов, в частности инсулиноподобного фактора роста – 1 (IGF-1), что спо-
собствует разрешению воспаления и выживанию нейронов. Микроглии M2 также присущ фенотип, 
характеризующийся состоянием приобретенной дезактивации (acquired deactivation). Он индуцируется 
прежде всего воздействием противовоспалительных цитокинов IL-10, TGF-β и поглощением апопто-
тических клеток (см. рисунок) [23; 24].

Недавно была принята концепция, согласно которой микроглия переходит из гомеостатического со-
стояния в патологическое с последующим приобретением активированного DAM-фенотипа, ассоцииро
ванного с заболеванием (disease-associated microglia). Данный тип микроглии возникает при накоплении 
в окружающей среде апоптотических телец, образующихся в результате гибели нейронов, продуктов 
деградации липидов, внеклеточных скоплений белковых агрегатов, а также остатков миелина [25]. 
DAM-микроглия отличается высокой экспрессией Iba-1 и низкой экспрессией других микроглиальных 
маркеров, таких как P2RY12, P2RY13, CX3CR1, CD33 и TMEM119 [26]. Также для DAM-микроглии 
характерна повышенная фагоцитарная активность [25]. Фагоцитарная активность микроглии зависит 
от активации сигнального пути, опосредованного рецептором TREM2, экспрессия которого свойствен-
на миелоидным клеткам. Недавние исследования выявили ряд мутаций в гене, кодирующем TREM2, 
которые повышают риск развития болезни Альцгеймера у людей в 3– 4 раза. В головном мозге только 
микроглиальные клетки обладают высокой экспрессией TREM2, что дает основания предполагать важ-
ную роль микроглии в патогенезе нейродегенеративных заболеваний [27].

Состояния микроглиальных клеток в зависимости от пути активации  
и секретируемых молекул (с изменениями согласно данным работы [24])
Microglia states depending on the activation pathway and secreted molecules  

(with changes according to the data of work [24])
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Микроглиальные маркеры
Микроглиальные маркеры включают в себя как поверхностные, так и внутриклеточные молекулы 

(см. таблицу). К самым распространенным маркерам относят молекулу Iba-1. Было показано, что в го-
ловном мозге молекула Iba-1 специфична только для микроглиальных клеток и не экспрессируется ней-
ронами, астроглией или олигодендроглией [28]. Также наиболее специфичными микроглиальными мар-
керами являются молекулы TMEM119 и P2RY12. С помощью синтезированного антитела к TMEM119 
ученым удалось доказать, что в головном мозге мышей и человека экспрессия молекулы TMEM119 ха-
рактерна только для микроглиальных клеток [29]. В 2003 г. были получены первые данные о присутствии 
рецептора P2RY12 на мембране клеток микроглии [30]. В настоящее время опубликовано большое коли-
чество работ, доказывающих, что в головном мозге P2RY12 не экспрессируется никакими клетками, 
кроме микроглиальных. P2RY12 является специфичным маркером для идентификации клеток микро-
глии на протяжении всей жизни человека [31]. 

Стоит отметить, что микроглиальные клетки, имея мезодермальное происхождение, разделяют экс-
прессию широкого спектра молекул миелоидного ряда (CD11b, CD14, F4/80, CD80, CD115 (CSF-R1), 
CX3CR1, CD16, CCR2, CD209) и панлейкоцитарного ряда (CD45, HLA-DR) [32–34].

Микроглиальные маркеры
Microglial markers

Маркер Альтернативное название Тип по локализа-
ции в клетке Экспрессия Функция

Специфичные микроглиальные маркеры

Iba-1
Ионизированная 

кальцийсвязывающая 
адапторная молекула – 1

Внутриклеточный Микроглия
Является кальцийсвязы-
вающим белком

TMEM119 Трансмембранный белок – 119 Поверхностный Микроглия
Способствует диффе-
ренцировке миобластов 
в остеобласты

P2RY12 Пуринергический 
рецептор P2Y12 Поверхностный Тромбоциты, 

микроглия

Участвует в агрегации 
тромбоцитов, сверты-
вании крови, миграции 
микроглиальных клеток

Молекулы панлейкоцитарного ряда

CD45
Тирозиновая 

протеинфосфатаза C 
рецепторного типа,  

общий лейкоцитарный антиген
Поверхностный

Лимфоциты, 
лейкоциты, 
моноциты, 
макрофаги

Осуществляет акти-
вацию Т-клеток через 
Т-клеточный рецептор

HLA-DR Человеческий  
лейкоцитарный антиген Поверхностный

Моноциты, 
макрофаги, 

дендритные клетки, 
B-лимфоциты

Выступает рецептором 
молекулы главного  
комплекса гистосов
местимости (MHC II)

Молекулы миелоидного ряда

CD14 ‒ Поверхностный
Моноциты, 
макрофаги, 
нейтрофилы

Является мембранным  
гликозилфосфатидилино
зитолсвязанным белком 
и корецептором для Toll-
подобных рецепторов, 
способствует клеточному 
ответу на низкие дозы LPS

CD11b Интегрин альфа-M Поверхностный

НК-клетки, 
моноциты, 
макрофаги, 

нейтрофилы, 
микроглия

Представляет собой 
альфа-субъединицу 
интегрина (MAC-1), 
обеспечивает клеточную 
адгезию, а также погло-
щение частиц, покрытых 
комплементом



9

Обзорные статьи 
Reviews

Маркер Альтернативное название Тип по локализа-
ции в клетке Экспрессия Функция

CD209
Молекула межклеточной 

адгезии дендритных клеток 
3-захватывающего неинтегрина 

(DC-SIGN)
Поверхностный

Дендритные 
клетки,

макрофаги

Является C-лектиновым 
рецептором, осущест-
вляет распознавание 
патогенов, обеспечивает 
клеточную адгезию

CD80 B7-1 Поверхностный Т-лимфоциты, 
моноциты

Представляет собой 
мембранный белок 
суперсемейства 
иммуноглобулинов, 
является лигандом 
молекул CD28 и CD152 
(CTLA-4), а также 
костимуляторной 
молекулой, участвующей 
в активации Т-клеток

CD115
Рецептор 

колониестимулирующего 
фактора – 1 (CSF-R1)

Поверхностный
Моноциты, 
макрофаги, 

дендритные клетки, 
остеокласты

Осуществляет регуляцию 
роста, дифференцировку 
миелоидных клеток

CX3CR1
Хемокиновый рецептор типа 1,  
рецептор типа 1 хемокина CX3C,  

фракталиновый рецептор
Поверхностный

Моноциты, 
макрофаги, 

дендритные клетки, 
остеокласты, 
микроглия

Обеспечивает миграцию 
и адгезию клеток

CD16 FcγRIII Поверхностный
Моноциты, 
макрофаги, 
НК-клетки, 
нейтрофилы

Является низкоаффин-
ным рецептором  
к иммуноглобулину G

CCR2 CD192,
хемокиновый рецептор типа 2 Поверхностный

Моноциты, 
макрофаги, 

дендритные клетки, 
микроглия

Выступает рецептором 
моноцитарного хемоат-
трактантного белка – 1, 
обеспечивает хемотаксис 
моноцитов

Для различия резидентной микроглии и периваскулярных моноцитов или макрофагов используют ко-
личественную оценку уровня экспрессии (высокий (high) или низкий (low)). Таким образом, микро
глиальные клетки описывают как CD11bhigh CD45low, а моноциты или макрофаги – как CD11bhigh CD45high, 
однако стоит учитывать, что экспрессия CD45 микроглией увеличивается с  возрастом человека  [35]. 
Также выявлено различие в экспрессии молекулы хемокинового рецептора CX3CR1 между микро
глией и моноцитами. Микроглиальные клетки характеризуются высокой экспрессией CX3CR1 и низ-
кой экспрессией молекулы CCR2 (CD192) (CX3CR1high CCR2 (CD192)low ) по сравнению с моноцитами 
(CX3CR1low CCR2 (CD192)high ) [36].

Однако микроглиальные клетки отличаются определенной степенью гетерогенности в экспрессии 
всех вышеперечисленных молекул (см. таблицу). Диапазон экспрессии варьируется в зависимости от 
степени активации микроглиальных клеток, локализации в головном мозге, возраста [34]. 

Модели in vitro микроглиальных клеток
За прошедшее время были созданы различные модели in vitro для изучения микроглии. Наиболее 

распространенными из них являются клеточные линии микроглии, полученные из головного либо 
спинного мозга грызунов (мышей (BV2, C8-B4, EOC, MG5, N3, N9) и крыс (HAPI, Ra2, MLS-9)), чело-
веческого эмбриона (CHME-5, HMO6) или взрослого человека и иммортализованные путем вирусной 
трансдукции онкогенами v-myc, v-raf, v-mil, c-myc, SV40 Т antigen либо путем спонтанной иммортали-
зации в клеточной культуре [6; 37]. 

О ко н ч а н и е  т а б л и ц ы
E n d i n g  t a b l e



10

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;3:4–13
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;3:4–13

Использование иммортализованных клеточных линий имеет как преимущества, так и недостатки. 
В частности, процесс иммортализации приводит к изменению микроглиального фенотипа, а также не-
которых функциональных свойств клеток, что вызывает затруднения при интерпретации результатов 
исследований [38]. Главным достоинством данной модели является ее доступность, так как клетки об-
ладают неограниченной пролиферативной способностью, что обеспечивает большое количество био-
массы для исследований. В  то  же время протоколы получения первичных культур микроглиальных 
клеток достаточно сложны в исполнении, а сами клетки обладают ограниченным потенциалом к деле-
нию [38; 39]. 

Применение первичной культуры микроглии ограничено по этическим и техническим причинам. 
Например, для получения первичной человеческой микроглии используют абортивный материал или 
донорский материал после смерти человека. При этом стоит учитывать, что условия и время транс-
портировки в лабораторию, последующие технические манипуляции для выделения культуры микро-
глии будут непосредственно влиять не только на жизнеспособность, но и на функциональные свойства 
клеток [39]. Как упоминалось ранее, микроглия имеет различия в уровнях экспрессии некоторых генов 
в зависимости от возраста. Так, гены TMEM119, Maf B экспрессируются только во взрослом организме, 
что свидетельствует о некорректности обобщения данных, полученных при исследовании только эм-
бриональной микроглии [40]. 

Было показано, что, несмотря на большое сходство человеческой модели микроглиальных клеток 
и зооморфных моделей (грызуны) в экспрессии молекул Iba-1, фактора транскрипции PU.1, а также 
схожую реакцию на эндогенные и экзогенные стимулы, например на LPS, M-CSF, существуют неко-
торые важные различия. Так, микроглия грызунов, в отличие от человеческой, не экспрессировала ряд 
генов, продукты которых вовлечены в иммунный ответ (гены рецепторов TLR, Fcγ, SIGLEC (CD33), 
а также гены TAL1, IFI16, участвующие в регуляции пролиферации и клеточного цикла) [7]. Анализ 
транскриптомов при нейродегенеративных заболеваниях (болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона) 
выявил различия в экспрессии отдельных генов, соответствующих данным заболеваниям, между гры-
зунами и человеком [41]. Таким образом, из-за межвидовых различий необходимо более внимательно 
подходить к вопросу экстраполяции данных, полученных при исследовании на зооморфных моделях.

В последние годы были предложены альтернативные модели микроглиальных клеток, основанные 
на дифференцировке из иПСК и моноцитов периферической крови человека. В 2007 г. впервые полу-
чены иПСК из фибробластов дермы взрослого человека путем их перепрограммирования с помощью 
введения четырех транскрипционных факторов – Oct3/4, Sox2, c-Myc и Klf4 [42]. В дальнейшем стали 
появляться протоколы получения микроглиеподобных клеток из иПСК. 

В 2017 г. были представлены данные, описывающие дифференцировку иПСК в микроглиеподобные 
клетки в течение 5– 6 недель. Изначально иПСК человека культивировали на протяжении 10 дней в среде 
с добавлением FGF2 (50 нг/мл), VEGF (50 нг/мл), TPO (50 нг/мл), SCF (10 нг/мл), IL-3 (10 нг/мл), IL-6 
(50 нг/мл), периодически помещая в условия 5 % O2, 5 % CO2, 37 °C для дифференцировки в миелоидные 
клетки-предшественники CD45+. Затем исходную среду меняли на бессывороточную среду DMEM/F12 
(без фенолового красного), содержащую M-CSF (25 нг/мл), IL-34 (100 нг/мл), TGF-β1 (50 нг/мл), и куль-
тивировали в стандартных условиях на протяжении 25 дней (каждые 2 дня добавляли по 2 мл свежей 
среды, а на 12-й день заменяли 50 % от общего объема среды на свежую среду). На 25-й день дифферен-
цировки к клеткам дополнительно добавляли гликопротеин OX-2 (CD200) (100 нг/мл) и хемокин CX3CL1 
(100 нг/мл) и культивировали еще в течение 3 дней. Анализ экспрессии генов полученных микроглие-
подобных клеток показал сходство с первичной культурой микроглии взрослого человека [9; 10]. 

В 1994 г. появились первые сведения о том, что культивирование полученных от крыс моноцитов или 
макрофагов на монослое астроцитов либо в астроцитарной кондиционированной среде приводит к диф-
ференцировке клеток в микроглиальном направлении с характерной разветвленной морфологией [43]. 
Результаты этих исследований положили начало разработке модели индуцированных микроглиеподоб-
ных клеток (induced microglia-like cells), дифференцированных из моноцитов периферической крови 
человека, для изучения функциональных свойств микроглии как в норме, так и при патологии, в част-
ности при нейродегенеративных и психических заболеваниях. 

В 2006 г. опубликован первый протокол получения микроглиеподобных клеток, которые ученые ис-
пользовали для изучения ВИЧ-инфекции [44]. Он основывался на выделении моноцитов из фракции 
мононуклеаров периферической крови с последующим культивированием клеток в питательной среде 
DMEM, содержащей FBS (10 %), смесь антибиотиков, GM-CSF (1 нг/мл) и M-CSF (10 нг/мл), на про-
тяжении 2 дней. После этого моноциты пересевали и культивировали при тех же условиях, но уже с до-
бавлением 25 % эмбриональной астроцитарной кондиционированной среды около 8 дней до появления 
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разветвленных микроглиеподобных клеток. Иммунофенотипический анализ полученных клеток показал 
высокую экспрессию специфичного для микроглии маркера Iba-1, а также среднюю экспрессию CD4, 
CD14 и низкую экспрессию HLA-DR, CCR5, CXCR4 [44]. 

Протоколы получения микроглиеподобных клеток имеют некоторые различия. Одни из них для ин-
дукции дифференцировки предусматривают применение только коктейля цитокинов IL-34 (100 нг/мл), 
GM-CSF (10 нг/мл), в  то время как другие предполагают использование дополнительных факторов, 
таких как TGF-β, IFN-γ, M-CSF, а также астроцитарную кондиционированную среду и внеклеточный 
матрикс. Главным преимуществом данных методик является то, что получить микроглиеподобные 
клетки для дальнейших исследований удается за 10 –14 дней. При этом иммунофенотип клеток харак-
теризуется экспрессией типичных микроглиальных маркеров, таких как P2RY12, CD68, Iba-1, IRF8, 
TMEM119, CD11b, HLA-DR [45– 48]. Микроглиеподобные клетки и первичная микроглия также схожи 
в экспрессии генов APOE, TREM2, C1QA-C, IRF8b, P2RX7, P2RY12 [47; 49].

Заключение
Согласно современным представлениям в ходе эмбрионального развития нативные микроглиальные 

клетки головного мозга происходят из эритромиелоидных клеток-предшественников CD45–c-kit+ жел-
точного мешка. Для микроглиальных клеток характерна экспрессия общих миелоидных маркеров, ряда 
маркеров моноцитарно-макрофагальной линии, а также специфичных только для микроглии молекул. 
В настоящее время существуют три варианта получения микроглии для научно-исследовательских це-
лей – первичная культура из тканей ЦНС, перевиваемые клеточные линии, а также дифференцировка 
из иПСК и  моноцитов. Применение моделей микроглиальных клеток, основанных на дифференци-
ровке из иПСК и моноцитов периферической крови человека, позволяет преодолеть ряд технических 
и этических сложностей, которые возникают при использовании первичной культуры или перевивае
мых линий. Однако это достаточно новая область научных исследований. В дальнейшем требуются 
разработка стандартизированного метода получения микроглиеподобных клеток, подробное описание 
функциональных и морфологических свойств микроглии в целях расширения научной доказательной 
базы возможности ее использования в качестве модели in vitro для изучения клеток в норме и при па-
тологии.
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ЭЛЕКТРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ И РАДИОИЗОТОПНЫЙ АНАЛИЗ  
ПОТОКОВ ИОНОВ, ИНДУЦИРУЕМЫХ СОЛЕВЫМ  

И ОКИСЛИТЕЛЬНЫМ СТРЕССОМ,  
В КЛЕТКАХ КОРНЯ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ

В. В. САМОХИНА1), П. В. ГРИУСЕВИЧ 1),  
А. И. СОКОЛИК1), В. В. ДЕМИДЧИК1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Под действием стресс-факторов среды активируется выход важнейших электролитов неорганической и органи-
ческой природы из клеток корня во внешнее пространство. Данное явление описано для засоления, засухи, атаки 
патогенов, воздействия тяжелых металлов, окислительного стресса и др. Выход электролитов также наблюдается 
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Клеточная биология и физиология
Cell Biology and Physiology

в  рамках некоторых процессов нормальной физиологии как часть гравитропического ответа, формирования по-
лярности и роста клетки растяжением. Несмотря на длительное изучение данного феномена, его молекулярный 
механизм остается непонятным. В настоящем исследовании для изучения биофизической и молекулярной природы 
выхода ионов из клеток корня развит комплексный подход на основе метода меченых атомов (загрузка 86 Rb+ с по-
следующей регистрацией параметров его выхода из клеток корня), реверсивной генетики и  техники локальной 
фиксации потенциала на мембране. Продемонстрировано, что в корнях Arabidоpsis thaliаna (L.) Heynh. выход K+ 
при засолении и окислительном стрессе обеспечивается K+-каналами, кодируемыми геном GORK ( guard cell out-
ward-rectifying K+ channel ), а  выход органических анионов – анионными каналами, кодируемыми геном ALMT1 
(aluminum-activated malate transporter 1). Установлены особенности совместного функционирования данных систем 
при стрессе.

Ключевые слова: метод локальной фиксации потенциала; электрофизиология растений; радиоизотопный ана-
лиз; 86 Rb+; ионный канал; GORK; ALMT1.
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Environmental stresses induce the release of electrolytes from root cells into the extracellular space, including key inor-
ganic and organic ions. This phenomenon is described for salinity, drought, attack of pathogens, exposure to heavy metals, 
oxidative stress, etc. The efflux of electrolytes is also observed during some processes of normal physiology, being part of 
the gravitropic response, the formation of polarity and the growth of the cell elongation. Despite the long study of this pheno
menon, today its molecular mechanism remains unclear. In the present study, a combined approach based on the labeled atom 
method (loading isotope 86 Rb+ followed by recording the parameters of its efflux from root cells), reverse genetics and the 
patch-clamp technique has been developed for testing the biophysical and molecular nature of the efflux of electrolytes from 
the root cells. It has been demonstrated that in the roots of Arabidоpsis thaliana (L.) Heynh., the K+ efflux during salinisation 
and oxidative stress is catalysed by K+ channels encoded by the GORK gene (guard cell outward-rectifying K+ channel), and 
the efflux of organic anions – by anion channels encoded by the ALMT1 gene (aluminum-activated malate transporter 1). 
The characteristics of the combined functioning of these systems under stress have been established.
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Введение
Активация выхода электролитов из клеток корня растений – важнейшая реакция, наблюдаемая в ходе 

ответа на большинство стрессовых факторов, а  также в  рамках ряда процессов нормальной физио
логии [1]. Данное явление характерно для ранних стадий влияния засоления [2], засухи [3], тяжелых 
металлов [4], повышенной кислотности почвы [5], свободного алюминия [6], ультрафиолета [7], экс-
тремальных температур [8], ксенобиотиков и разнообразных патогенов [9]. Оно описано практически 
для всех важнейших семейств высших растений и считается универсальной маркерной реакцией на 
стресс [2; 10 –18].

Несмотря на хорошую изученность стрессиндуцированного выхода (оттока, или утечки) электро-
литов, все еще не ясно, какими конкретно механизмами он реализуется. Так, известно, что выходящий 
поток электролитов состоит главным образом из ионов K+ и противоионов (анионов) [19 –22]. Тем не 
менее информация о конкретных ионных транспортерах, вовлеченных в данное явление, крайне фраг-
ментарна. В частности, неясны молекулярные механизмы, запускающие активацию ионных транспор-
теров в ответ на стрессовое воздействие. 

Сильный стресс может приводить к критическому снижению уровня K+ в клетке (до 5–10 ммоль/л) [1], 
что в зависимости от степени повреждения вызывает обратимую или необратимую потерю K+, ионный 
дисбаланс, автофагию и запрограммированную клеточную гибель [7]. Недавно установлено, что вве-
дение в среду блокаторов ионных каналов приводит к значительному снижению оттока K+ и анионов. 
Это предполагает вовлечение ионных каналов плазматической мембраны (ПМ) в данную реакцию, т. е. 
указывает на регулируемый характер рассматриваемого феномена [2; 23]. 

В оттоке катионов может быть задействована значительная группа ионных каналов. На сегодняшний 
день идентифицированы следующие семейства K+-проницаемых катионных каналов высших растений: 
потенциалзависимые K+-селективные каналы (Shakers); тандемно-поровые каналы (TPK); ионотропные 
глутаматные рецепторы (GLR); каналы, активируемые циклическими нуклеотидами (CNGC); двупоровые 
каналы (TPC); механочувствительные каналы (MCA); механочувствительноподобные каналы (MSC); 
механочувствительные пьезоканалы (Piezo); аннексины (ANN); каналы, активируемые гиперосмоляль-
ностью (OSCA) [1; 7; 24; 25]. В последние годы показано, что в транспортировке выходящего потока K+ 
доминируют деполяризационно-активируемые K+-селективные каналы семейства Shakers [24] и потен-
циалнезависимые неселективные катионные каналы [26]. Калиевые каналы (K+-каналы), активируемые 
при положительном напряжении на мембране, обеспечивают выходящий поток K+ в большинстве рас-
тительных клеток, однако пока не ясно, какова молекулярная природа модулирования их активности 
при стрессе [27; 28]. Одним из возможных механизмов является воздействие активных форм кислоро-
да (АФК), которые накапливаются в тканях растения при стрессе [29]. В последние годы показано, что 
на присутствие в среде АФК способны реагировать два типа K+-каналов:

	• SKOR (stelar K+ outward-rectifying channel ) – опосредует отток K+ из клеток стелы корня в ксилему [30];
	• GORK ( guard cell outward-rectifying K+ channel ) – может катализировать отток K+ из устьичных 

клеток  [23]. Примечательно, что ген GORK также обильно экспрессируется в эпидермисе корня  [1]. 
Данный канал рассматривается в качестве наиболее вероятной доминирующей K+-проводящей систе-
мы при стрессе. 

Выходящий поток анионов у высших растений обеспечивают анионные каналы [31], представлен-
ные тремя семействами генов: SLAC (slow anion channel ), ALMT (aluminum-activated malate transporter) 
и CLC (chloride channel ) [31]. Каналы СLC напрямую не задействованы в выходе анионов из клеток, 
поскольку локализованы в эндомембранах [32]. Имеются работы, показывающие прямое вовлечение 
каналов SLAC1 в отток анионов из замыкающих клеток устьиц [33; 34]. Каналы ALMT1 считаются важ-
нейшей системой, транспортирующей из клеток корня как неорганические, так и органические анио-
ны [31; 35; 36]. Однако пока не получено доказательство их роли на генетическом уровне, так как не 
проведены тесты на нокаутных линиях по гену ALMT1. Кроме того, непонятно, какой спектр анионов, 
помимо неорганических, данные каналы транспортируют. 

Цель настоящего исследования – установить роль ионных каналов GORK и ALMT1 в обеспече-
нии выходящих потоков катионов и анионов из клеток корня модельного вида Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. с использованием метода меченых атомов (анализ выхода 86 Rb+ ), реверсивной генетики и тех-
ники локальной фиксации потенциала (пэтч-кламп).

Материалы и методы исследования
Растительный материал, использованный в работе. Объектом исследования являлись 7–12-днев-

ные проростки A. thaliаna (L.) Heynh. следующих генотипов:
	• WS-0 (экотип Wassilevskija);
	• gork1-1 (нокаутная линия по гену GORK);
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	• Col-0 (экотип Columbia-0);
	• almt1 (нокаутная линия по гену ALMT1). 

Семена были предоставлены Ноттингемским фондовым центром арабидопсиса (Nottingham Arabi-
dopsis Stock Centre, Великобритания). Растения A. thaliаna (L.) Heynh. культивировались в стерильных 
условиях на поверхности среды Мурасиге и Скуга (Duchefa Biochemie, Нидерланды) с добавлением 
1 % сахарозы и 0,35  % PhytagelТМ (Sigma-Aldrich, США), рН титровался до уровня 6,0 с помощью KОН. 
Чашки Петри помещались в ростовую камеру с контролируемыми условиями освещения (плотность 
светового потока 100 мкмоль фотонов в секунду на 1 м2 ) и световым режимом 16 ч света и 8 ч темно-
ты при температуре 22 °С. Внешний вид 7-дневных проростков различных генотипов, выращенных 
в стерильной культуре, представлен на рис. 1. Растения не отличались по ростовым показателям, длина 
корней достигала 5– 6 см у всех генотипов. 

Метод меченых атомов. В  работе был использован изотоп 86 Rb+ (трейсер  K+ ), поставляемый 
фирмой-изготовителем (POLATОМ, Польша) в форме хлорида. В связи с высоким периодом полу
распада 86 Rb+ (18,6 дня) по сравнению с периодом полураспада 42K+ (12 ч) данный трейсер применяется 
в качестве метки для изучения кинетики выхода K+ [37]. Проростки закреплялись в специальных дер-
жателях и погружались в раствор состава 0,1 ммоль/л KCl, 0,1 ммоль/л CaCl2 (уровень pH 6,0 фикси-
ровался с помощью буферов Tris и MES (2 и 4 ммоль/л соответственно)), содержащий 86 Rb+. В течение 
30 мин проростки загружались 86 Rb+, после чего переносились в раствор без изотопа. Далее определялся 
выход 86 Rb+. Остаточная активность проростков измерялась через определенные интервалы времени 
с помощью b-радиометра. Спустя 5 мин с момента начала регистрации выхода 86 Rb+ производилась 
обработка стрессорами, включая 200 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л H2O2 и смесь, генерирующую гидрок-
сильные радикалы (1 ммоль/л CuCl2, 1 ммоль/л L-аскорбата, 1 ммоль/л H2O2 ). 

Анализ выходящего потока 86 Rb+ продемонстрировал наличие трех фаз  – фазы  I (до  5-й  минуты), 
фазы II (с 5-й до 10-й минуты) и фазы III (с 10-й до 25-й минуты) (рис. 2).

Рис. 1. Внешний вид проростков A. thaliana (L.) Heynh. различных генотипов,  
выращенных из семян в стерильной культуре на гелевой среде: 

a – WS-0; б – gork1-1; в – Col-0; г – almt1
Fig. 1. Different genotypes of A. thaliana (L.) Heynh.  

seedlings grown from seeds in a sterile culture on gel medium: 
a – WS-0; b – gork1-1; c – Col-0; d – almt1

Рис. 2. Типичные кривые временного хода процесса выхода 86 Rb+  
из корней A. thaliana (L.) Heynh. в контроле и под действием NaCl

Fig. 2. Typical time course сurves of 86 Rb+ release  
from A. thaliana (L.) Heynh. roots in the control and in the presence of NaCl
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Фаза I соответствовала выходу 86 Rb+ из клеточной стенки (апопласт). Фазы II и III были связаны с вы-
ходом 86 Rb+ из клеток корня (так называемый выход из симпласта). 

По окончании эксперимента измерялась масса тестируемых корней и вычислялась удельная активность 
86 Rb+, на основе которой рассчитывались значения скорости выхода 86 Rb+ для фазы II при обработке стрес-
сорами. Далее определялись их соотношения со значениями скорости выхода в контрольных условиях.

Выделение протопластов. Протопласты изолировались из тканей корня ферментативным методом 
согласно ранее разработанным протоколам [10]. Использовался ферментативный раствор следующе-
го состава: 1,5 % целлюлазы Onozuka RS (Yakult Honsha, Япония), 1 % целлюлизина (Calbiochem, 
Великобритания), 0,1 % пектолиазы Y-23 (Yakult Honsha), 0,1 % альбумина (Sigma-Aldrich), 2 ммоль/л 
KCl, 10 ммоль/л CaCl2, 1 ммоль/л MgCl2 (уровень pH 5,8 – 6,0 фиксировался с помощью буферов Tris 
и MES (1 и 2 ммоль/л соответственно)). Осмоляльность всех растворов для работы в технике пэтч-
кламп поддерживалась на уровне 300 мосмоль/кг добавлением D-сорбитола. После выделения прото-
пласты содержались на льду, сохраняя жизнеспособность на протяжении 24 ч. 

Регистрация и анализ ионных токов. Регистрация и анализ трансмембранных ионных токов вы-
полнялись с применением техники пэтч-кламп [38]. Для создания гигаомной изоляции между специаль-
но изготовленной пэтч-пипеткой и ПМ протопласта использовался наружный раствор с высоким содер-
жанием Ca2+, состоящий из 20 ммоль/л СаCl2, 0,1 ммоль/л KCl или NaCl (уровень рН 6,0 фиксировался 
с помощью буферов Tris и MES (1 и 2 ммоль/л соответственно)). Гигаомный контакт достигался за счет 
создания импульса негативного давления в пэтч-пипетке. Регистрация токов проводилась в конфигура-
ции «целая клетка» (whole-cell mode). Cостав пипеточного раствора варьировался в зависимости от цели 
эксперимента (см. далее по тексту). Экспериментальные растворы фильтровались через бактериаль-
ный фильтр (Millipore, Великобритания). Диффузионный потенциал растворов рассчитывался с по-
мощью компьютерной программы JPCalc (SDR Scientific, Австралия), активность ионов – с помощью 
компьютерной программы Geochem-EZ (США). 

Ионные токи через ПМ регистрировались усилителем PC-ONE Patch/Whole Cell Clamp (Cornerstone 
Series) (Dagan, США) с использованием компьютеризированного аналого-цифрового преобразова-
теля Digidata 1322А (Molecular Devices, США). Для анализа данных применялись компьютерные 
программы Clampex  9.2 и  Clampfit  9.2 (Molecular Devices). Протоколами фиксации напряжения 
на мембране предусматривалась подача прямоугольных импульсов от  –180 до  + 95  мВ (регистра-
ция наружунаправленных K+-токов и внутрьнаправленных Са2+-токов) и от –180 до – 80 мВ (реги-
страция наружунаправленных анионных токов) с шагом 25 мВ при потенциале фиксации – 90 мВ. 
Электрофизиологическая система была установлена на антивибрационном столе Nexus (Thorlabs, 
США). Использовались инвертированный микроскоп IM-2F (Carl Zeiss, Германия), микропозиционер 
MP-85 (Sutter Instrument, США) и набор периферийных устройств Axon Instruments (Axon Instruments, 
США). Токовые кривые и вольт-амперные характеристики (ВАХ) анализировались с помощью компью-
терной программы SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., США).

Статистическая обработка. Для обработки полученных результатов применялись стандартные 
методы вариационной статистики. Основными статистическими характеристиками служили средняя 
арифметическая величина (Х  ), среднее квадратичное отклонение (s) и ошибка средней величины (SE).

Результаты и их обсуждение
Регистрация скорости выходящего потока 86 Rb+. Одним из наименее инвазивных способов ре-

гистрации потока ионов является метод меченых атомов [39; 40]. В настоящей работе использовался 
меченый b-эмиттер 86 Rb+ – классический радиотрейсер K+. Применение рубидия было обусловлено его 
высоким сходством с K+ по физико-химическим параметрам [39], а также тем, что ионтранспортные 
системы, обеспечивающие наружунаправленные потоки K+, проницаемы по отношению к 86 Rb+ [40]. 

При регистрации накопления 86 Rb+ в растении одновременно имеют место два потока – постоянный 
входящий и возрастающий выходящий. На рис. 3 и 4 представлены типичные кривые временного хода 
суммарного выхода 86 Rb+ из корней A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа и нокаутов по K+-каналу GORK 
в контрольных условиях и при воздействии засоления и окислительного стресса. Инкубация пророст-
ков A. thaliana (L.) Heynh. в растворе с изотопом на протяжении 30 мин приводила к накоплению 86 Rb+ 
в тканях растений. Средняя удельная активность 86 Rb+ составила 600 – 800 тыс. имп./(г ⋅ с). Выходящий 
поток 86 Rb+ включал фазу I (до 5-й минуты), фазу II (с 5-й до 10-й минуты) и фазу III (с 10-й до 25-й мину-
ты). Фазы наружунаправленного потока 86 Rb+ были зарегистрированы в контрольных условиях, а также 
при добавлении стрессоров в  отмывочный раствор. При стрессе наблюдалось увеличение скорости 
выхода 86 Rb+ из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. во время фазы II. Фокус настоящего исследования 
был направлен на данную «цитоплазматическую» фазу, так как ее кинетические параметры отражают 
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работу ионно-канальных систем. Для нее рассчитаны скорости выхода 86 Rb+ при обработке стрессора-
ми и получены их соотношения со скоростью выхода в контрольных условиях (см. таблицу). В течение 
2– 4-й минуты (фаза  I выхода) средняя удельная активность 86 Rb+ снижалась одинаково (в 3– 4 раза, 
до уровня 200 тыс. имп./(г ⋅ с)) у A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа и линии gork1-1, лишенной функ-
ционального наружувыпрямляющего K+-канала GORK (см. рис. 3 и 4). 

Установлено, что у растений A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа выход 86 Rb+ под действием 200 ммоль/л 
NaCl ускорялся в 5,4 раза, под действием 1 ммоль/л CuCl2, 1 ммоль/л L-аскорбата, 1 ммоль/л H2O2 – 
в 3,2 раза, а под действием 10 ммоль/л H2O2 – в 2,6 раза (см. таблицу). Скорость стрессиндуцируемого 
выхода 86 Rb+ у нокаутных по K+-каналу растений gork1-1 была почти в 2 раза ниже, что свидетельствует 
об участии K+-канала GORK в оттоке K+ из корней A. thaliana (L.) Heynh. при стрессе.

Ранее выходящие потоки K+ из тканей высших растений с  использованием метода меченых ато-
мов ( 86 Rb+ как трейсер K+ ) были описаны для клеток корня A. thaliana (L.) Heynh., Oryza sativa L. и дру-
гих видов [41– 43]. В исследовании Ф. Жолдоса [43] отмечена массивная утечка K+ ( 86 Rb+ ) из корней 
O. sativa L. при обработке системным фунгицидом китазином (1 ⋅ 10–3 и 5 ⋅ 10– 4 моль/л). Было сдела-
но предположение, что данное явление связано с нарушением целостности ПМ [43]. В лаборатории 
А. Мерфи установлено, что при воздействии Сu2+ наблюдается отток K+ из корней арабидопсиса [41]. 
С использованием радиоизотопа 86 Rb+ также показано, что у линии A. thaliana (L.) Heynh. akt-1 (K+-канал 
семейства Shakers, ответственный за вход K+ в клетки корня высших растений) происходило сниже-
ние потоков K+ в корнях, нарушение прорастания семян и замедление роста на фоне обеспеченности 
NH4

+ [42]. Полученные в настоящем исследовании данные впервые указывают на конкретный тип ион-
ных каналов, вовлеченных в наружунаправленный транспорт калия. Предположительно, канал GORK 
и канал AKT-1 формируют единую систему для селективного выходящего и входящего потоков калия 
в корнях растений. 

Рис. 3. Кривые временного хода процесса выхода 86 Rb+ (n = 7–10; X ± SE)  
из корней A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа (WS-0)

Fig. 3. Mean сurves (n = 7–10; X ± SE) of the time course of 86 Rb+ release  
from A. thaliana (L.) Heynh. roots of wild-type (WS-0)
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Средние значения скорости выхода 86 Rb+ из корней  
A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа (WS-0) и линии gork1-1
Mean values of 86 Rb+ release rate from A. thaliana (L.) Heynh.  

roots of wild-type (WS-0) and gork1-1 line

Состав растворов, которыми производилась  
обработка корней, загруженных 86 Rb+

Отношение скоростей, отн. ед.
(n = 8–10; X ± SE)

WS-0 gork1-1

200 ммоль/л NaCl 5,4 ± 0,5 3,3 ± 0,5
1 ммоль/л CuCl2, 1 ммоль/л L-аскорбата, 
1 ммоль/л H2O2

3,2 ± 0,3 1,6 ± 0,4

10 ммоль/л H2O2 2,6 ± 0,5 1,2 ± 0,4

Анализ калиевых токов. В конфигурации «целая клетка» были зарегистрированы ионные токи че-
рез ПМ клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа (WS-0) при окислительном стрессе. В данной 
технике возможно задать уровень содержания ионов во внутриклеточном пространстве (пипеточный 
раствор) и  снаружи клетки (наружный раствор). В настоящем исследовании в пипеточном растворе 
поддерживался высокий уровень K+ (50 ммоль/л) для регистрации его оттока из клеток, а также вы-
сокий уровень глюконат-ионов (40 ммоль/л), плохо проникающих через ПМ, и Сl– (10 ммоль/л (мини-
мальная активность для обеспечения электрического контакта)). 

Анализ выходящих ионных токов продемонстрировал наличие классических быстро и медленно ак-
тивирующихся компонент в наружунаправленной проводимости ПМ. Типичные кривые токов через 
ПМ представлены на рис. 5.

Рис. 4. Кривые временного хода процесса выхода 86 Rb+ (n = 7–10; X ± SE)  
из корней A. thaliana (L.) Heynh. линии gork1-1

Fig. 4. Mean сurves (n = 7–10; X ± SE) of the time course of 86 Rb+ release  
from A. thaliana (L.) Heynh. roots of gork1-1 line
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Рис. 5. Модификации ионных токов через ПМ протопластов, изолированных  
из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh.: a, в, д – дикого типа (WS-0); б, г, е – линии gork1-1. 
Типичные токовые кривые, полученные в ответ на прямоугольные импульсы напряжения  

в диапазоне от –180 до + 95 мВ (а – г), и ВАХ, построенные по средним  
значениям токов (n = 5– 6; X ± SE) (д, е). Наружный раствор – 20 ммоль/л СаCl2,  

0,1 ммоль/л KCl (рН 6,0 (2 ммоль/л МES, 1 ммоль/л Tris), осмоляльность 300 мосмоль/кг).  
Пипеточный раствор – 40 ммоль/л K+-глюконата, 10 ммоль/л KCl, 100 нмоль/л Ca2+  

(0,75 ммоль/л 1,2-бис(o-аминофенокси)этан-N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты,  
0,3 ммоль/л CaCl2 ) (рН 7,2 (2 ммоль/л МES, 1 ммоль/л Tris),  

осмоляльность 300 мосмоль/кг)
Fig. 5. Modifications of ion currents across the plasma membrane  

of A. thaliana (L.) Heynh. root cells in protoplasts isolated:  
a, c, e – from wild-type (WS-0); b, d,  f – from gork1-1 line. Typical current curves  

obtained using a series of square voltage pulses (from –180 to + 95 mV)  
as a voltage-clamp protocol (a – d ) and current-voltage curves obtained from the average  

values of currents (n = 5– 6; X ± SE) (e,  f  ). The standard bathing solution contained  
20 mmol/L СаCl2, 0.1 mmol/L KCl (рН 6.0 (2 mmol/L МES, 1 mmol/L Тris),  

osmolality 300 mosmol/kg). The pipette solution  
contained 40 mmol/L K+ gluconate, 10 mmol/L KCl, 100 nmol/L Ca2+  

(0.75 mmol/L 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid,  
0.3 mmol/L CaCl2) ( рН 7.2 (2 mmol/L МES, 1 mmol/L Tris),  

osmolality 300 mosmol/kg)



22

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;3:14–25
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;3:14–25

Введение в  наружный раствор смеси, генерирующей гидроксильные радикалы (1  ммоль/л CuCl2, 
1 ммоль/л L-аскорбата, 1 ммоль/л H2O2 ), приводило к увеличению медленно активирующейся компонен-
ты выходящего тока и  небольшому росту мгновенных токов (быстрой компоненты проводимости) во 
всех протестированных протопластах (n = 5; X ± SE). Активация ионных токов наблюдалась в течение 
15–20 мин с момента начала генерации НО· в наружном растворе (введения смеси, генерирующей ги-
дроксильные радикалы). В контрольных условиях максимальная плотность ионного тока при деполяри-
зации ПМ у растений A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа составляла (165,4 ± 31,6) мА/м2 (n = 6; X ± SE), 
воздействие НО· приводило к повышению плотности тока до (294,3 ± 55,3) мА/м2 (n = 5; X ± SE). Нару-
жунаправленная проводимость снижалась при замене калия на блокатор K+-каналов (30 ммоль/л ТЭА+ ) 
в составе пипеточного раствора. Полученные данные свидетельствуют о том, что в отток K+ при воз-
действии НО· вовлечены ТЭА+-чувствительные K+-селективные каналы, которые, как было показано 
ранее, кодируются геном GORK и локализуются в ПМ клеток ризодермы высших растений [23]. В кон-
трольных условиях зарегистрирована низкая внутрьнаправленная проводимость. Так как в наружном 
растворе поддерживался высокий уровень Са2+ (20 ммоль/л), вероятно, данная проводимость была 
обусловлена входом Са2+ в клетку. Введение в наружный раствор смеси, генерирующей гидроксильные 
радикалы, не вызывало изменение этой компоненты. Использование протокола регистрации ионных 
токов при высоком напряжении (более + 90 мВ) приводило к нарушению гигаомного контакта в боль-
шинстве случаев (80 % протопластов). 

Для установления группы ионных каналов, обеспечивающих отток K+ при окислительном стрессе, 
была проведена серия электрофизиологических тестов на трансгенной линии A.  thaliana (L.) Heynh. 
gork1-1, лишенной функционального наружувыпрямляющего K+-канала GORK. Анализ ионных токов 
через ПМ протопластов, выделенных из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. данной линии, в контроль-
ных условиях продемонстрировал наличие только быстро активирующейся компоненты тока (отсут-
ствие времязависимости наружунаправленных токов) (см. рис. 5). Редукция медленной части тока сви-
детельствует об отсутствии активности канала GORK. Мгновенная компонента тока, вероятно, была 
обусловлена активацией неселективных катионных каналов, ответственных за наружунаправленный 
поток K+. Введение в наружный раствор смеси, генерирующей гидроксильные радикалы, не приво-
дило к модификации ионных токов через ПМ клеток корня арабидопсиса (n = 5; X ± SE). В контроль-
ных условиях максимальная плотность ионного тока при деполяризации ПМ у растений A. thaliana (L.) 
Heynh., нокаутных по гену GORK, составила (234,1 ± 83,2) мА/м2 (n = 5; X ± SE), воздействие НО· приво-
дило к снижению плотности тока до (197,5 ± 78,0) мА/м2 (n = 5; X ± SE).

Полученные данные указывают на активацию каналов GORK под действием НО·. АФК-активируемые 
ионные каналы ранее были описаны в клетках корня A. thaliana (L.) Heynh. [44; 45], Pisum sativum L. [46], 
пыльцевой трубке Pyrus pyrifolia (Burm. f.) Nakai [47] и Lilium longiflorum Thunb. [48]. В настоящем ис-
следовании, как и в более ранних работах других авторов, показано, что при воздействии АФК активи-
руются две группы ионных токов – внутрьнаправленные Са2+-токи и наружунаправленные K+-токи [44]. 
Внутрьнаправленная проводимость характеризовалась низкой селективностью и потенциалнезави-
симостью. Наружунаправленная проводимость обладала высокой селективностью к  K+, кинетика 
активации напоминала активацию Shakers-подобных K+-каналов  [38]. Позднее было установлено, 
что для образования АФК и активации ионных каналов ПМ в апопластическом пространстве клеток 
корня в цикле Хабера – Вейса необходимы переходные металлы (Сu2+ или др.), L-аскорбиновая кис-
лота и Н2О2 [29]. 

Анализ анионных токов. В настоящем исследовании были зарегистрированы и проанализированы 
наружунаправленные токи L-малата из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа (Сol-0) и ли-
нии almt1, лишенной канала ALMT1. У растений дикого типа зарегистрированы быстро активирую-
щиеся токи, характеризующиеся слабой зависимостью от потенциала на мембране и чувствительные 
к блокатору анионных каналов – 9-антраценкарбоновой кислоте (рис. 6). Максимальный ток через ПМ 
при гиперполяризации у растений дикого типа составил –159,1 мА/м2 (n = 13; X ± SE). При этом ма-
латный ток у линии almt1 при подаче на мембрану напряжения –180 мВ составил –28,6 мА/м2 (n = 5; 
X ± SE). 

Таким образом, в настоящей работе показано, что нокаутирование канала ALMT1 приводит к сни-
жению оттока малата из клеток корня высших растений. Ранее было продемонстрировано, что каналы 
ALMT обеспечивают выходящие потоки фумарата, цитрата, Сl–, NO3

– и других анионов из клеток рас-
тений [35; 36]. Вероятно, отток K+ из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. через наружувыпрямляющие 
K+-каналы GORK происходит совместно с утечкой органических кислот (малат и др.) через каналы 
ALMT1.
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Заключение
В настоящем исследовании с использованием метода меченых атомов продемонстрировано, что об-

работка NaCl, НО· и H2O2 стимулирует выход K+ ( 86 Rb+ ) из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. Показано, 
что K+-канал GORK опосредует индуцированный NaCl, НО· и H2O2 выход K+ из клеток корня, так как 
растения, нокаутные по данной транспортной системе, демонстрируют более медленную кинетику вы-
хода 86 Rb+. С помощью техники пэтч-кламп получено подтверждение того, что K+-каналы GORK играют 
доминирующую роль в наружунаправленном токе K+ из клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. при окис-
лительном стрессе. Установлено, что нокаутирование этого канала приводит к снижению выхода K+ 
под действием АФК. Также в работе впервые получено экспериментальное (на основе электрофизиоло-
гических данных) доказательство того, что ионные каналы ALMT1 катализируют отток органических 
анионов (на примере малата) из клеток корня. 

Рис. 6. Токи малата через ПМ клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. дикого типа (Col-0) и линии almt1.  
Типичные токовые кривые, полученные в ответ на прямоугольные импульсы напряжения  

в диапазоне от –180 до – 80 мВ (а – Col-0; б – almt1), и ВАХ, построенные  
по средним значениям токов (n = 5–13; X ± SE) (в). Наружный раствор – 20 ммоль/л СаCl2,  

0,1 ммоль/л NaCl ( рН 6,0 (2 ммоль/л МES, 1 ммоль/л Tris), осмоляльность 300 мосмоль/кг).  
Пипеточный раствор – 40 ммоль/л NaOH, 40 ммоль/л L-малата, 100 нмоль/л Ca2+  

(0,75 ммоль/л 1,2-бис(o-аминофенокси)этан-N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты, 0,3 ммоль/л CaCl2)  
( рН 7,2 (10 ммоль/л Tris), осмоляльность 300 мосмоль/кг)

Fig. 6. Malate currents across the plasma membrane of A. thaliana (L.) Heynh. root cells  
in protoplasts isolated from wild-type (Col-0) and almt1 line.  

Typical current curves obtained using a series of square voltage pulses (from –180 to – 80 mV)  
as a voltage-clamp protocol (a – Col-0; b – almt1) and current-voltage curves obtained  

from the average values of currents (n = 5–13; X ± SE) (с). The standard bathing  
solution contained 20 mmol/L СаCl2, 0.1 mmol/L NaCl ( рН 6.0 (2 mmol/L МES, 1 mmol/L Тris),  

osmolality 300 mosmol/kg). The pipette solution contained 40 mmol/L NaOH, 40 mmol/L L-malate,  
100 nmol/L Ca2+ (0.75 mmol/L 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid, 0.3 mmol/L CaCl2)  

( рН 7.2 (10 mmol/L Тris), osmolality 300 mosmol/kg)
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УДК 577.355.3

ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИЙ АППАРАТ РАСТЕНИЙ ЯЧМЕНЯ,  
ОБРАБОТАННЫХ 5-АМИНОЛЕВУЛИНОВОЙ КИСЛОТОЙ:  

МЕХАНИЗМЫ АДАПТАЦИИ К ЗАСУХЕ

Т. Г. КУРЬЯНЧИК1), Н. В. КОЗЕЛ 1)

1)Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси,  
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Установлено существенное влияние почвенной засухи на морфометрические показатели листьев растений яч
меня сортов Бровар и Аванс, концентрацию в них фотосинтетических пигментов, а также накопление активных 
форм кислорода. Показано, что при засухе обработка листьев растений ячменя сорта Бровар 5-аминолевулиновой 
кислотой вызывает снижение содержания белков антенных комплексов фотосистем, что приводит к уменьшению 
размера светособирающей антенны и является эффективным механизмом защиты фотосинтетического аппарата 
от окислительного стресса. Тонкая подстройка компонентов фотосинтетического аппарата листьев растений яч-
меня сорта Бровар к действию засухи может быть ключевым фактором, определяющим устойчивость этого сорта 
к данному виду абиотического стресса. У сорта Аванс указанные адаптационные механизмы либо отсутствуют, 
либо проявляются в меньшей степени, что приводит к более интенсивному развитию окислительного стресса 
в растениях этого сорта при действии почвенной засухи.

Ключевые слова: почвенная засуха; 5-аминолевулиновая кислота; окислительный стресс; активные формы 
кислорода; фотосинтетический аппарат; ячмень.

PHOTOSYNTHETIC APPARATUS OF BARLEY PLANTS  
TREATED WITH 5-AMINOLEVULINIC ACID:  

MECHANISMS OF ADAPTATION TO DROUGHT
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aInstitute of Biophysics and Cell Engineering, National Academy of Sciences of Belarus,  
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A significant effect of soil drought on the morphometric parameters of the leaves of barley plants of the Brovar and 
Avans varieties, the accumulation of reactive oxygen species, as well as the content of photosynthetic pigments in them 
has been established. It has been shown that during drought, the treatment of leaves of barley plants of the Brovar variety 
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with 5-aminolevulinic acid causes a decrease in the content of proteins of photosystem antenna complexes, which leads 
to a decrease in the size of the light-harvesting antenna and is an effective mechanism for protecting the photosynthetic 
apparatus from oxidative stress. Fine adjustment of the photosynthetic apparatus components of leaves of barley plants of 
the Brovar variety to drought may be a key factor in determining the resistance of this variety to this type of abiotic stress. 
In the Avans variety, these adaptation mechanisms are either absent or manifest to a lesser extent, which leads to a more 
intensive development of oxidative stress in plants of this variety under the action of soil drought.

Keywords: soil drought; 5-aminolevulinic acid; oxidative stress; reactive oxygen species; photosynthetic apparatus; 
barley.

Введение
Ячмень – одна из основных зерновых культур, которая занимает ведущее место в сельскохозяйст

венном производстве Беларуси. Различные абиотические факторы окружающей среды, такие как засуха, 
засоление, высокая или низкая температура и др., влияют на все стадии роста и развития растений 
ячменя и могут приводить к изменению критически важных физиологических и биохимических про-
цессов в растительном организме. Фотосинтез также подвергается сильному воздействию стрессовых 
факторов, в результате чего может изменяться ультраструктура органелл и концентрация фотосинте-
тических пигментов, метаболитов и ферментов, участвующих в этом процессе [1]. Вызванный засухой 
стресс и последующее ухудшение водного статуса клеток замедляют рост и развитие растений, нару-
шают минеральное питание и газообмен листьев, снижают содержание фотосинтетических пигментов, 
а также отрицательно влияют на скорость фотосинтеза, ограничивая диффузию CO2 через устьица, 
и потенциально вызывают образование высокореактивных и цитотоксичных молекул – активных форм 
кислорода (АФК), которые способны повредить фотосинтетический аппарат (ФСА) растительной клет-
ки, что в конечном итоге приводит к значительным потерям урожая [2– 4]. Так, снижение содержания 
фотосинтетических пигментов (хлорофиллов (Хл) и каротиноидов (Кар)) может происходить из-за вы-
званных стрессом нарушений в биосинтезе пигментов или их разрушения. Однако степень поврежде-
ния растительной клетки в результате действия абиотических стрессовых факторов зависит от вида 
и сорта растения, продолжительности воздействия и переносимости стресса [1].

В случае засухи ключевую роль играют адаптационные механизмы, в частности механизмы адаптации 
ФСА, позволяющие растению преодолеть стрессовое воздействие [5]. Важным аспектом повышения 
эффективности сельскохозяйственного производства при стремительном изменении климата, в том 
числе в условиях частых засух, выступает создание эффективных экологически чистых регуляторов 
роста растений и антистрессоров, что дает возможность снизить негативные последствия от действия 
биотических и абиотических стрессовых факторов. В связи с этим крайне актуальными являются ис-
следования, направленные на разработку новых подходов к повышению устойчивости и продуктивности 
сельскохозяйственных культур в неблагоприятных условиях культивирования [3–8]. 

Экзогенное применение различных небольших молекул или регуляторов роста растений – хорошо из-
вестный метод повышения устойчивости растений к неблагоприятным факторам окружающей среды [9]. 
В последние годы большой интерес и популярность в сельском хозяйстве, и в частности в растениевод-
стве, приобретает использование 5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) – важнейшего метаболита рас-
тительной клетки, предшественника тетрапирролов, который в низких концентрациях положительно 
влияет на рост и развитие растений в стрессовых условиях [10]. Так, в работах [11; 12] сотрудников 
лаборатории биофизики и биохимии растительной клетки Института биофизики и клеточной инжене-
рии НАН Беларуси впервые были выявлены росторегулирующие, а затем и антистрессовые свойства АЛК – 
первичного предшественника Хл и гема. Установлено, что при засолении экзогенная АЛК стимулирует 
накопление в клетках листьев растений ячменя пролина, выполняющего защитную функцию, а также 
приводит к активации ключевого антиоксидантного фермента – аскорбатпероксидазы [12]. Кроме того, 
показаны стимуляция экзогенной АЛК экспрессии гена Nar1 нитратредуктазы, повышение ее содержа-
ния и активности в листьях растений ячменя, выращиваемых в условиях солевого стресса, что способ-
ствовало формированию у них солеустойчивости [13; 14]. Выявлен механизм контроля распределения 
ассимилированного азота между системами синтеза АЛК, пролина и белка при субстратной активации нит
ратредуктазы, а также солевом стрессе и подавлении активности фермента, основанный на участии дельта-
1-пирролин-5-карбоксилатсинтетазы в  этом процессе. Установлено, что адаптация растений ячменя 
к солевому стрессу, подавляющему экспрессию гена Nar1, осуществляется за счет усиления синтеза 
АЛК, Хл, Кар и гема, а также стимуляции дельта-1-пирролин-5-карбоксилатсинтетазы и образования 
пролина. Стоит отметить, что ответные реакции растений на засуху и засоление часто сходны, так как 
и в случае засухи, и в случае засоления почв растительный организм получает недостаточное для нор-
мального роста и развития количество воды.
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Таким образом, представлялось актуальным изучить воздействие АЛК на физиологическое состояние 
растений ячменя при дефиците влаги в почве. Целью данной работы являлись исследование состояния 
ФСА растений ячменя при засухе и изучение влияния на ФСА в таких условиях АЛК как универсаль-
ного стрессопротектора.

Материалы и методы исследования
В качестве объекта исследования в данной работе использовали проростки растений ячменя (Hordeum 

vulgare L.) засухоустойчивого сорта Бровар [15] и сорта Аванс, выращенные в строго контролируемых 
лабораторных условиях в режиме 14 ч света (интенсивность 6000 лк) и 10 ч темноты под люминесцент-
ными лампами Philips TL-D 36W/765 при температуре (23 ± 1) °С и относительной влажности воздуха 
(35 ± 2) % как при нормальном водоснабжении (ежедневный полив водопроводной водой), так и при 
засухе (отсутствие полива с момента посадки). 

Выращивание растений и определение морфометрических показателей. Исследование влияния 
засухи на зеленые проростки ячменя проводили в культуре, выращенной в почве. Для этого семена 
растений ячменя предварительно проращивали на асептически обработанных пластиковых сетках при 
температуре (23 ± 1) °С в течение 1 сут. Затем отобранные по размеру корней проростки высаживали 
в сосуды, заполненные 300 г почвогрунта «Восторг» (Карио, Беларусь) с массовой долей воды 50 %. 
Обработку листьев растений ячменя АЛК производили мелкодисперсным опрыскиванием на 4-е сутки 
после высадки в грунт пророщенных семян. Концентрация АЛК составляла 10 мг/л. Варианты экспе-
риментов были следующими: 

1) контроль – ежедневный полив водопроводной водой (из расчета 25 мл воды на 300 г влажного 
грунта) без обработки АЛК; 

2) АЛК + Н2О – ежедневный полив водопроводной водой с обработкой АЛК; 
3) засуха – отсутствие полива и обработки АЛК; 
4) АЛК + засуха – обработка АЛК без полива.
Длину зеленых проростков измеряли от зерновки через 7 сут после высадки в почву.
Определение сухой массы листьев растений ячменя, или массовой доли воды. Определение су-

хой массы листьев, или массовой доли воды, проводили согласно методу, описанному в работе Е. В. Вя-
зова1. Навески листьев растений ячменя массой 1 г помещали в стеклянные бюксы, масса которых 
предварительно была измерена на аналитических весах СЕ224-С (Сартогосм, Россия). Затем бюксы 
с навесками листьев ставили в вакуумный сушильный шкаф Vacucell 111 Standard (MMM Medcenter 
Einrichtungen, Германия) и  высушивали образцы при температуре 100  °С и давлении 0,05  атм в  те-
чение 2 ч. Через 1; 1,5 и 2 ч после начала сушки бюксы с навесками листьев взвешивали, чтобы за-
фиксировать сухую массу, которая не менялась в последних двух измерениях. Это свидетельствовало 
о полной потере образцами воды. Массовую долю воды рассчитывали по разнице между начальной 
и конечной массой бюкс с образцами.

Определение общего содержания АФК. Определение общего содержания АФК in vitro проводили 
с помощью флуоресцентного зонда – 2,7-дихлорфлуоресцеин диацетата (ДХФ-ДА), который после де-
ацетилирования окисляется АФК (H2O2, 

•ОН, ROO• и др.) до флуоресцентного соединения ДХФ [16]. 
Для получения экстракта навески листьев растений ячменя массой 0,2 г помещали в фарфоровую 

ступку, приливали 1,6 мл 0,2 н. HClO4 и растирали до получения гомогената, который затем центрифу-
гировали в течение 10 мин при температуре 4 °С и ускорении 17 000g с использованием центрифуги 
с охлаждением Sigma 1-15K (Sigma Laborzentrifugen, Германия). Нейтрализацию кислотного значе-
ния рН (до 7,5–7,6) осуществляли с помощью 4 моль/л KОН. Затем все пробы инкубировали в термо-
стате в течение 20 мин при температуре 37 °С. 

Определение АФК проводили, регистрируя флуоресценцию ДХФ (λвоз  =  496  нм, λнабл  =  524  нм). 
Среда измерения содержала 0,15  моль/л буфер Tris-HCl (рН  7,5), нейтрализованный супернатант 
и 0,5 ммоль/л раствор ДХФ-ДА. Контролем служила проба, состоящая из 0,15 моль/л буфера Tris-HCl 
(рН 7,5) и 0,5 ммоль/л раствора ДХФ-ДА [17]. Флуориметрический анализ проводили с использованием 
спектрофлуориметра CM 2203 (Solar, Беларусь). По количеству образовавшегося в ходе реакции ДХФ 
судили о накоплении АФК. Концентрацию ДХФ рассчитывали в относительных единицах, контроль-
ный вариант принимали за единицу.

Определение содержания Н2О2 в листьях растений ячменя. Определение содержания пероксида 
водорода в экстрактах листьев растений ячменя проводили с помощью флуоресцентного метода, в ос-
нове которого лежит реакция окисления скополетина в присутствии H2O2, катализируемая пероксидазой 
хрена [18]. 

1Вязов Е. В. Механизмы адаптации фотосинтетического аппарата и защитной системы растений огурца к светодиодному 
излучению различного спектрального состава : автореф. дис. … канд. биол. наук : 03.01.02. Минск, 2017. 21 с.
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Навески листьев растений ячменя массой 0,2 г помещали в фарфоровую ступку и, приливая 1,6 мл 
0,2 н. НClO4, растирали до гомогената, который затем центрифугировали в течение 10 мин при ускоре-
нии 17 000g с использованием центрифуги Sigma 1-15K. Для нейтрализации кислотного значения рН 
супернатанта добавляли 4 моль/л KОН и центрифугировали 5 мин при ускорении 17 000g. 

Определение H2O2 осуществляли, регистрируя убыль флуоресценции скополетина (λвоз = 370 нм, 
λнабл = 464 нм), на спектрофлуориметре CM 2203. Среда измерения содержания Н2О2 состояла из 
0,1 моль/л буфера Tris-HCl (рН 7,0), раствора пероксидазы хрена (200 ед. на 1 мл) и 0,1 ммоль/л раство-
ра скополетина. Реакцию запускали добавлением нейтрализованного супернатанта. Первым контролем 
служила проба, состоящая из 0,1 моль/л буфера Tris-HCl и супернатанта, вторым контролем – проба, 
состоящая из 0,1 моль/л буфера Tris-HCl, раствора пероксидазы хрена (5 ед. на 10 мкл) и 0,1 ммоль/л 
раствора скополетина. Концентрацию пероксида водорода рассчитывали в относительных единицах, 
контрольный вариант принимали за единицу [19].

Определение содержания Хл, феофитина (Фео) и Кар. Состав и содержание Хл a, Хл b, Фео a, 
Фео b и Кар в листьях растений ячменя определяли с помощью высокоэффективного жидкостного хрома-
тографа LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с хроматографической колонкой Nucleodur C18 Gravity 
(тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) (Macherey-Nagel, Германия) по методике, разработанной 
в лаборатории биофизики и биохимии растительной клетки Института биофизики и клеточной инже-
нерии НАН Беларуси согласно исследованиям [20; 21].

Экстракцию пигментов из растений осуществляли с помощью 100 % ацетона. Разделение пигментов 
на колонке проводили с использованием раствора А (90,0 % ацетонитрила, 9,9 % Н2О, 0,1 % триэтил
амина) и раствора B (100 % этилацетат) со скоростью потока 0,5 мл/мин. Пигменты регистрировали 
с помощью спектрофотометрического детектора с диодной матрицей SPD-M20A (Shimadzu) в диапа-
зоне 200 – 800 нм. Визуализацию профиля хроматограммы осуществляли по спектрам поглощения при 
440 нм (для Хл a, Хл b и Кар) и 410 нм (для Фео a и Фео b). Для количественного определения пигмен-
тов использовали площади пиков хроматограммы и коэффициенты, полученные для каждого пигмента 
с помощью стандартов. Расчет содержания пигментов производили по формуле

C
S F V

пигм
пигм

аликв
= 440 ,

V m
где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм (для 
Фео – 410 нм); Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета; V – объем супернатанта, мкл; Vаликв – алик
вота, мкл; m – масса навески, г.

В работе были использованы следующие реагенты: ацетон марки «х. ч.» (≥ 99,8 %) (Экос-1, Россия), 
ацетонитрил для ВЭЖХ (≥ 99,9 %) и этилацетат для ВЭЖХ (≥ 99,7 %) (Honeywell, Германия), триэтил
амин (≥ 99,5 %) (AppliChem, Германия), стандарты фотосинтетических пигментов (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). 

Определение содержания белковых компонентов пигмент-белковых комплексов фотосисте-
мы I (ФС I) и фотосистемы II (ФС II) с помощью вестерн-блоттинга. Выделение из растений белков 
и их электрофоретическое разделение в полиакриламидном геле, а также вестерн-блоттинг выполняли, 
как описано в работе  [22]. Навеску листьев растений ячменя массой 0,1  г растирали в жидком азо-
те до порошка, переносили в пробирку типа «эппендорф», приливали среду выделения, содержащую 
56 ммоль/л дитиотреитола, 56 ммоль/л Na2CO3, 12 % сахарозы, 2 ммоль/л этилендиаминтетраацилаце-
тата, 2 % додецилсульфата натрия, и тщательно перемешивали, используя миксер Vortex-Genie 2 (Scientific 
Industries, США). После этого пробы инкубировали в течение 10 мин при температуре 80 °С на термо-
шейкере TS-100 (Biosan, Латвия), затем снова перемешивали и центрифугировали 5 мин при ускорении 
17 000g на центрифуге Biofuge PICO (Thermo Fisher Scientific, США). В полученном экстракте опреде-
ляли содержание белка по методу Бредфорда [23] и при необходимости разбавляли пробы буфером для 
экстракции в целях выравнивания в них содержания белка. 

Разделение белков осуществляли с помощью денатурирующего гель-электрофореза на установке для 
вертикального гель-электрофореза Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, США), используя коммерче-
ские препараты разделяющего и концентрирующего гелей. После разделения белков осуществляли их 
электроперенос с геля на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad ) с порами размером 0,45 мкм. Гель по-
мещали на мембрану и укладывали на поверхность системы турбоблоттинга Trans-Blot Turbo Transfer Sys
tem (Bio-Rad ) между слоями хроматографической бумаги, предварительно смочив их в анодном буфере.

Иммунохимическое окрашивание белков, иммобилизованных на нитроцеллюлозной мембране, про-
водили с помощью поликлональных антител (Agrisera, Швеция) на белок D1 реакционного центра ФС II, 
а также на белки светособирающих комплексов ФС I (Lhca2) и ФС II (Lhcb2, Lhcb4). Количество белков 
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рассчитывали денситометрически в относительных единицах по площади и интенсивности полос после 
их визуализации, используя программу TotalLab 2.01 (Nonlinear Dynamics Ltd.). 

Статистическая обработка полученных результатов. Для статистической обработки эксперимен-
тальных данных и регистрации полученных результатов использовали программы Excel 2019 (Micro-
soft) и SigmaPlot 12.5 (Systat Software), а также статистические методы, принятые в области биологи-
ческих исследований [24, с. 28–50]. Основными статистическими характеристиками служили средняя 
арифметическая величина (х), среднее квадратическое отклонение (s), ошибка средней величины (Sx ). 
На графиках и в таблицах приведены средние значения и ошибка средней величины (х ± Sx ). Достовер-
ность различий между вариантами определяли с учетом коэффициента Стьюдента (t) для принятого 
уровня значимости ( p ≤ 0,05) и данного числа степеней свободы (df ). Все описанные в работе экспе-
рименты проводили в 5–14-кратной биологической повторности на 7-е сутки после высадки в почву 
пророщенных семян.

Результаты и их обсуждение
Влияние почвенной засухи на морфометрические показатели проростков ячменя. В ходе про-

веденных опытов было проанализировано влияние почвенной засухи на всхожесть семян, морфомет
рические показатели растений и содержание в проростках ячменя воды при действии АЛК в концен-
трации 10 мг/л. Концентрация была выбрана в соответствии с данными работы [10], где опрыскивание 
проростков ячменя раствором АЛК в такой концентрации приводило к наиболее значительной стиму
ляции роста растений. Образцы, выращенные в почве с поливом, в опытах выступали в качестве кон-
троля. В экспериментах использовались два сорта ячменя – засухоустойчивый сорт Бровар [15], а также 
сорт Аванс, который сейчас активно возделывается в Беларуси, однако согласно проведенным нами 
предварительным исследованиям более подвержен негативному воздействию почвенной засухи, чем 
сорт Бровар.

Так, в ходе исследования была выявлена более высокая (на 10,3 %) всхожесть семян засухоустой-
чивого сорта Бровар по сравнению с таковой сорта Аванс в условиях дефицита влаги в почве (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Всхожесть семян растений ячменя сортов Бровар и Аванс

Ta b l e  1
Germination of seeds of barley plants of the Brovar and Avans varieties

Вариант  
эксперимента

Сорт Бровар Сорт Аванс

Общее  
количество семян

Количество 
проростков Всхожесть, % Общее  

количество семян
Количество 
проростков Всхожесть, %

Контроль 222 216 97,0 ± 2,4 442 423 95,6 ± 0,4

Засуха 258 228 88,7 ± 4,2 520 419 78,4 ± 3,8∗

∗Достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).

Изучение морфометрических показателей первого листа ячменя, определяемых по длине проростков 
от зерновки, показало, что дефицит воды приводит к уменьшению длины проростков на 23,4 и 20,4 % 
у необработанных и обработанных АЛК растений сорта Бровар соответственно и на 33,4 и 17,4 % у не-
обработанных и обработанных АЛК растений сорта Аванс соответственно по сравнению с длиной про-
ростков у контрольных растений (табл. 2). Обработка растений АЛК при ежедневном поливе увеличивает 
длину проростков в среднем на 6,9 % для сортов Бровар и Аванс по сравнению с длиной проростков 
у необработанных растений. 

Анализ массовой доли воды в проростках ячменя показал незначительное, но достоверное сниже-
ние этого показателя в условиях засухи – в среднем на 2,6 % для сорта Бровар и на 1,9 % для сорта 
Аванс по сравнению с массовой долей воды в образцах, выращенных при нормальном водоснабжении 
(см. табл. 2).

Отметим также, что обработка растений ячменя сорта Бровар АЛК приводила к видимому увели-
чению длины корней, чего не наблюдалось для сорта Аванс (рис. 1). Таким образом, можно предполо-
жить, что как в условиях засухи, так и при нормальном поливе обработка растений ячменя АЛК прояв-
ляется в определенном ростостимулирующем эффекте, который более выражен для засухоустойчивого 
сорта Бровар.
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Т а б л и ц а  2
Изменение длины проростков растений ячменя,  

а также массовой доли воды в них под влиянием почвенной засухи
Ta b l e  2

Change in the length of seedlings of barley plants,  
as well as the mass fraction of water in them under the influence of soil drought

Вариант  
эксперимента

Сорт Бровар Сорт Аванс

Длина проростков  
от зерновки, см

Массовая  
доля воды, %

Длина проростков  
от зерновки, см

Массовая  
доля воды, %

Контроль 16,0 ± 0,2 92,4 ± 0,1 14,4 ± 0,1 91,6 ± 0,2

АЛК + Н2О 17,2 ± 0,2∗ 92,3 ± 0,1 15,5 ± 0,3 92,3 ± 0,1

Засуха 12,3 ± 0,2∗ 89,7 ± 0,4∗ 9,6 ± 0,1∗ 88,9 ± 0,2∗

АЛК + засуха 12,8 ± 0,3∗ 89,8 ± 0,5∗ 11,9 ± 0,2∗ 91,1 ± 0,5∗
∗Достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).

Влияние почвенной засухи на накопление АФК в листьях растений ячменя. Для оценки степе-
ни стрессового воздействия на растения ячменя почвенной засухи было проанализировано накопление 
в листьях опытных и контрольных вариантов АФК в целом и Н2О2 в частности. Результаты, представ-
ленные на рис. 2, четко демонстрируют индукцию окислительного стресса под действием почвенной 
засухи: во всех опытных вариантах наблюдалось существенное (до 100 %) увеличение содержания 
АФК в листьях.

Однако следует обратить внимание на три факта. Во-первых, обработка растений АЛК приводила 
к увеличению количества АФК как в опытных (АЛК + засуха), так и в контрольных (АЛК + H2O) вариан
тах обоих сортов по сравнению с уровнем АФК в необработанных растениях (см. рис. 2), что может 
быть причиной активации под действием малых концентраций АЛК метаболических процессов, преж
де всего фотосинтеза и дыхания  [25–27]. Во-вторых, в условиях засухи содержание АФК в листьях 
растений ячменя сорта Аванс превышало уровень АФК в листьях растений ячменя сорта Бровар, что 

Рис. 1. Внешний вид растений ячменя сортов Бровар (а) и Аванс (б ). 
Варианты эксперимента: 1 – контроль; 2 – АЛК + Н2О; 3 – засуха; 4 – АЛК + засуха

Fig. 1. Appearance of barley plants of the Brovar (a) and Avans (b) varieties. 
Experiment options: 1 – control; 2 – ALA + H2O; 3 – drought; 4 – ALA + drought 

(ALA – 5-aminolevulinic acid)
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указывает на более интенсивное развитие окислительного стресса в растениях сорта Аванс при засухе. 
В-третьих, не происходило накопления повышенных количеств H2O2 на фоне увеличения содержания 
общего пула АФК при действии почвенной засухи (рис. 3), что свидетельствует об инициации окисли-
тельного стресса по пути образования синглетного кислорода, а не супероксидного радикала, являюще-
гося предшественником H2O2. В связи с этим можно предположить, что хлоропласты играют ключевую 
роль в развитии окислительных процессов в растениях ячменя при засухе.

Дальнейшие исследования были направлены на выявление особенностей ответа хлоропластных ком-
понентов при действии почвенной засухи на растения ячменя в присутствии АЛК и без нее.

Рис. 2. Изменение содержания АФК в листьях растений ячменя  
сортов Бровар (а) и Аванс (б ), обработанных АЛК, под воздействием почвенной засухи  

(звездочкой отмечены достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05))
Fig. 2. Changes in the content of reactive oxygen species in the leaves of barley plants  

of the Brovar (a) and Avans (b) varieties treated with ALA under the influence of soil drought 
(asterisk marked the significant differences compared with the control ( p ≤ 0.05))

Рис. 3. Изменение содержания Н2О2 в листьях растений ячменя  
сортов Бровар (а) и Аванс (б ), обработанных АЛК, под воздействием почвенной засухи

Fig. 3. Changes in the content of H2O2 in the leaves of barley plants  
of the Brovar (a) and Avans (b) varieties treated with ALA under the influence of soil drought
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Влияние почвенной засухи на содержание Хл, Фео и Кар в листьях растений ячменя. Методом 
ВЭЖХ был проанализирован качественный и количественный состав фотосинтетических пигментов 
листьев растений ячменя в условиях почвенной засухи. Анализ пигментных экстрактов позволил вы
явить во всех исследуемых вариантах наличие Кар (неоксантина, виолаксантина, лютеина и β-каротина), 
а также Хл a, Хл b, Фео a и следовых количеств Фео b [20]. 

В ходе настоящего исследования было изучено изменение содержания Хл а, Хл b и Кар в 7-дневных 
зеленых листьях растений ячменя в нормальных условиях (вариант «контроль») и при абиотическом 
стрессе, вызванном почвенной засухой (вариант «засуха»), а также после обработки АЛК в анало-
гичных условиях (варианты «АЛК + Н2О» и «АЛК +  засуха»). Результаты представлены на рис. 4 
и в табл. 3, 4. Установлено, что под действием почвенной засухи в листьях растений ячменя сорта 
Бровар достоверно снижается общее содержание Хл (Хл a + Хл b) на 13,6 % относительно контроля. 
Такая же закономерность наблюдается у этого сорта для Хл a (снижение показателя на 15,2 %) на 
фоне отсутствия изменений содержания Хл b (см. рис. 4, а). Однако при обработке растений ячменя 
сорта Бровар раствором АЛК в концентрации 10 мг/л достоверных отличий содержания Хл по срав-
нению с контролем не обнаружено, что указывает на стабилизирующее действие АЛК на пигмент-
ный аппарат.

Для сорта Аванс наблюдали несколько иную картину. Хотя почвенная засуха и приводила к сни-
жению уровня фотосинтетических пигментов, оно было существенно меньшим, чем у сорта Бровар 
(см. рис. 4, б ). При этом исходное содержание Хл и Кар в листьях растений ячменя сорта Аванс было 
значительно ниже (на 8,7 % для Хл и 20,1 % для Кар) их содержания в листьях растений ячменя сорта 
Бровар. В связи с этим даже большее снижение уровня фотосинтетических пигментов в условиях за-
сухи в листьях растений ячменя сорта Бровар не привело к уменьшению их количества относительно 
содержания пигментов в аналогичных вариантах сорта Аванс.

Также было проанализировано влияние недостатка воды на уровень Кар (см. рис. 4). Установлено, 
что растения ячменя сорта Бровар, выращенные в условиях почвенной засухи, отличаются от контроля 
пониженным содержанием данных соединений (на 37,0 и 33,2 % меньше в пересчете на сухой вес для ва
риантов «засуха» и «АЛК + засуха» соответственно). При этом наблюдается уменьшение концентрации 
как кислородсодержащих (ксантофилловых) Кар – неоксантина, виолаксантина и лютеина (на 44,1; 45,6 
и 23,8 % для варианта «засуха» и на 34,3; 43,6 и 17,7 % для варианта «АЛК + засуха» соответственно), 
так и бескислородного Кар – β-каротина (на 41,3 % для варианта «засуха» и на 41,4 % для варианта 
«АЛК + засуха») (см. табл. 3).

Рис. 4. Изменение содержания пигментов (Хл а, Хл b и Кар) в листьях растений ячменя  
сортов Бровар (а) и Аванс (б ), обработанных АЛК, под воздействием почвенной засухи  

(звездочкой отмечены достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05))
Fig. 4. Changes in the content of pigments (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids)  

in the leaves of barley plants of the Brovar (a) and Avans (b) varieties treated  
with ALA, under the influence of soil drought 

(asterisk marked the significant differences compared with the control ( p ≤ 0.05))
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Т а б л и ц а  3

Изменение содержания Кар и Фео в листьях растений ячменя  
сорта Бровар, обработанных АЛК, под воздействием почвенной засухи

Ta b l e  3

Changes in the content of carotenoids and pheophytin in the leaves of barley plants  
of the Brovar variety, treated with ALA, under the influence of soil drought

Вариант  
эксперимента

Содержание пигментов, мкг/г сухой массы

Неоксантин Виолаксантин Лютеин Фео а β-Каротин

Контроль 1132 ± 102 793 ± 40 1901 ± 38 120 ± 1 2425 ± 103

АЛК + Н2О 1100 ± 52 746 ± 21 1793 ± 60 120 ± 5 2263 ± 1

Засуха 633 ± 59∗ 431 ± 45∗ 1448 ± 61∗ 123 ± 14 1424 ± 249∗

АЛК + засуха 744 ± 101∗ 447 ± 42∗ 1564 ± 138 111 ± 3∗ 1420 ± 22∗

∗Достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).

Растения ячменя сорта Аванс, выращенные в условиях недостатка влаги в почве (в присутствии 
АЛК и без нее), также отличаются от контрольных растений более низким содержанием Кар. Так, на-
блюдается уменьшение концентрации неоксантина, виолаксантина и лютеина (на 20,9; 31,1 и 12,2 % 
для варианта «засуха» и на 2,3; 9,1 и 14,9 % для варианта «АЛК + засуха» соответственно), а также 
β-каротина (на 20,7 % для варианта «засуха» и на 26,9 % для варианта «АЛК + засуха») (см. табл. 4). 

Т а б л и ц а  4

Изменение содержания Кар и Фео в листьях растений ячменя  
сорта Аванс, обработанных АЛК, под воздействием почвенной засухи

Ta b l e  4

Changes in the content of carotenoids and pheophytin in the leaves of barley plants  
of the Avans variety, treated with ALA, under the influence of soil drought

Вариант  
эксперимента

Содержание пигментов, мкг/г сухой массы

Неоксантин Виолаксантин Лютеин Фео а β-Каротин

Контроль 717 ± 35 373 ± 26 1698 ± 36 104 ± 3 2202 ± 56

АЛК + Н2О 847 ± 22∗ 504 ± 21∗ 1685 ± 51 102 ± 3 2061 ± 69

Засуха 567 ± 40∗ 257 ± 20∗ 1490 ± 41∗ 115 ± 7 1747 ± 66∗

АЛК + засуха 700 ± 11 339 ± 7 1445 ± 38∗ 164 ± 18∗ 1610 ± 45∗

∗Достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).

Приведенные выше данные указывают, что дефицит влаги в почве отрицательно влияет на накопле-
ние пигментов в клетках растений ячменя. При этом обработка листьев растений ячменя сорта Бровар 
АЛК в условиях засухи приводила к тому, что содержание хлорофилльных пигментов в них достовер-
но не отличалось от контроля, тогда как у не обработанных раствором АЛК растений уровень хлоро
филльных пигментов достоверно отличался от контроля. Для растений ячменя сорта Аванс такого эф-
фекта действия АЛК не наблюдалось. 

Более наглядно стрессопротекторные свойства АЛК демонстрирует изменение содержания Фео а по 
отношению к уровню Хл а (Фео а / Хл а) в листьях растений ячменя сорта Бровар (рис. 5). Так, в ва-
рианте «засуха» показатель Фео а / Хл а увеличился на 19,7 % по сравнению с контролем, а в варианте 
«АЛК + засуха» – только на 4,9 % по сравнению с контролем, что находится в пределах погрешности 
эксперимента. Для растений сорта Аванс наблюдался рост показателя Фео а / Хл а на 23,2 % для ва
рианта «засуха» и на 73,7 % для варианта «АЛК + засуха», что указывает на более интенсивное разви-
тие окислительного стресса в растениях этого сорта при действии почвенной засухи и его усугубление 
при добавлении АЛК.
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Влияние почвенной засухи на содержание структурных белков ФС в листьях растений ячменя. 
Анализ содержания структурных белков ФС II (PsbA, Lhcb2, Lhcb4) и ФС I (Lhca2) показал принципи-
ально разную регуляцию синтеза этих компонентов хлоропластных мембран в ответ на действие поч
венной засухи в сочетании с обработкой растений АЛК для сортов Бровар и Аванс. Так, в листьях рас-
тений ячменя сорта Бровар при нормальном поливе АЛК стимулировала синтез белка внешней антенны 
ФС II Lhcb2, а также белка антенны ФС I Lhca2 (рис. 6, а). При почвенной засухе обработка листьев АЛК, 
наоборот, приводила к снижению содержания белков антенных комплексов ФС, что является эффектив-
ным фотопротекторным механизмом защиты ФСА в таких условиях. 

Рис. 5. Изменение содержания Фео а по отношению к уровню Хл а в листьях растений ячменя  
сортов Бровар (а) и Аванс (б ), обработанных АЛК в условиях почвенной засухи 

(звездочкой отмечены достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05))
Fig. 5. Changes in the content of pheophytin a in relation to chlorophyll a level in the leaves of barley plants  

of the Brovar (a) and Avans (b) varieties treated with ALA under soil drought 
(asterisk marked the significant differences compared with the control ( p ≤ 0.05))

Рис. 6. Содержание белков ФС I и ФС II в листьях растений ячменя  
сортов Бровар (а) и Аванс (б ), обработанных АЛК, в условиях почвенной засухи  

(контроль принят за единицу и представлен базовой линией;  
звездочкой отмечены достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05))

Fig. 6. The content of photosystem I and photosystem II proteins in the leaves of barley plants  
of the Brovar (a) and Avans (b) varieties treated with ALA under soil drought conditions  

(control is taken as a unit and represented by the baseline;  
asterisk marked the significant differences compared with the control ( p ≤ 0.05))
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Для сорта Аванс наблюдался противоположный ответ растительной клетки на обработку листьев АЛК 
в условиях засухи: количество всех проанализированных белков увеличивалось относительно их уров-
ня и в контроле, и в варианте «засуха», что потенциально опасно с точки зрения развития в таких рас-
тениях фотоокислительного стресса при недостатке влаги (рис. 6, б ). 

Полученный результат объясняет существенно более интенсивное развитие окислительного стресса 
в растениях сорта Аванс, чем в растениях сорта Бровар, при действии почвенной засухи и говорит о на-
личии у сорта Бровар дополнительных механизмов, связанных с регуляцией синтеза структурных белков 
фотосинтетических мембран и определяющих его засухоустойчивость. По мнению авторов, уменьше-
ние количества пигментов в листьях этого сорта обусловлено в основном не деструкцией в результате 
стресса, а  снижением их синтеза, что может быть адаптационной реакцией растений, позволяющей 
минимизировать вероятность образования АФК в фотосинтетических мембранах при недостатке влаги, 
а также оптимизировать в данных условиях использование энергии света для фотосинтетических про-
цессов. На это указывает преимущественное снижение Кар (неоксантин, виолаксантин и β-каротин), 
активно участвующих в светосборе.

Заключение
Таким образом, установлено существенное влияние почвенной засухи на морфометрические пока

затели листьев растений ячменя сортов Бровар и Аванс, накопление в них АФК, а также содержание 
фотосинтетических пигментов. При действии засухи выявлено значительное снижение ростовых по-
казателей растений (в частности, длины листьев более чем на 20 %), возрастание общего содержания 
АФК, уменьшение количества Хл и Кар. Наибольшее снижение содержания фотосинтетических пиг-
ментов в условиях засухи было отмечено для листьев растений ячменя сорта Бровар. При этом обра-
ботка листьев растений ячменя сорта Бровар АЛК в условиях засухи приводила к тому, что содержание 
хлорофилльных пигментов в них достоверно не отличалось от контроля, тогда как у не обработанных 
раствором АЛК растений уровень хлорофилльных пигментов достоверно отличался от контроля. Для 
растений ячменя сорта Аванс такого эффекта действия АЛК не наблюдалось. 

Показано, что при засухе показатель Фео а / Хл а для растений сорта Бровар увеличился на 19,7 % по 
сравнению с контролем, а при использовании АЛК – только на 4,9 %. Для растений сорта Аванс отме-
чен рост показателя Фео а / Хл а на 23,2 % для варианта «засуха» и на 73,7 % для варианта «АЛК + за-
суха», что указывает на более интенсивное развитие окислительного стресса в растениях этого сорта 
при действии почвенной засухи и его усугубление при добавлении АЛК.

Выявлено, что при обработке листьев растений ячменя сорта Бровар АЛК в условиях недостатка 
воды в почве снижается содержание белков антенных комплексов ФС. Это приводит к уменьшению раз-
мера светособирающей антенны и является эффективным механизмом защиты ФСА в подобных усло-
виях. Для сорта Аванс наблюдался противоположный ответ растительной клетки на обработку листьев 
АЛК в условиях засухи: количество всех проанализированных белков ФС увеличивалось относительно 
их уровня в контроле и варианте «засуха», что потенциально опасно с точки зрения развития в таких 
растениях фотоокислительного стресса при недостатке влаги.

Обнаруженная тонкая подстройка компонентов ФСА листьев растений ячменя сорта Бровар к дей-
ствию засухи может быть одним из ключевых факторов, определяющих устойчивость этого сорта к дан-
ному виду абиотического стресса. У сорта Аванс указанные адаптационные механизмы либо отсутствуют, 
либо проявляются в меньшей степени, что приводит к более интенсивному развитию окислительного 
стресса в растениях этого сорта при действии почвенной засухи. В случае обработки листьев растений 
ячменя сорта Аванс АЛК стресс не снимается, а, наоборот, усиливается.
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УДК 577.344

ВЛИЯНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ СВЕТА И ЕГО СПЕКТРАЛЬНОГО  
СОСТАВА НА ФОТОСИНТЕТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ ОГУРЦА  

CUCUMIS SATIVUS ПРИ ФУЗАРИОЗНОМ ЗАРАЖЕНИИ
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Изучены ответные реакции хлоропластов у растений огурца сорта Кустовой, выращенных при освещении 
разной интенсивности (6000 и 11 000 лк) или при LED-освещении с преобладанием красного и дальнего красного 
света, на заражение грибом Fusarium oxysporum. В хлоропластах, сформированных при пониженной освещенности, 
через 72 ч после инфицирования возрастало количество хлорофиллов и каротиноидов, тогда как в хлоропластах, 
сформированных при повышенной освещенности, наблюдалось существенное усиление катаболизма пигментов. 
При фузариозе в условиях изученного светового диапазона не был задействован виолаксантиновый цикл, а фото-
химическая активность хлоропластов мало зависела от уровня освещенности. Преобладание красного или дальнего 
красного света вызывало повышение содержания хлорофиллов и каротиноидов в пересчете на сухую массу листа 
по сравнению с таковым у растений, выращенных на белом свету. При заражении на белом и красном свету про-
исходило увеличение, а при заражении на дальнем красном свету – уменьшение общего содержания хлорофиллов 
и каротиноидов относительно их уровня в здоровых растениях. Установлено, что фузариозное увядание привело 
к снижению фотохимической активности фотосистемы I и сопряженного с ней транспорта электронов (на 20 %) 
в хлоропластах, сформированных на красном и дальнем красном свету. Также отмечено снижение функциональной 
эффективности фотосистемы II, скорее всего, за счет необратимых изменений пигмент-белковых комплексов при 
обоих режимах LED-освещения. Рассмотрены различные механизмы ответной реакции хлоропластов растений огур-
ца на инфицирование патогеном в зависимости от световых условий формирования фотосинтетических мембран.

Ключевые слова: хлорофилл; каротиноиды; фотосистема I; фотосистема II; свет разной интенсивности; крас-
ный свет; дальний красный свет; Cucumis sativus; Fusarium oxysporum sp.
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The responses of cucumber chloroplasts of the Kustovoi variety formed under lighting of different intensity (6000 and 
11 000 lx) or under LED lighting with a predominance of red light and far red light to infection with fungus Fusarium 
oxysporum were studied. The amount of chlorophylls and carotenoids in chloroplasts formed at low light increased in 
72 h after infection, and at high light a significant increase in pigment catabolism was observed. Under fusarium wilt, 
the violaxanthin cycle was not involved in the conditions of the studied light range, and the photochemical activity of 
chloroplasts did not depend much on the level of illumination. The predominance of red light or far red light caused an in-
crease in both chlorophylls and carotenoids content in terms of the dry mass of the leaf compared to their content in plants 
grown on white light. Infection on white light and red light caused an increase in the total content of chlorophylls and 
carotenoids, and a decrease in these parameters relative to healthy plants was noted on far red light. Fusarium wilt led to 
a decrease in photochemical activity and electron transport of photosystem I (by 20 %) in chloroplasts on red light and far 
red light. A decrease in the functional efficiency of photosystem II was also observed, most likely due to irreversible changes 
in pigment-protein complexes with two types of LED lighting. Various mechanisms of the response of cucumber chloro-
plasts to pathogen infection are discussed, depending on the light conditions of the formation of photosynthetic membranes.

Keywords: chlorophyll; carotenoids; photosystem I; photosystem II; light of different intensity; red light; far red light; 
Cucumis sativus; Fusarium oxysporum sp.

Введение
Свет является важным индуктором иммунитета растений. Он действует как центральный сигнал 

окружающей среды, запускающий различные адаптивные и фотоморфогенные реакции в органах рас-
тений [1]. У растений развилось несколько фоторецепторов, которые воспринимают изменения интен-
сивности, направления, длины волны света, а также его суточной и сезонной ритмичности. Среди них 
наиболее подробно охарактеризованы фитохромы – фоторецепторы, поглощающие красный свет (КС) 
и дальний красный свет (ДКС) [2]. В настоящее время считается, что свет тесно связан с реакцией рас-
тений на абиотические и биотические факторы за счет общих сигнальных каскадов [3]. По этой при-
чине важной задачей представляется выяснение механизмов влияния света на адаптацию хлоропластов 
при патологическом процессе. Лучше всего охарактеризованы сигнальные пути, которые опосредуют 
реакцию растений на свет и температуру. Фоторецептор фитохром B действует как термодатчик в про-
цессе термоморфогенеза растений, определенного набора событий морфогенеза и изменения структу-
ры, происходящих при высокой температуре окружающей среды [4]. 

Патогены представляют собой разрушительную угрозу для выживания и размножения растений. 
В процессе эволюции у растений выработались универсальные защитные механизмы, позволяющие 
справляться с этими биотическими стрессорами [5]. У различных видов растений было идентифици-
ровано множество генов и сигнальных молекул, индуцируемых патогенами и травоядными насекомы-
ми. Наиболее хорошо изученными являются два стрессовых фитогормона – салициловая кислота (СК) 
и жасмоновая кислота (ЖК). Примечательно, что на пути индукции защитных реакций растений силь-
но влияют свет и температура. Координированная связь между защитой растений и световыми циклами 
широко изучалась в последние годы [6; 7]. Показано, что период возникновения и развития защитных 
реакций изменяется в зависимости от интенсивности и длины волны света, а также переходов свет – 
темнота [8; 9]. Световая регуляция защиты растений иллюстрируется двумя основными аспектами: 

	• синхронизацией атак патогенов со световыми циклами (так как поведенческие и физиологические 
паттерны вредителей и патогенов синхронизированы с дневными циклами света, растения способны 
предсказывать возникновение их атак); 
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	• компромиссом между ростом и защитой [10] (поскольку защитные реакции требуют затрат метабо-
лических ресурсов и энергии, растения имеют весьма ограниченные возможности для их реализации, 
следовательно, чрезмерное выделение метаболитов и энергии для защитных реакций может привести 
к замедлению роста, поэтому предполагается, что растения должны точно отслеживать информацию об 
окружающем освещении, чтобы оптимизировать затраты на энергообеспечение [3]). 

Недавние исследования показали, что световые сигналы играют важную роль в модуляции защит-
ных реакций [7; 8]. В условиях низкого отношения КС/ДКС содержание ЖК уменьшается, и растения 
проявляют низкую чувствительность к обработке СК или ЖК при индукции защитных реакций [9]. 
Соответственно, мутанты с дефицитом фитохрома B, имеющие конститутивный фенотип избегания тени, 
проявляют гиперчувствительность к патогенам  [9]. В  то же время в условиях темноты биосинтез СК 
и чувствительность растений снижаются, а защитные реакции нарушаются [6; 8]. Двойные мутанты по 
фитохрому A и фитохрому B также демонстрируют значительное снижение чувствительности к СК и сис
темной приобретенной резистентности. Это указывает на то, что опосредованная фитохромом передача 
световых сигналов важна для СК-ассоциированных защитных реакций. Напротив, в условиях высокого 
отношения КС/ДКС световая стабилизация FHY3 и FAR1 – двух гомологичных транскрипционных фак-
торов, важных для передачи сигналов фитохрома A, – негативно влияет на биосинтез и передачу сигна-
лов СК [7]. Вполне вероятно, что опосредованная фитохромом A световая регуляция биосинтеза и пере-
дачи сигналов СК способствует точной настройке защитных реакций, связанных с СК-регуляцией. 

Более того, показано, что фитохром B регулирует биосинтез ЖК и чувствительность к ней растений 
в зависимости от соотношения КС и ДКС [11; 12]. В условиях низкого отношения КС/ДКС экспрессия 
гена sulfotransferase 2A (ST2A), который участвует в метаболизме ЖК, повышается зависимым от фито
хрома B образом [12]. Индукция гена ST2A связана с уменьшением накопления ЖК. Между тем низкое 
отношение КС/ДКС и мутация фитохрома B вызывают быструю деградацию белков, хорошо известных 
как репрессоры функции ЖК [13; 14]. Очевидно, что фитохром А и фитохром В имеют решающее зна-
чение для усиления защитных реакций при патогенезе.

Влияние света на иммунитет растений при атаке разных типов патогенов (грибов, бактерий, виру
сов) изучалось длительное время, но чаще в темноте [10], чем на свету. Эти исследования выполнялись 
в основном на мутантах арабидопсиса и очень редко на овощных культурах. В частности, проведенные 
на томатах исследования показали, что в условиях низкого отношения КС/ДКС мутант phyB1phyB2, из-
бегающий тени, характеризуется повышенной чувствительностью к растительноядным насекомым, та-
ким как трипсы и гусеницы Spodoptera eridania [15]. Кроме того, обнаружено, что у томатов снижается 
устойчивость к грибковому патогену Botrytis cinerea, когда фитохром B генетически или физиологически 
инактивирован  [16]. Как и у  арабидопсиса  [12], этот эффект инактивации фитохрома B, по крайней 
мере, частично зависит от ЖК. Установлено, что у томатов ингибирование ответа с участием ЖК при 
низком отношении КС/ДКС приводит к повышению содержания растворимых сахаров в листьях, что, 
вероятно, способствует росту грибов и повышению их патогенности [16].

Во многих регионах мира овощные культуры, включая огурец, выращиваются в теплицах или других 
защищенных помещениях, при этом предпочтение обычно отдается светодиодной технологии, которая 
обеспечивает улучшенную энергоэффективность освещения, а также контроль над спектральным соста-
вом света. В связи с этим крайне важно подобрать оптимальное соотношение источников света разного 
диапазона излучения. Известно, что выращивание на КС стимулирует прибавку сухой массы, разрастание 
корней и стеблей и другие процессы [17], увеличивает содержание хлорофиллов (Хл), повышает эф-
фективность функционирования фотосистемы II (ФС II) у Arabidopsis thaliana [18]. Установлено, что 
ДКС и соотношение КС и ДКС имеют важное значение для большинства фоторецепторных процессов, 
к числу которых принадлежит формирование фотосинтетического аппарата. Показано, что добавление 
синего света (СС) положительно влияет на развитие растений, а применение в светокультуре КС и СС 
усиливает синергетический эффект, при этом оптимальное соотношение КС, ДКС и СС для каждой 
культуры индивидуально [19].

Таким образом, цель данной работы – изучение влияния интенсивности и спектрального состава осве-
щения на пигментный фонд и структурно-функциональное состояние фотосинтетических мембран рас-
тений огурца в условиях патогенного заражения Fusarium oxysporum sp. (F. ox.).

Материалы и методы исследования
Выращивание растений. В работе использовали зеленые растения огурца сорта Кустовой белорусской 

селекции, которые на протяжении 40 сут выращивали в климатокамере под натриевыми лампами (тип 
ЖКУ 28-400-001 ХХЛ1, напряжение 220 В, мощность 400 Вт, степень защиты IP23/IP53) при разной осве-
щенности (6000 и 11 000 лк, это соответствует 180 и 330 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с) с фотопериодом 
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14 ч света и 10 ч темноты при температуре 24 °С в грунте на основе торфа «Универсальный» (Terra Vita, 
Россия). Затем часть растений обрабатывали суспензией спор гриба F. ox. (10– 6 спор на 1 мл) из расчета 5 мл 
на растение. Гриб F. ox. предварительно выращивали на картофельно-глюкозном агаре в течение 2 недель. 
Анализ проводили через 72 ч после инокуляции патогеном. Контролем служили растения, обработанные 
дистиллированной водой. 

Другая серия опытов была посвящена изучению влияния LED-освещения разного спектрального 
состава на пигментный фонд и структурно-функциональное состояние фотосистемы I (ФС I) и ФС II 
хлоропластов огурца сорта Кустовой в условиях заражения грибом F. ox. Растения выращивали под 
белым светом (БС) люминесцентных ламп (вариант «БС») при температуре 22–23 °С и влажности 65 % 
в режиме 14 ч света (интенсивность 100 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с) и 10 ч темноты до появления 
зачатка первого листа (10 сут). Затем растения переносили на LED-освещение (вариант «КС» получен 
при сочетанном освещении источниками света КС4 и КДК2, а вариант «ДКС» – при сочетанном освеще-
нии источниками света КС4 и КДК5). При этом в спектральном составе LED-освещения, включающем 
все диапазоны физиологически активной радиации (от 400 до 800 нм), варьировали соотношение уров-
ней плотности потока фотонов (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1
Распределение физиологически значимых  

спектральных диапазонов у LED-излучателей КС и ДКС
Ta b l e  1

Distribution of physiologically significant  
spectral ranges in the red light and far red light LED emitters

Диапазон, нм
Распределение, %

Излучатели КС Излучатели ДКС

400 – 499 13,86 14,64
500 –599 16,26 4,55
600 – 699 58,19 56,91
700 – 800 11,69 23,90

Всего 100,0 100,0

Вариант «КС», отличающийся повышенной долей КС, имеет индексы КС/ДКС = 5,0 и КС/СС = 4,0. 
Вариант «ДКС» характеризуется повышенной долей ДКС (КС/ДКС = 2,0) при сохранении на постоянном 
уровне фотосинтетически активной радиации (КС/СС = 4,0). В таких условиях LED-освещения растения 
огурца доращивали до полного развития первого и второго листа (25 сут). Интенсивность света составляла 
100 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с для всех вариантов освещения. Обработку суспензией спор гриба F. ox. 
осуществляли по приведенной выше схеме и анализировали пробы через 72 ч после заражения.

Определение содержания Хл и каротиноидов (Кар). Качественную и количественную оценку со-
держания Хл и Кар в образцах проводили с помощью хроматографа высокого давления LC-20 Promi-
nence (Shimadzu, Япония) c хроматографической колонкой Nucleodur C18 Gravity (размер частиц 3 мкм, 
длина 15 см) (Macherey-Nagel, Германия) [20]. Пигменты экстрагировали 100 % ацетоном. Разделение 
пигментов в колонке производили с использованием раствора А (90,0 % ацетонитрила, 9,9 % фильтро-
ванной Н2О, 0,1 % триэтиламина) и раствора В (100 % этилацетат) по программе со скоростью потока 
0,5 мл/мин. Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм для 
каждого пигмента. Содержание пигментов определяли спектрофотометрическим методом, применяя 
детектор с диодной матрицей SPD-M20A Prominence (Shimadzu). Площади пиков хроматограммы ис-
пользовали для количественного определения Хл и Кар. Одновременно проводили экстракцию фото-
синтетических пигментов ацетоном по методу Шлыка [21] и рассчитывали их количество на сырую 
массу листа. 

Фотохимическая активность ФС I и ФС II. Флуоресценцию Хл а регистрировали на флуориметре 
Dual-PAM-100 (Heinz Walz, Германия) по методикам, изложенным в работах [22; 23]. После затемнения 
листьев возбуждали фоновую флуоресценцию Хл (F0 ) измерительным светом низкой интенсивности 
(0,04 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с, 460 нм), модулированным с частотой 20 Гц. При включении актиничного 
света (125 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с, 635 нм) интенсивность флуоресценции достигала максимальной 
величины (Fm ), затем снижалась за счет дезактивации по фотохимическому и диссипационному пути. 
Применение вспышки насыщающего света (10 000 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с, 635 нм) приводило к уве-
личению интенсивности флуоресценции с величины F0 до величины Fm′. После вспышки насыщающего 
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света выключается актиничный свет и включается источник ДКС, возбуждающий только ФС I. При этом 
пул переносчиков электронов быстро и полностью окисляется. Величина флуоресценции достигает 
значения F0′. По полученным значениям F0, F0′, Fm, Fm′ и Fv (Fv = Fm – F0) рассчитывали максимальный (по-
тенциальный) квантовый выход фотохимических реакций ФС II (Fv /Fm ), эффективный квантовый выход 
ФС II (Y(II)) квантовые выходы нерегулируемого (Y(NO)) и регулируемого (Y(NPQ)) нефотохимического 
тушения флуоресценции Хл, коэффициенты нефотохимического тушения флуоресценции Хл (qN и NPQ), 
коэффициент фотохимического тушения флуоресценции Хл (qP), долю открытых реакционных цент
ров (qL), а также эффективность функционирования электронтранспортной цепи, или скорость транс-
порта электронов (ETR(II)), согласно работе [24].

Измерения фотохимической активности ФС I проводили на том же приборе с двухволновым (830 
и 875 нм) модулем регистрации флуоресценции пигмента Р700 по представленной в работах [24; 25] 
методике. Рассчитывали параметры фотохимической активности ФС I: эффективность функциониро-
вания электронтранспортной цепи, или скорость транспорта электронов (ETR(I)), максимальную флуо
ресценцию пигмента Р700 (Pm ), эффективный квантовый выход ФС I (Y(I)) и параметры квантовых 
выходов нефотохимического тушения флуоресценции Хл (Y(ND) и Y(NA)), характеризующие донор-
ные (Y(ND)) и акцепторные (Y(NA)) свойства пигмента Р700.

Статистическая обработка данных. Все исследования проводили в 3–5-кратной биологической 
повторности. Достоверность различий средних значений определяли с использованием компьютерных 
программ Statistica (версия 10.0) (StatSoft) и Excel 2010 (Microsoft). Статистически достоверными счи-
тались различия между показателями при р ≤ 0,05 (в таблицах и на графиках отмечены звездочкой).

Результаты и их обсуждение
Изучено действие света разной интенсивности (6000 и 11 000 лк) на фотосинтетическую активность 

листьев растений огурца, инфицированных патогенным грибом F. ox. Установлено, что в здоровых лис
товых тканях, сформированных в условиях повышенной освещенности (11 000 лк), содержание фото-
синтетических пигментов в пересчете на сырую массу листа было снижено по сравнению с таковым 
в растениях, выращенных при пониженной освещенности (6000 лк), на 20 % (для Хл а и Кар), 25 % 
(для Хл b) и 24 % (для Хл a + Хл b) (данные по ацетоновой экстракции пигментов). Поскольку соот-
ношение пигментов при этом не менялось, причину различий следует искать в  разном содержании 
хлорофиллоносных тканей. От интенсивности освещения зависело и влияние фузариоза на содержа-
ние фотосинтетических пигментов. На низкоинтенсивном свету заражение грибом стимулировало рост 
количества фотосинтетических пигментов на 12–15 % по сравнению с контролем при постоянном от-
ношении Хл а / Хл b, а также (Хл a + Хл b) / Кар. Заражение на высокоинтенсивном свету приводило 
к снижению содержания Хл а, Хл b и Кар на 19–21 % по отношению к их уровню в контрольных рас-
тениях, выращенных при освещенности 11 000 лк. 

Хроматографическое разделение ацетоновых экстрактов из листьев растений огурца позволило выявить 
восемь пиков, принадлежащих фотосинтетическим пигментам, с практически одинаковым временем 
выхода каждого из них во всех образцах. Отмечены лишь количественные различия, характеризуе
мые разной высотой пиков и разными площадями, занимаемыми каждым из пиков во всех вариан-
тах. Ксантофилловые пигменты идентифицировали по времени выхода и спектрам поглощения пиков, 
а затем сравнивали с литературными данными. В результате в экстрактах из листьев растений огурца 
было зафиксировано присутствие ксантофиллов (неоксантина, виолаксантина, антероксантина, лютеи-
на, изомера зеаксантина), фотосинтетических пигментов Хл а и Хл b, а также β-каротина (рис. 1, а, б ). 
Сравнительный анализ хроматограмм здоровых листьев растений, выращенных при освещенности 6000 
и 11 000 лк, показал, что при более высокой интенсивности света общая площадь пиков, предположи-
тельно принадлежащих пигменту зеаксантину, в 3 раза больше, чем при низкой интенсивности света. 
Различия в содержании ксантофиллов воспроизводились во всех опытах, что говорит о наличии опре-
деленных тенденций изменения содержания зеаксантина при увеличении интенсивности света, ранее 
описанных в литературе [26]. Известно, что ксантофилловый, или виолаксантиновый, цикл является одним 
из наиболее важных фотозащитных механизмов у высших растений [27]. При высокоинтенсивном осве-
щении результатом активной работы электронтранспортной цепи фотосинтеза становится активация фер-
мента виолаксантин деэпоксидазы. Происходит восстановление эпоксидных групп виолаксантина (через 
образование антероксантина) до зеаксантина, который и выполняет фотопротекторную функцию [27; 28]. 
В проведенных экспериментах тенденция к увеличению содержания зеаксантина отмечена только для 
здоровых растений, выращенных на свету высокой интенсивности, а при заражении грибом виолак-
сантиновый цикл не был задействован в защитных реакциях в условиях использованного диапазона 
интенсивности БС.
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Результаты экспериментов с применением метода ВЭЖХ очень четко продемонстрировали зависи-
мость влияния фузариозного заражения на содержание фотосинтетических пигментов от интенсивности 
освещения. В инфицированных растениях, выращенных при освещенности 6000 лк, содержание Хл а, 
Хл b и их суммы возрастало. При заражении в условиях более высокой интенсивности света было заметно 
ингибирующее действие патогена на содержание всех фотосинтетических пигментов (см. рис. 1, а, б ). 

Показано, что условия освещения не влияют на потенциальный квантовый выход фотохимических 
реакций ФС II (Fv /Fm ) и нефотохимическое тушение флуоресценции Хл (qN ) в листьях растений огурца 
(табл. 2). Однако более низкая интенсивность света приводит к падению скорости транспорта элект
ронов (ETR(II)) и стимулирует восстановление акцептора электронов QA, на что указывает снижение 
коэффициента фотохимического тушения флуоресценции Хл (qP). 

Т а б л и ц а  2
Параметры РАМ-флуориметрии в листьях здоровых и инфицированных 

грибом F. ox. растений огурца, выращенных при разной интенсивности света
Ta b l e  2

Parameters of PAM fluorimetry in the leaves of healthy and infected 
with the fungus F. ox. cucumber plants grown at different light intensity

Параметры
Освещенность 6000 лк Освещенность 11 000 лк

Контроль F. ox. Процент 
к контролю Контроль F. ox. Процент 

к контролю

Fv /Fm 0,734 ± 0,011 0,747 ± 0,022 101,8 0,739 ± 0,014 0,753 ± 0,025 102,0

ETR(II) 13,900 ± 0,280 12,200 ± 0,240∗ 87,7 15,700 ± 0,320 14,400 ± 0,350 91,7

Y(II) 0,252 ± 0,005 0,258 ± 0,008 102,3 0,289 ± 0,004 0,262 ± 0,007 90,6

qP 0,388 ± 0,009 0,370 ± 0,013 95,4 0,444 ± 0,012 0,396 ± 0,011∗ 89,2

qN 0,431 ± 0,015 0,476 ± 0,007 110,4 0,423 ± 0,011 0,479 ± 0,010∗ 113,2

qL 0,181 ± 0,009 0,148 ± 0,008 81,8 0,221 ± 0,006 0,170 ± 0,009∗ 76,9
*Достоверные различия по сравнению с соответствующим контролем ( р ≤ 0,05).

Рис. 1. Влияние интенсивности освещения и инфицирования грибом F. ox. на содержание Хл (а) и Кар (б )  
в листьях растений огурца: 1 – здоровые растения, выращенные при освещенности 11 000 лк;  

2 – инфицированные растения, выращенные при освещенности 11 000 лк;  
3 – здоровые растения, выращенные при освещенности 6000 лк;  

4 – инфицированные растения, выращенные при освещенности 6000 лк  
(звездочкой отмечены достоверные различия по сравнению с соответствующим контролем ( р ≤ 0,05))

Fig. 1. Effects of light intensity and infection with fungus Fysarium oxysporum (F. ox.)  
on content of chlorophylls (a) and carotenoids (b) in cucumber leaves:  

1 – healthy plants grown in light 11 000 lx; 2 – infected plants grown in light 11 000 lx;  
3 – healthy plants grown in light 6000 lx; 4 – infected plants grown in light 6000 lx 

(asterisk marked the significant differences compared with the corresponding control ( р ≤ 0.05))
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Инфицирование растений огурца грибом F. ox. в условиях повышенной освещенности (11 000 лк) 
не оказывало влияния на потенциальный квантовый выход фотохимических реакций ФС II (Fv /Fm ). 
Но при этом наблюдалось ингибирующее действие грибного заражения на скорость транспорта элек-
тронов (ETR(II)) и коэффициент фотохимического тушения флуоресценции Хл (qP) в листьях растений 
огурца, выращенных при повышенной освещенности. Схожая тенденция изменения основных характерис
тик индукции флуоресценции ФС II в хлоропластах растений огурца при инфицировании грибом F. ox. 
отмечена и для образцов, выращенных при более низкой освещенности (6000 лк). Таким образом, в за-
раженных растениях огурца фотохимическая активность ФС II снижалась незначительно (независимо 
от уровня освещенности и содержания фотосинтетических пигментов). 

Следующая серия экспериментов была проведена на растениях огурца, сформированных при LED-
освещении различного спектрального состава (БС, КС и ДКС), а затем инфицированных грибом F. ox. 
Установлено, что в здоровых листьях при освещении КС и ДКС содержание Хл и Кар в пересчете на 
сухую массу листа было увеличено (на 15 и 60 % соответственно) по сравнению с их содержанием 
в растениях, выращенных на БС. Влияние грибного заражения в условиях БС выразилось в увеличении 
общего содержания Хл (Хл а + Хл b), фракции Хл а и отношения Хл а / Хл b на 14 –16 % по сравнению 
с аналогичными показателями для необработанных листьев (рис. 2). На КС заражение грибом стиму-
лировало накопление всех фракций фотосинтетических пигментов (количество Хл а выросло на 18 %, 
Хл b – на 12 %, Кар – на 16 %) по сравнению с контролем при постоянном отношении Хл а / Хл b 
и (Хл a + Хл b) / Кар. Заражение на ДКС приводило к снижению содержания хлорофилльных пигмен-
тов, их фракций и Кар на 22–25 % по отношению к уровню здоровых растений. 

Методом PАМ-флуориметрии в здоровых листьях растений огурца установлено значительное уве-
личение скорости транспорта электронов в ФС II (ETR(II)) при LED-освещении (на 85 % при выращи-
вании на КС и на 45 % при выращивании на ДКС) по сравнению с ETR(II) на БС (рис. 3, a). Для ФС I 
этот параметр достоверно увеличивался только у растений, выращенных на КС (на 47 %) (рис. 3, б ), 
а при выращивании на ДКС он практически не отличался от ETR(II) на БС. Зарегистрировано суще-
ственное увеличение коэффициента фотохимического тушения флуоресценции Хл (qP) ФС II (на 74 % 
при выращивании на КС и на 46 % при выращивании на ДКС) по сравнению с qP на БС (табл. 3), что 
свидетельствует об усилении активности ФС II не только за счет функционирования электронтранспорт-
ной цепи, но и за счет улучшения светосбора. Показатели потенциального квантового выхода фотохими-
ческих реакций ФС II (Fv /Fm ) в контрольных растениях, выращенных на БС, КС и ДКС, существенно не 
отличались (см. табл. 3).

Рис. 2. Изменение общего содержания Хл (а) и Кар (б )  
в листьях здоровых и зараженных грибом F. ox. растений огурца,  

выращенных на свету разного спектрального состава:  
1 – БС (контроль); 2 – БС + F. ox.; 3 – КС (контроль);  
4 – КС + F. ox.; 5 – ДКС (контроль); 6 – ДКС + F. ox.  

(звездочкой отмечены достоверные различия  
по сравнению с соответствующим контролем ( р ≤ 0,05))

Fig. 2. Changes in the total content of chlorophylls (а) and carotenoids (b)  
in the leaves of healthy and infected with the fungus F. ox. cucumber plants  

which grown under different light spectra:  
1 – white light (control); 2 – white light + F. ox.; 3 – red light (control);  
4 – red light + F. ox.; 5 – far red light (control); 6 – far red light + F. ox.  

(asterisk marked the significant differences compared with the corresponding control ( р ≤ 0.05))
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Т а б л и ц а  3
Абсолютные и относительные значения параметров PАМ-флуориметрии ФС II  

в листьях растений огурца, выращенных на БС, КС и ДКС, до и после инфицирования грибом F. ox.
Ta b l e  3

Absolute and relative values of PAM fluorimetry parameters of photosystem II  
in cucumber leaves grown on white light, red light and far red light before and after infection with fungus F. ox.

Параметры
Вариант эксперимента

БC  
(контроль) БC + F. ox. КС  

(контроль) КС + F. ox. ДКС  
(контроль) ДКС + F. ox.

Fm
4,687 ± 0,031

100,0∗∗
4,098 ± 0,001∗

87,4∗∗
5,436 ± 0,241

100,0∗∗
5,277 ± 0,249

97,1∗∗
5,127 ± 0,323

100,0∗∗
5,346 ± 0,100

104,3∗∗

Fv /Fm
0,775 ± 0,009

100,0∗∗
0,783 ± 0,003

101,0∗∗
0,802 ± 0,006

100,0∗∗
0,797 ± 0,005

99,3∗∗
0,793 ± 0,007

100,0∗∗
0,788 ± 0,001

99,4∗∗

ETR(II) 13,300 ± 1,270
100,0∗∗

15,870 ± 1,287
119,3∗∗

24,720 ± 3,530
100,0∗∗

21,520 ± 4,670∗

87,1∗∗
19,120 ± 3,140

100,0∗∗
13,150 ± 1,410∗

68,8∗∗

Y(II) 0,242 ± 0,023
100,0∗∗

0,288 ± 0,023
119,0∗∗

0,450 ± 0,064
100,0∗∗

0,392 ± 0,085∗

87,1∗∗
0,348 ± 0,057

100,0∗∗
0,239 ± 0,026∗

68,6∗∗

Y(NO) 0,530 ± 0,003
100,0∗∗

0,484 ± 0,011
91,3∗∗

0,415 ± 0,040
100,0∗∗

0,405 ± 0,054
97,6∗∗

0,383 ± 0,042
100,0∗∗

0,442 ± 0,020
115,4∗∗

Y(NPQ) 0,228 ± 0,020
100,0∗∗

0,228 ± 0,012
100,0∗∗

0,136 ± 0,024
100,0∗∗

0,204 ± 0,030
150,0∗∗

0,269 ± 0,020
100,0∗∗

0,319 ± 0,006
118,6∗∗

NPQ 0,431 ± 0,036
100,0∗∗

0,470 ± 0,014
109,0∗∗

0,320 ± 0,028
100,0∗∗

0,500 ± 0,008
156,2∗∗

0,701 ± 0,045
100,0∗∗

0,734 ± 0,016
104,7∗∗

qP 0,341 ± 0,025
100,0∗∗

0,406 ± 0,030
119,6∗∗

0,593 ± 0,076
100,0∗∗

0,538 ± 0,112
90,7∗∗

0,499 ± 0,078
100,0∗∗

0,350 ± 0,039∗

70,1∗∗

qN 0,361 ± 0,023
100,0∗∗

0,383 ± 0,008
106,1∗∗

0,287 ± 0,020
100,0∗∗

0,395 ± 0,005
137,6∗∗

0,487 ± 0,020
100,0∗∗

0,499 ± 0,006
102,5∗∗

qL 0,131 ± 0,007
100,0∗∗

0,166 ± 0,014
126,7∗∗

0,280 ± 0,055
100,0∗∗

0,274 ± 0,083
97,9∗∗

0,243 ± 0,052
100,0∗∗

0,152 ± 0,021∗

62,6∗∗

∗Достоверные различия по сравнению с соответствующим контролем ( p ≤ 0,05).
∗∗Относительные значения параметров в процентах.

Рис. 3. Эффективность функционирования электронтранспортной цепи ФС I (а) и ФС II (б )  
в листьях растений огурца, выращенных на свету разного спектрального состава,  

до и после инфицирования грибом F. ox.
Fig. 3. The efficiency of functioning of the electron transport chain  

of photosystem I (a) and photosystem II (b) in cucumber leaves which grown  
under different light spectra, before and after infection with fungus F. ox.
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Заражение грибом F. ox. приводит к снижению как эффективного квантового выхода фотохимических 
реакций ФС II (Y(II)), так и скорости транспорта электронов (ETR(II)) в листьях растений, выращенных на 
КС и ДКС, на 13 и 30 % соответственно по отношению к показателям у здоровых растений (см. табл. 3). 
В литературе уменьшение эффективного квантового выхода фотохимических реакций ФС II, а также 
скорости транспорта электронов в ФС II связывают с увеличением QB-невосстанавливающих реакцион-
ных центров ФС II [29]. Особенно четко снижение эффективности функционирования ФС II видно при 
анализе световых кривых, демонстрирующих зависимость ETR(II) от интенсивности актиничного света 
(фотосинтетически активного излучения (PAR)) (рис. 4). Так, при низкой интенсивности актиничного 
света уменьшение ETR(II) для листьев, выросших на КС, после грибного заражения составляет 7–9 %, 
а при высокой интенсивности достигает 15 %. При выращивании растений огурца на ДКС описанные 
различия становятся еще больше: в случае фотосинтетически активного излучения 11 мкмоль квантов на 
1 м2 за 1 с снижение скорости транспорта электронов в ФС II при фузариозе составляет 5– 6 %, а в случае 
фотосинтетически активного излучения 221 мкмоль квантов на 1 м2 за 1 с достигает 27 % (см. рис. 4). 
Возможной причиной снижения скорости транспорта электронов и эффективного квантового выхода 
фотохимических реакций ФС II под действием гриба F. ox. на КС и ДКС могут быть изменения, проис-
ходящие в белковых комплексах реакционного центра ФС II, так как параметры ETR(II) и Y(II) не связаны 
с активацией дополнительных диссипационных механизмов. Косвенным доказательством высказанного 
предположения является то обстоятельство, что в данных опытах показатели тушения флуоресценции qP 
и qN и квантовые выходы нерегулируемой (Y(NO)) диссипации энергии в ФС II изменялись незначительно.

Фотосинтетический аппарат растений, воспринимая изменения интенсивности и спектрального сос
тава света через свои пигменты (Хл и Кар), может выступать в качестве сайта, где запускается такой 
сигнальный механизм, как фотосинтетическая адаптация к  условиям освещения  [30], включающая 
нефотохимическое тушение флуоресценции Хл. Механизм нефотохимического тушения флуоресцен-
ции Хл является наиболее быстрым ответом, позволяющим минимизировать генерацию активных форм 
кислорода при избытке световой энергии. 

С нефотохимическим тушением флуоресценции Хл связаны четыре параметра индукции флуорес-
ценции Хл – qN, NPQ, Y(NPQ) и Y(NO). Для того чтобы определить вклады в утилизацию световой 
энергии регулируемого нефотохимического тушения флуоресценции Хл, характеризующего адапта-
цию фотосинтетического аппарата к избыточному количеству энергии, и нерегулируемого нефотохи-
мического тушения флуоресценции Хл, связанного с неадаптационной диссипацией световой энергии, 
были рассчитаны соответствующие квантовые выходы Y(NPQ) и Y(NO). Обращает на себя внимание 

Рис. 4. Зависимость эффективности переноса электронов в ФС II  
от интенсивности актиничного света в листьях растений огурца,  

выращенных на БС, КС и ДКС, до и после инфицирования грибом F. ox.:  
1 – БС (контроль); 2 – БС + F. ox.; 3 – КС (контроль); 4 – КС + F. ox.;  

5 – ДКС (контроль); 6 – ДКС + F. ox.
Fig. 4. The dependence of the electron transfer efficiency in photosystem II  
on the intensity of actinic light for cucumber leaves grown on white light,  

red light and far red light before and after infection with fungus F. ox.:  
1 – white light (control); 2 – white light + F. ox.; 3 – red light (control);  
4 – red light + F. ox.; 5 – far red light (control); 6 – far red light  + F. ox.
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значительный рост (на 40 –56 %) трех из четырех параметров нефотохимического тушения флуорес-
ценции Хл (qN, NPQ, Y(NPQ)) относительно контрольных значений в листьях растений огурца, выра-
щенных на КС, после заражения грибом F. ox. (см. табл. 3).

Описанное выше снижение активности ФС II (параметров ETR(II) и Y(II)) после фузариозной инва-
зии, учитывая большие значения показателя нефотохимического тушения флуоресценции Хл в усло-
виях LED-освещения с преобладанием КС, может быть связано со стрессовым воздействием. Значения 
квантовых выходов регулируемого и нерегулируемого нефотохимического тушения флуоресценции Хл 
позволяют утверждать, что избыточная световая энергия эффективно утилизируется адаптационным 
механизмом нефотохимического тушения флуоресценции Хл в варианте «КС + F. ox.», в то время как 
в вариантах «БС + F. ox.» и «ДКС + F. ox.» данный механизм оказывается недостаточно эффективным.

Измерение поглощения пигмента Р700 с помощью метода импульсно-модулированной флуоресцент-
ной спектроскопии дает сходную информацию о ФС I (состояние донорной и акцепторной сторон, кван-
товые выходы и т. д.). Изменения по сравнению с контролем зарегистрированы для параметра Pm, харак-
теризующего максимальную флуоресценцию пигмента Р700: в листьях растений огурца, выращенных на 
БС, после заражения патогеном он снизился на 20 % (табл. 4). Для растений огурца, выращенных на КС 
и ДКС, уровни максимальной флуоресценции пигмента Р700 в здоровых и инфицированных листьях 
не различались. Полученные результаты свидетельствуют о большей редукции комплексов ФС  I по 
сравнению с редукцией комплексов ФС II под действием гриба F. ox. только в растениях, выращенных 
на БС [31].

Также выявлены различия в квантовых выходах нефотохимического тушения флуоресценции Хл ФС I 
в листьях растений огурца, выращенных на свету разного спектрального состава. Как известно, па-
раметр Y(ND) является мерой диссипации энергии на донорной, а параметр Y(NA) – на акцепторной 
стороне ФС I  [25]. Изучение квантовых выходов фотохимических реакций ФС I в инфицированных 
листьях показало уменьшение параметра Y(NA) на акцепторной стороне ФС I растений, выращенных 
на ДКС (на 13 %) и соответствующее увеличение параметра Y(ND), указывающего на более высокое 
редокс-состояние ФС I на донорной стороне (см. рис. 3, б ). При выращивании на КС грибное зараже-
ние стимулировало фотохимические реакции ФС I как на донорной, так и на акцепторной стороне дан-
ной фотосистемы. При этом значения эффективного квантового выхода (Y(I)) и скорости транспорта 
электронов (ETR(I)) были снижены на 20 % как на КС, так и на ДКС. Увеличение параметра Y(ND) сви-
детельствует о повреждении на участке ФС II для растений, выращенных на ДКС, а уменьшение пара-
метра Y(NA) может быть следствием активации цикла Кальвина в таких листьях растений огурца [24].

Т а б л и ц а  4
Абсолютные и относительные значения параметров индукции  

флуоресценции Хл ФС I в листьях растений огурца, выращенных  
на БС, КС и ДКС, до и после инфицирования грибом F. ox.

Ta b l e  4
Absolute and relative values of parameters of fluorescence induction  

of chlorophyll of photosystem I in cucumber leaves grown on white light,  
red light and far red light before and after infection with fungus F. ox.

Параметры
Вариант эксперимента

БC  
(контроль) БC + F. ox. КС  

(контроль) КС + F. ox. ДКС  
(контроль) ДКС + F. ox.

Pm
2,050 ± 0,080

100,0∗∗
1,640 ± 0,010∗

79,8∗∗
1,790 ± 0,050

100,0∗∗
1,870 ± 0,140

104,1∗∗
1,500 ± 0,070

100,0∗∗
1,500 ± 0,070

99,7∗∗

ETR(I) 25,250 ± 1,450
100,0∗∗

29,520 ± 1,050
116,9∗∗

37,170 ± 0,920
100,0∗∗

31,720 ± 3,260∗
85,4∗∗

27,000 ± 1,060
100,0∗∗

21,800 ± 1,060∗
80,7∗∗

Y(I) 0,459 ± 0,026
100,0∗∗

0,537 ± 0,019
116,9∗∗

0,676 ± 0,017
100,0∗∗

0,577 ± 0,060∗
85,3∗∗

0,491 ± 0,019
100,0∗∗

0,397 ± 0,019∗
80,8∗∗

Y(ND) 0,358 ± 0,021
100,0∗∗

0,285 ± 0,002∗
79,6∗∗

0,208 ± 0,017
100,0∗∗

0,261 ± 0,011
125,5∗∗

0,321 ± 0,022
100,0∗∗

0,441 ± 0,053∗
137,3∗∗

Y(NA) 0,183 ± 0,006
100,0∗∗

0,178 ± 0,018
97,2∗∗

0,117 ± 0,002
100,0∗∗

0,162 ± 0,050∗
138,4∗∗

0,188 ± 0,041
100,0∗∗

0,163 ± 0,053
86,7∗∗

∗Достоверные различия по сравнению с соответствующим контролем ( p ≤ 0,05).
∗∗Относительные значения параметров в процентах.
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Таким образом, установлено, что инфицирование грибом F. ox. растений огурца, выращенных на 
БС, в течение 3 сут не вызывает значимых изменений параметров функционирования ФС II. При этом 
отмечена небольшая редукция комплексов ФС I. Значения параметров Y(I) и ETR(I) у таких растений 
были на 15 % выше, чем у здоровых растений.

Для растений, выращенных на КС и ДКС, грибное заражение приводило к снижению большинства 
параметров функционирования ФС I и ФС II. Интересно отметить уменьшение эффективного кванто-
вого выхода фотохимических реакций ФС II, скорости транспорта электронов в ФС II, а также доли от-
крытых реакционных центров (qL), особенно в варианте «ДКС + F. ox.». Значения коэффициента нефото-
химического тушения флуоресценции Хл (qN ) и квантового выхода регулируемой диссипации (Y(NPQ)) 
были увеличены почти в 1,5 раза.

Заключение
Проведенные исследования показали, что количество Хл и Кар в хлоропластах, сформированных при 

пониженной освещенности, возрастало через 72 ч после инфицирования грибом F. ox., тогда как при по
вышенной освещенности наблюдалось существенное усиление катаболизма пигментов. При фузариозе 
в условиях изученного светового диапазона не был задействован виолаксантиновый цикл, а фотохимиче-
ская активность хлоропластов мало зависела от уровня освещенности. У здоровых растений, выращенных 
при LED-освещении с различным соотношением физиологически значимых диапазонов спектрального 
состава (КС и ДКС), отмечено повышение содержания Хл и Кар в пересчете на сухую массу листа по 
сравнению с таковым в растениях, выращенных на БС. Заражение на БС и КС вызывало увеличение 
общего содержания пигментов относительно их уровня в здоровых растениях, а заражение на ДКС при-
водило к сокращению пигментного фонда. 

Анализ структурно-функционального состояния ФС I и ФС II у здоровых листьев растений огурца, 
выращенных при LED-освещении, показал повышение активности ФС I и ФС II по сравнению с их ак-
тивностью у растений, выращенных на БС, особенно четко проявившееся на световых кривых. На КС 
более эффективно функционируют ФС I и ФС II, о чем свидетельствуют усиление транспорта электро-
нов и улучшение эффективности светосбора. При выращивании на ДКС это характерно только для 
ФС II. Таким образом, на листьях растений огурца экспериментально подтверждено имеющееся в ли-
тературе мнение о том, что монохроматический свет (красный) усиливает защитные функции растений, 
возможно, через активацию путей передачи сигналов фитогормонов [32].

Установлено, что инфицирование грибом F. ox. растений огурца, выращенных на БС, не приводит 
к значимым изменениям параметров функционирования ФС II и вызывает лишь небольшую редукцию 
комплексов ФС  I. Снижение активности ФС  II (параметров ETR(II) и  Y(II)) после фузариозной инва-
зии может быть связано со стрессовым воздействием, которое проявляется в увеличении коэффициента 
нефотохимического тушения флуоресценции Хл в условиях LED-освещения с преобладанием КС. При 
выращивании на КС гриб стимулировал фотохимические реакции ФС I как на донорной, так и на ак-
цепторной стороне этой фотосистемы, а при выращивании на ДКС – только на донорной стороне. Абсо-
лютные показатели транспорта электронов в ФС I и ФС II в вариантах «КС (контроль)» и «КС + F. ox.» 
достоверно выше, чем в вариантах «БС (контроль)» и «БС + F. ox.». Значения квантовых выходов регу-
лируемого и нерегулируемого нефотохимического тушения флуоресценции Хл позволяют утверждать, 
что избыточная световая энергия эффективно утилизируется адаптационным механизмом нефотохими-
ческого тушения флуоресценции Хл в варианте «КС + F. ox.», в то время как в вариантах «БС + F. ox.» 
и «ДКС + F. ox.» данный механизм оказывается недостаточно эффективным. Фузариозное увядание 
приводит к снижению фотохимической активности ФС I и сопряженного с ней транспорта электро-
нов (на 20 %) в хлоропластах растений, выращенных на КС и ДКС. Также отмечено снижение функ-
циональной эффективности ФС  II, скорее всего, за счет необратимых изменений пигмент-белковых 
комплексов при обоих видах LED-освещения. Таким образом, выявленные изменения фотохимической 
активности ФС I и ФС II наиболее ярко проявляются в инфицированных листьях растений огурца, вы-
ращенных на КС.

В целом полученные результаты свидетельствуют о различных механизмах формирования фотосинтети-
ческих мембран растений огурца, выращенных при разной интенсивности БС, а также при LED-освещении 
с разным соотношением физиологически значимых диапазонов спектрального состава (КС и ДКС). Исполь-
зованное в работе LED-освещение с повышенной долей КС (КС/СС = 4,0, КС/ДКС = 5,0) положительно отра
зилось на функционировании обеих фотосистем и пигментном аппарате растений огурца. Последующее 
инфицирование грибным патогеном F. ox. приводит в основном к нарушению процессов формирования 
фотосинтетических мембран хлоропластов. Полученные результаты могут быть использованы для раз-
работки методики повышения иммунитета растений огурца на основе световой регуляции защитных 
реакций в фотосинтезирующих тканях.
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УДК 631.523

ПРИМЕНЕНИЕ SCoT-МАРКЕРОВ ДЛЯ ОЦЕНКИ  
ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ РОССИЙСКИХ СОРТОВ  

ОВСЯНИЦЫ И ФЕСТУЛОЛИУМА

Ю. М. МАВЛЮТОВ1), В. Л. КОРОВИНА1), И. А. КЛИМЕНКО1)

1)Федеральный научный центр кормопроизводства и агроэкологии им. В. Р. Вильямса,  
Научный городок, корп. 1, 141055, г. Лобня, Московская область, Россия

Необходимым условием повышения эффективности селекционного процесса кормовых злаковых трав является 
комплексная оценка исходного материала, в том числе с помощью современных ДНК-технологий. Цель иссле-
дования состояла в изучении эффективности использования системы SCoT-маркеров, основанных на ПЦР, при 
анализе межвидовой и межсортовой генетической изменчивости овсяницы (Festuca) и фестулолиума (× Festulo
lium F. Aschers. et Graebn.). Проведено генотипирование 13 сортов российской селекции с применением 25 SCoT-
маркеров, рекомендованных в литературных источниках в качестве информативных при анализе злаковых культур. 
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Показана высокая эффективность техники SCoT-маркирования как инструмента выявления ДНК-полиморфизма 
между видами и сортами овсяницы и фестулолиума. Полученные результаты могут быть использованы при раз-
работке методов идентификации и паспортизации сортов, а информация о генетическом сходстве или различии 
будет полезна при подборе родительских форм для селекционного процесса. 

Ключевые слова: овсяница; фестулолиум; генетическое разнообразие; SCoT-маркеры; ДНК-полиморфизм; 
генотипирование.
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Forage gramineous grasses are the most important component of the hay lands and pasture agroecosystems. To in-
crease the efficiency of grass breeding the complex evaluation of the initial plant material is necessary, including an ap-
plication of the current DNA technologies. The aim of this study was to investigate the effectiveness of SCoT markers for 
PCR-analysis of interspecies and intervarietal genetic variations of Russian fescue (Festuca) and festulolium (× Festulo
lium F. Aschers. et Graebn.) varieties. Total 13 samples, combined 30 seedlings per variety were genotyped with 25 SCoT 
markers, indicated as informative for gramineous grasses according to literature sources. The high efficiency of SCoT mar
king technique as a  tool for DNA polymorphism revealing was found for Russian fescue and festulolium species and 
varieties. The obtained results can be used at the varieties identification and genetic certification as well as for selection 
the parental forms for the breeding process.
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Введение
Многолетние кормовые злаковые травы являются важнейшим компонентом сенокосных и пастбищ-

ных агроэкосистем. Их используют для заготовки различных видов кормов (как в чистом виде, так 
и в составе травосмесей), при создании газонов для озеленения сельского и городского ландшафтов, 
а также при благоустройстве полевых аэродромов и спортивных площадок. Помимо высокой хозяйст
венной ценности, культурные виды злаковых трав имеют существенное экологическое значение, так 
как способствуют оздоровлению окружающей среды, обогащают почву органическими веществами, 
предотвращают эрозионные и деградационные процессы [1].

Наличие у многих ботанических видов злаковых трав большого количества форм и подвидов по-
зволяет адаптировать их к произрастанию в условиях конкретного региона, вывести сорта одного вида, 
но разного типа использования. Так, для полевого травосеяния предпочтительны тимофеевка луговая, 
райграс высокий и овсяница тростниковая. В луговодстве чаще используются райграс пастбищный 
и различные виды овсяницы (красная, луговая, овечья). Главными направлениями селекции многолетних 
злаковых трав являются увеличение кормовой и семенной продуктивности, повышение зимостойкости 
и долголетия растений, создание сортов, устойчивых к болезням [2]. В связи с этим большое значе-
ние для кормопроизводства имеют сорта фестулолиума ‒ культуры, полученной методом межродовой 
гибридизации представителей родов Lolium sp. и Festuca sp. Основной задачей при создании гибрида 
было объединение в одном растении нескольких хозяйственно ценных признаков родительских форм – 
высокого качества корма, свойственного райграсам, и высокой устойчивости к неблагоприятным внеш-
ним факторам, характерной для овсяниц [3].

Необходимым условием повышения эффективности селекционного процесса является правильный 
выбор исходного материала и его оценка по основным фенотипическим признакам, хозяйственным свой-
ствам и особенностям генетической структуры в целях рационального использования в программах по 



55

Генетика и молекулярная биология
Genetics and Molecular Biology

созданию новых перспективных сортов [4]. Однако анализ генетического разнообразия злаковых трав 
является сложной задачей вследствие самонесовместимой перекрестноопыляемой природы этих куль-
тур, где каждый вид представлен высокогетерогенными популяциями индивидуальных генотипов [5]. 
В данном случае возможности морфологических или агрономических признаков как маркеров особен-
но ограниченны. При этом высокий уровень полиморфизма, выявляемый с помощью молекулярных 
маркеров, основанных на ПЦР-анализе, может стать полезным инструментом дифференциации сортов, 
образцов и гибридов на генетическом уровне [6]. 

Для изучения генетического разнообразия многолетних злаковых трав успешно используются раз-
ные типы молекулярных маркеров. Так, в работе [7] с помощью техник ISSR- и EST-SSR-маркирования 
исследованы популяции овсяницы тростниковой, что позволило выявить высокий уровень полимор-
физма в различных областях генома (86,6 и 90,6 % соответственно), а также установить филогенетиче-
ские взаимоотношения между анализируемыми образцами. Для аналогичных целей авторы статьи [8] 
при изучении образцов овсяницы и райграса разных видов использовали SRAP-маркеры, в результате 
чего обнаружили высокий уровень межвидового ДНК-полиморфизма (до 100 %). Известно об успеш-
ном применении AFLP- и STS-маркеров для выявления генетического родства между исследуемыми 
сортами райграса многолетнего [9]. На основе SSR- и REMAP-анализа оценено генетическое разно
образие коллекции из 96 образцов тимофеевки луговой [10].

В последние годы одной из наиболее эффективных технологий для молекулярно-генетического ана-
лиза злаковых трав считается маркерная система SCoT (start codon targeted polymorphism) [11]. Метод 
основан на использовании одиночных праймеров, которые разработаны для амплификации коротких 
консервативных участков, фланкирующих стартовый кодон ATG в геноме растений. Для данных мар-
керов характерны высокая воспроизводимость результатов, нацеленность на амплификацию функцио-
нальных участков генома и относительно небольшие затраты на проведение анализа. 

В настоящей работе SCoT-маркеры применяли для анализа межвидового и  межсортового ДНК-
полиморфизма российских сортов овсяницы и фестулолиума, чтобы оценить эффективность системы 
при изучении этих культур и определить направления дальнейшего использования полученных резуль-
татов в селекционных программах.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования служили 8 сортов овсяницы разных видов и 5 сортов фестулолиума, пре-

доставленных центром коллективного пользования «Биологические коллекции кормовых растений» 
Федерального научного центра кормопроизводства и агроэкологии имени В. Р. Вильямса (ФНЦ «ВИК 
им. В. Р. Вильямса») (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1

Перечень российских сортов овсяницы и фестулолиума  
для анализа ДНК-полиморфизма

Ta b l e  1

List of Russian fescue and festulolium varieties  
for DNA polymorphism analysis

Вид или гибрид Сорт Плоидность Оригинатор

Овсяница

Овсяница луговая  
(Festuca pratensis Huds.)

Бинара 4n

ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса»

Кварта 2n

ВИК-5 2n

Овсяница красная  
(F. rubra L.)

Диана 8n

Дипа 2n

Сигма 6n

Овсяница тростниковая 
(F. arundinacea Schreb.)

Лира 6n

Серебрянка 6n
Уральский федеральный аграрный 
научно-исследовательский центр  
Уральского отделения Российской  
академии наук
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Вид или гибрид Сорт Плоидность Оригинатор

Фестулолиум

× Festulolium F. Aschers. et Graebn.

Аллегро 4n ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса»,  
ООО «Грин Дир»

Пилигрим 4n ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса»

Фест 4n ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса»,  
ООО «Грин Дир»

Изумрудный 6n

Уральский федеральный аграрный 
научно-исследовательский центр 
Уральского отделения Российской 
академии наук, ЗАО «НПФ “Российские 
семена”»

Айвенго 4n ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса»

ДНК для генотипирования выделяли из 7-дневных проростков, формируя выборку по 30 геноти-
пов от каждого сорта (балк-образец) [12]. Использовали лизирующий SDS-буфер с последующей об-
работкой лизатов осаждающими агентами (ацетат аммония и изопропанол), очисткой полученных 
фракций РНКазой и промывкой этанолом [13; 14, с. 12]. Концентрацию и качество полученной ДНК 
определяли с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле, а также на спектрофотометре Nabi UV/Vis 
Nano Spectrophotometer (MicroDigital Co., Корея). Финальная концентрация ДНК-пробы в смеси для 
ПЦР составляла 30 нг/мкл. 

Набор из 25 SCoT-маркеров был определен на основании данных проведенных ранее исследований, 
где они указаны как информативные для анализа злаковых культур [11; 15–19]. Праймеры к этим мар-
керам синтезированы компанией Евроген (Россия). 

Реакционная смесь для ПЦР (конечный объем 20 мкл) содержала 1-кратный буфер Taq Turbo, 0,5-крат-
ную смесь dNTP, 0,5 ед. Taq-ДНК-полимеразы, 0,4 мкмоль/л праймера и 30 нг ДНК. С использованием 
термоциклера T100 (Bio-Rad, США) провели амплификацию фрагментов ДНК при следующих условиях: 
3 мин при 94 °С; 1 мин при 94 °С, 1 мин при 50 °С и 1 мин при 72 °С (35 циклов); 5 мин при 72 °С. 
Полученные ПЦР-продукты разделяли в 1,6 % агарозном геле при напряжении 50 В в течение 2 ч, а за-
тем с помощью программного обеспечения Image Lab (версия 6.0.1) (Bio-Rad ) определяли их размеры 
в сравнении с маркером молекулярного веса 1 kb DNA Ladder (Евроген). Воспроизводимость резуль-
татов проверяли путем постановки ПЦР в 3-кратной повторности, включая использование в качестве 
матрицы балк-образцов ДНК, полученных из разных выборок проростков от каждого сорта.

Для вычисления показателей генетического разнообразия по Нею, или ожидаемой гетерозиготнос
ти (He ), эффективного числа аллелей (Ne ) и информационного индекса Шеннона (I ) применяли программ-
ный пакет GenAlEx (версия 6.2) [20]. На основе выявленных генетических дистанций между изучаемыми 
образцами провели кластеризацию методом neighbour-joining (NJ) в программе DARwin (версия 6.0.21) [21] 
с оценкой достоверности результатов бутстреп-анализом при использовании 10 000 реплик. Изучение 
генетической структуры объекта исследования осуществляли с помощью программы Structure (вер-
сия 2.3.4)  [22; 23], где установили значения гипотетических популяций от K = 1 до K = 10, а также 
задали 10 000 повторов burn-in period и 10 000 итераций MCMC (Markov chain Monte Carlo). Для по-
следующего определения оптимального значения кластеров использовали метод Эванно (Evanno) [24] 
в программе Structure Harvester [25]. Процент полиморфных локусов (P1) рассчитывали по формуле 

P F
P1 100= ⋅ ,

где F – общее количество амплифицированных фрагментов; P – количество полиморфных продуктов.

Результаты и их обсуждение
По результатам анализа коллекции российских сортов овсяницы и фестулолиума из 25 испытан-

ных SCoT-маркеров выбрали 19 информативных маркеров, с помощью которых получены отчетливые 
и воспроизводимые в повторных экспериментах продукты амплификации для всех образцов (табл. 2). 

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Т а б л и ц а  2
Информативные SCoT-маркеры  

для анализа сортов овсяницы и фестулолиума
Ta b l e  2

Informative SCoT markers  
for the analysis of fescue and festulolium varieties

Маркер Последовательность (5′ → 3′) Количество  
ПЦР-продуктов (F )

Уровень  
полиморфизма (P1), %

SCoT-02 CAACAATGGCTACCACCC 22 45,45
SCoT-06 CAACAATGGCTACCACGC 21 33,33
SCoT-07 CAACAATGGCTACCACGG 12 33,33
SCoT-08 CAACAATGGCTACCACGT 39 20,51
SCoT-11 AAGCAATGGCTACCACCA 10 10,00
SCoT-13 ACGACATGGCGACCATCG 19 42,11
SCoT-15 ACGACATGGCGACCGCGA 18 16,67
SCoT-20 ACCATGGCTACCACCGCG 35 40,00
SCoT-21 ACGACATGGCGACCCACA 32 21,88
SCoT-23 CACCATGGCTACCACCAG 35 40,00
SCoT-26 ACCATGGCTACCACCGTC 55 41,82
SCoT-28 CCATGGCTACCACCGCCA 16 25,00
SCoT-31 CCATGGCTACCACCGCCT 19 31,58
SCoT-32 CCATGGCTACCACCGCAC 30 23,33
SCoT-35 CATGGCTACCACCGGCCC 22 27,27
SCoT-36 GCAACAATGGCTACCACC 24 4,17
SCoT-59 ACAATGGCTACCACCATC 22 31,82
SCoT-60 ACAATGGCTACCACCACA 32 28,13
SCoT-63 ACCATGGCTACCACGGGC 30 43,33
Всего – 493 –
Среднее значение – 25,95 29,46

С указанными маркерами удалось получить 493 ПЦР-фрагмента, из них 152  фрагмента (30,8  %) 
оказались полиморфными. В среднем на каждый информативный праймер приходилось 8 уникальных 
ПЦР-продуктов, размеры которых находились в диапазоне от 400 до 3600 пар нуклеотидов. Наибольшее 
число ампликонов (55) получено с использованием праймера SCoT-26, наименьшее (10) – с использо-
ванием праймера SCoT-11. Максимальный уровень ДНК-полиморфизма (45,45 %) обнаружен с маркером 
SCoT-02, минимальный (4,17 %) – с маркером SCoT-36. 

Средний уровень полиморфизма, выявленный в настоящем исследовании (29,46 %), оказался суще-
ственно ниже значений, представленных в работах других авторов. Так, И. П. Кондрацкая с соавторами 
при идентификации генотипов райграса и фестулолиума с помощью системы SCoT-маркеров обнаружила 
значительный генетический полиморфизм – 94,52 % [26]. При изучении этих культур с использованием 
ISSR-маркеров уровень полиморфизма составил 71 % [27]. В ходе анализа генетической изменчивости 
21 сорта овсяницы тростниковой с применением 14 SSR-маркеров средний уровень полиморфизма 
установлен в пределах 88,6 % [28]. Сравнительно низкое среднее значение степени межсортового ДНК-
полиморфизма в настоящем исследовании, вероятно, можно объяснить происхождением образцов: в ос-
новном они получены путем отборов из близкородственного исходного материала.

На основании результатов генотипирования были рассчитаны показатели генетической изменчивости 
изучаемой выборки сортов. Среднее значение эффективного числа аллелей составило 1,249 и варьировалось 
от 1,184 (для маркера SCoT-26) до 1,328 (для маркера SCoT-11). С праймером к маркеру SCoT-11 получе-
ны также наибольшие значения индекса Шеннона (0,393) и генетического разнообразия по Нею (0,236). 
Близкие по значению показатели генетической изменчивости (эффективное число аллелей, индекс Шен-
нона, ожидаемая гетерозиготность) определены и для маркера SCoT-36 (1,302, 0,384 и 0,227 соответст
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венно) (табл. 3). При этом указанные маркеры характеризовались невысоким уровнем выявляемого ДНК-
полиморфизма (10,00 % – SCoT-11, 4,17 % – SCoT-36). Относительно высокополиморфными (от 40,00 
до 45,45 %) оказались маркеры SCoT-02, SCoT-13, SCoT-20, SCoT-23, SCoT-26, SCoT-63, которые можно 
использовать в качестве ДНК-идентификационных при различении сортов в селекции и семеноводстве 
овсяницы и фестулолиума. 

Т а б л и ц а  3
Показатели генетической изменчивости сортов овсяницы и фестулолиума  

по результатам анализа с использованием SCoT-маркеров
Ta b l e  3

Diversity indicators of fescue and festulolium  
varieties based on the SCoT analysis 

Маркер Эффективное  
число аллелей (Ne )

Генетическое  
разнообразие по Нею (He )

Индекс Шеннона (I )

SCoT-02 1,193 0,150 0,273

SCoT-06 1,222 0,175 0,310

SCoT-07 1,271 0,196 0,335

SCoT-08 1,224 0,177 0,316

SCoT-11 1,328 0,236 0,393

SCoT-13 1,188 0,153 0,281

SCoT-15 1,291 0,213 0,362

SCoT-20 1,251 0,185 0,319

SCoT-21 1,224 0,178 0,317

SCoT-23 1,210 0,163 0,293

SCoT-26 1,184 0,149 0,274

SCoT-28 1,244 0,187 0,327

SCoT-31 1,279 0,201 0,341

SCoT-32 1,292 0,209 0,353

SCoT-35 1,272 0,201 0,344

SCoT-36 1,302 0,227 0,384

SCoT-59 1,254 0,188 0,326

SCoT-60 1,237 0,183 0,321

SCoT-63 1,270 0,191 0,325

Среднее значение 1,249 0,187 0,326

Средние значения эффективного числа аллелей, индекса Шеннона и  генетического разнообразия 
по Нею, полученные в настоящем исследовании, были ниже результатов, представленных в работе [7], 
где проводился ISSR-анализ 90 образцов овсяницы тростниковой (1,249, 0,326 и 0,187 против 1,549, 
0,438 и 0,440 соответственно). Это позволяет заключить, что SCoT-маркеры несколько уступают ISSR-
маркерам в дискриминационном потенциале, однако обе техники маркирования можно успешно ис-
пользовать для различения сортов и генотипов разных видов овсяницы. 

Данные о составе аллелей и показатели генетических дистанций между исследованными сортами 
злаковых трав послужили основой для построения дендрограммы методом NJ (рис. 1). 

На дендрограмме выделились четыре выраженных кластера, группирующих анализируемые об-
разцы в соответствии с видовой принадлежностью, селекционным происхождением, уровнем плоид-
ности и  морфотипом. В  первом кластере оказались сорта фестулолиума Аллегро, Фест, Пилигрим 
и Айвенго селекции ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса». Сорт Аллегро – тетраплоид райграсового мор-
фотипа, выведенный путем контролируемого скрещивания райграса многоукосного и овсяницы луго-
вой, от которой он унаследовал высокую зимостойкость и долголетие. Данный сорт характеризуется 

http://greendeer.ru/stati/vidi-trav/item/ovsjanica-lugovaja-festuca-pratensis-huds.html
http://greendeer.ru/stati/vidi-trav/item/ovsjanica-lugovaja-festuca-pratensis-huds.html
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повышенной кормовой и семенной продуктивностью, а также высоким содержанием сахаров, по срав-
нению с райграсом является устойчивым к полеганию. Сорт Фест, как и сорт Аллегро, представляет 
собой тетраплоид райграсового морфотипа. Он получен в результате межродовой гибридизации рай-
граса многоукосного и овсяницы тростниковой. Фестулолиум сорта Фест служит высокопродуктивным 
компонентом в составе кормовых травосмесей, отличается повышенной зимостойкостью и засухоус
тойчивостью, высокими кормовыми достоинствами, хорошо поедается животными, так как содержит 
большое количество сахара в сухом веществе (22,2 % в фазу выхода в трубку)  [29]. Перспективный 
тетраплоидный сорт Пилигрим по долголетию на 30 % превосходит райграс пастбищный, а его семен-
ная продуктивность при оптимальном питании может превышать 1,5 т/га. Данный сорт предназначен 
в основном для сенокосного использования, на орошаемых участках при регулярном внесении мине-
ральных удобрений дает 2–3 полноценных укоса сена (до 20 т/га за сезон). 

Во второй кластер вошли сорта овсяницы красной Сигма, Диана и Дипа. Сорт Сигма разработан 
селекционерами ФНЦ «ВИК им. В. Р. Вильямса» на основе синтетических популяций и предназначен 
для газонного, пастбищного и фитомелиоративного использования. Он характеризуется повышенной 
семенной продуктивностью (до 400 –500 кг/га), ранним весенним и послеукосным отрастанием, долго-
летием, зимостойкостью и засухоустойчивостью. Сорта Диана и Дипа получены из сложногибридных 
популяций и методом отбора соответственно. Сорт Дипа обладает способностью к  симбиотической 
фиксации азота при инокуляции препаратами диазотрофных бактерий [30].

Третий кластер объединил сорта овсяницы луговой ВИК-5, Бинара и Кварта (бутстреп-поддержка 
100 %). Диплоидный сорт сенокосно-пастбищного назначения ВИК-5 получен отбором из закавказско-
го образца. На его основе разработан тетраплоидный сорт Бинара, отличающийся повышенной про-
дуктивностью. Овсяница сорта Кварта является сложногибридной популяцией пастбищно-газонного 
экотипа. 

В четвертом кластере оказались овсяница тростниковая сортов Лира и Серебрянка и фестулолиум 
сорта Изумрудный овсяницевого сортотипа (бутстреп-поддержка 100 %). Сорт Лира – относительно 
новое селекционное достижение – получен путем отбора на основе высокопродуктивных российских 
сортов Балтика и Западная [3]. Гексаплоидный сорт Серебрянка, разработанный методом межвидовой 
гибридизации овсяницы восточной и  овсяницы тростниковой, отличается раннеспелостью и  повы-
шенной продуктивностью. У сортов Серебрянка и Изумрудный общий оригинатор – Уральский феде-
ральный аграрный научно-исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук. 
Сорт Изумрудный допущен к использованию с 2000 г. Он является межвидовым гибридом овсяницы 
тростниковой и райграса однолетнего. От овсяницы сорт унаследовал морфобиологические признаки, 
от райграса – качественные характеристики. Фестулолиум сорта Изумрудный обладает высокой кормо-
вой и семенной продуктивностью, хорошим качеством зеленой массы при содержании 15 % протеина, 
а также относительной устойчивостью к абиотическим стрессам и снежной плесени. Растения быстро 
отрастают после стравливания или скашивания при пастбищном и сенокосном использовании [31].

Рис. 1. Дендрограмма сортов овсяницы и фестулолиума  
по результатам анализа с применением SCoT-маркеров: 

1 – Бинара; 2 – Кварта; 3 – ВИК-5; 4 – Диана; 5 – Дипа; 6 – Сигма; 7 – Лира;  
8 – Серебрянка; 9 – Аллегро; 10 – Пилигрим; 11 – Фест; 12 – Изумрудный; 13 – Айвенго
Fig. 1. Dendrogram of fescue and festulolium varieties based on the results of SCoT analisis:  

1 – Binara; 2 – Kvarta; 3 – VIK-5; 4 – Diana; 5 – Dipa; 6 – Sigma; 7 – Lira;  
8 – Serebrjanka; 9 – Allegro; 10 – Piligrim; 11 – Fest; 12 – Izumrudniyj; 13 – Ajvengo

http://greendeer.ru/products/green-deer-agro/category/kormovye-travosmesi-green-deer-agro.html
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Совместная кластеризация вышеуказанных сортов злаковых трав, предположительно, обусловлена 
общностью происхождения и сходством основных морфобиологических признаков и качественных ха-
рактеристик. 

На основе байесовской модели и метода Эванно [24] в программе Structure определена генетическая 
структура изучаемых образцов овсяницы и фестулолиума, в соответствии с которой они разделились 
на четыре группы (K = 4) (рис. 2). 

В группе сортов овсяницы наблюдалась четкая генетическая структуризация, тогда как в ряду фесту
лолиума обнаружена неравномерность распределения (выделялся сорт Изумрудный). Обособленное поло
жение сорта Изумрудный по отношению к другим сортам данной культуры (Аллегро, Пилигрим, Фест, 
Айвенго) можно объяснить отличающимся уровнем плоидности. Как правило, гибридные растения фе-
стулолиума, в зависимости от плоидности, морфологически наследуют признаки либо овсяницы, либо 
райграса, причем гексаплоидные формы близки к овсянице тростниковой, а тетраплоидные формы – 
к райграсу пастбищному или райграсу многоцветковому [32, с. 12–14].

Эти особенности гибридной культуры нашли подтверждение и в данном исследовании. В изучаемой 
выборке сортов фестулолиум сорта Изумрудный оказался близок к овсянице тростниковой сортов Лира 
и Серебрянка не только по уровню плоидности (6n), но и по результатам генотипирования и класте-
ризации (см. рис. 1), а также по генетической структуре, что отражено в одинаковых цветовых кодах, 
полученных для указанных образцов (см. рис. 2). Сравнительный анализ основных морфологических 
характеристик и агрономических признаков также обнаружил много общего. Высокий, слегка раски-
дистый куст и соцветие в виде пирамидальной метелки в сочетании с повышенной пластичностью, 
раннеспелостью, продуктивностью и долголетием (до 8 лет) указывают на сходство растений фесту-
лолиума сорта Изумрудный с овсяницей тростниковой сорта Серебрянка. Благодаря этим свойствам 
фестулолиум можно использовать в качестве прямой замены сортов овсяницы в травосмесях для улуч-
шения питательной ценности корма [31]. В отличие от включенных в анализ сортов райграсового типа 
растения сорта Изумрудный нетребовательны к почвенным условиям, не полегают, а их семена более 
устойчивы к осыпанию. 

Заключение
Результаты исследования свидетельствуют об эффективности техники SCoT-маркирования для оцен-

ки генетического разнообразия российских сортов овсяницы и фестулолиума. Из 25 испытанных марке-
ров 19 маркеров (76 %) выявляли ДНК-полиморфизм между изучаемыми видами и сортами. С праймера-
ми к информативным маркерам получены 152 полиморфных фрагмента амплификации ДНК (30,8 %). 
Для исследуемой коллекции образцов определены наборы маркеров, позволяющие обнаружить вы-
сокие значения уровня генетической изменчивости (SCoT-02, SCoT-11, SCoT-13, SCoT-20, SCoT-23, 
SCoT-26, SCoT-36, SCoT-63). Эти маркеры можно использовать в  селекции и семеноводстве разных 

Рис. 2. Генетическая структура сортов овсяницы и фестулолиума  
по результатам оценки в программе Structure.  

Цветовые коды соответствуют выявленным кластерам,  
а номера образцов – обозначениям сортов на рис. 1

Fig. 2. Structure analysis of the genetic structure  
of fescue and festulolium varieties. 

Colour codes correspond to identified clusters,  
and sample numbers – to variety designations in fig. 1
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видов овсяницы и фестулолиума, в частности, для ДНК-идентификации сортов и генотипов, разработ-
ки генетических паспортов, контроля стабильности сорта в процессе использования. 

Кластерный анализ сгруппировал изучаемые образцы согласно видам, подвидам, происхождению 
и сходству по основным признакам. Выявлено соответствие результатов кластеризации селекционному 
описанию используемого в исследовании материала. Информация об установленном сходстве или раз-
личии на генетическом уровне будет полезна при выборе родительских форм для создания новых сор
тов с улучшенными характеристиками. Использование полученных данных позволит ускорить оценку 
исходного материала и контроль результатов гибридизации путем отбора ценных генотипов на ранней 
стадии онтогенеза без проведения трудоемких и затратных по времени полевых испытаний. 

Широкое внедрение методов молекулярно-генетического анализа в селекцию многолетних злако-
вых трав будет способствовать дальнейшему развитию кормопроизводства и получению биологически 
полноценной сельскохозяйственной продукции. 
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УДК 581.2

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ПЕКТОЛИТИЧЕСКИХ ВИДОВ БАКТЕРИЙ,  
ВЫДЕЛЕННЫХ ПРИ БАКТЕРИОЗАХ РАСТЕНИЙ  

В РЕСПУБЛИКЕ БЕЛАРУСЬ

ШАО ЧЭНЮЕ1), Ю. Н. ГОРОВИК1), С. Г. СИДОРОВА1), А. Н. ЕВТУШЕНКОВ1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

В течение 2019 –2020 гг. отобраны 75 образцов картофеля, моркови, репы, капусты, лука как в полевых усло-
виях, так и в хранилищах. Бактерии рода Pectobacterium изолированы из 60 образцов. Также выделены штам-
мы Bacillus pumilus, Bacillus sp., Pseudomonas sp. Доминирующими видами, вызывающими мягкие гнили и чер-
ную ножку картофеля, были Pectobacterium carotovorum, P. parmentieri, P. atrosepticum и P. brasiliense. Бактерия 
P. carotovorum изолирована и из других овощных культур. В образцах моркови и картофеля из хранилищ часто 
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выделялись штаммы бактерий рода Bacillus. Впервые в Беларуси на растениях картофеля обнаружена бактерия 
P. brasiliense. Полученные результаты по идентификации и распространению бактерий мягких гнилей в Беларуси 
помогут планировать риски, связанные с инфекциями, вызываемыми этими патогенами.

Ключевые слова: мягкие гнили; черная ножка картофеля; Pectobacterium brasiliense; P. parmentieri; P. caro
tovorum; Bacillus pumilus.

IDENTIFICATION OF PECTOLYTIC BACTERIAL  
SPECIES ISOLATED DURING PLANT BACTERIOSIS  

IN THE REPUBLIC OF BELARUS

SHAO CHENGYUE a, Yu. N. GOROVIK a, S. G. SIDOROVAa, A. N. EVTUSHENKOV  a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
Corresponding author: A. N. Evtushenkov (evtushenkov@bsu.by)

During 2019 –2020, we selected 75 samples of potatoes, carrots, turnips, cabbage, onions, both in the field and from 
storage. Bacteria of the genus Pectobacterium were isolated from 60 samples. Strains of Bacillus pumilus, Bacillus sp. 
and Pseudomonas sp. were also isolated. The dominant species causing soft rot and black leg of potato were Pectobacte-
rium carotovorum, P. parmentieri, P. atrosepticum and P. brasiliense. Bacterium P. carotovorum was isolated from other 
vegetable crops. In samples of carrots and potatoes, strains of bacteria of the genus Bacillus were often isolated from 
storage. For the first time in Belarus, we found the bacterium P. brasiliense on potato plants. The results obtained on the 
identification and spread of soft rot bacteria in Belarus will help plan the risks associated with infections caused by these 
pathogens.

Keywords: soft rot; black leg of potato; Pectobacterium brasiliense; P. parmentieri; P. carotovorum; Bacillus pumilus.

Введение
Фитопатогенные виды пектолитических бактерий родов Pectobacterium и Dickeya (ранее известные 

как виды Erwinia) являются возбудителями широко распространенных бактериозов овощных культур 
и декоративных растений в различных климатических регионах. Бактериозы также поражают храня-
щуюся овощную продукцию, причиняя значительный экономический ущерб. 

В догеномный период изучения пектолитических бактерий в качестве основных критериев выделения 
видов и подвидов использовали морфологические, физиолого-биохимические и фитопатологические ха-
рактеристики. В 1945 г. Э. Л. Уолди предложил видовое название Pectobacterium для пектолитических 
видов Erwinia [1]. Но уже в 1968 г. Д. В. Дай на основании масштабного изучения биохимических призна-
ков коллекционных штаммов Erwinia вернулся к родовому термину Erwinia, но внутри рода выделил 
четыре группы бактерий (роду Pectobacterium соответствует группа carotovora) [2]. И наконец, в ге-
номную эру М. Адеолу и соавторы в 2016 г. выделили отдельное семейство Pectobacteriaceae (включает 
роды Pectobacterium, Dickeya)  [3]. Наиболее распространенный патоген Pectobacterium carotovorum, 
являющийся возбудителем мягких гнилей, при более детальном генетическом изучении был отнесен 
к нескольким подвидам – P. carotovorum ssp. atrosepticum, P. carotovorum ssp. carotovorum, P. carotovorum ssp. 
betavasculorum, P. carotovorum ssp. wasabiae и P. carotovorum ssp. odorifera [4]. Выделение новых видов 
пектобактерий в настоящее время производится по данным геномного анализа. Геномные исследова-
ния позволили выделить такие новые виды рода Pectobacterium, как P. aquaticum [5], P. aroidearum [6], 
P. atrosepticum [7], P. betavasculorum [7], P. cacticida [8], P. fontis [9], P. parmentieri [10], P. polaris [11], P. po-
lonicum [12], P. punjabense [13], P. zantedeschiae [14], P. parvum [15].

Большинство пектобактерий способны поражать широкий круг овощных культур и распространены 
в различных климатических зонах на разных континентах. Но некоторые пектобактерии имеют опреде-
ленную специфичность и поражают ограниченный круг растений: P. betavasculorum – сахарную свеклу, 
P. wasabiae и P. odorifera – японскую горчицу и салат соответственно, P. atrosepticum – картофель (чаще 
встречается в зонах умеренного климата).

Бактерии родов Pectobacterium и Dickeya входят в число 10 наиболее экономически значимых пато-
генов растений [16]. Видовой состав пектобактерий, поражающих овощные культуры, интенсивно изу
чается во всем мире. Особенно пристальное внимание уделяется микрофлоре важнейших овощных 

https://doi.org/10.1601/nm.33570
https://doi.org/10.1601/nm.24342
https://doi.org/10.1601/nm.3247
https://doi.org/10.1601/nm.3247
https://doi.org/10.1601/nm.3248
https://doi.org/10.1601/nm.3248
https://doi.org/10.1601/nm.3241
https://doi.org/10.1601/nm.33437
https://doi.org/10.1601/nm.29447
https://doi.org/10.1601/nm.31117
https://doi.org/10.1601/nm.3241
https://doi.org/10.1601/nm.33074
https://doi.org/10.1601/nm.3247
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культур – картофеля, салата, кукурузы, лука. Аналогичные исследования проводятся и в Беларуси [17–19]. 
Доминирующими возбудителями мягких гнилей овощей и  черной ножки картофеля в  республике яв
ляются бактерии семейства Pectobacteriaceae. В последнее время отмечается широкое распространение 
фитопатогенных пектолитических бактерий Bacillus pumilus [19; 20]. Интенсивный обмен раститель-
ным материалом приводит к быстрому распространению фитопатогенной микрофлоры, поэтому не-
обходим постоянный мониторинг фитопатогенов для подбора эффективной стратегии контроля их чис-
ленности. Цель данного исследования – изучение многообразия бактерий семейства Pectobacteriaceae, 
поражающих картофель и другие овощные культуры в нашем регионе, а также оценка распространения 
других пектолитических бактерий.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования выступали штаммы фитопатогенных пектолитических бактерий, выделен-

ные из образцов растений, которые были собраны на территории Беларуси в 2019 –2020 гг. и имели вы-
раженные симптомы мягких гнилей и черной ножки (табл. 1). Стебли картофеля, пораженные черной 
ножкой (всего 20 образцов), отбирали на посадках картофеля в июле, а клубни картофеля, корнеплоды 
моркови и репы, кочаны капусты, луковицы лука с признаками мягкой гнили (27, 19, 2, 5 и 2 образца 
соответственно) отбирали в хранилищах в зимний период. Порядковый номер штамма соответствует 
отдельному образцу растений. 

Т а б л и ц а  1
Происхождение изученных в работе пектолитических штаммов

Ta b l e  1
The origin of the pectolytic strains studied in the work

Вид, штамм Источник 
выделения Место выделения

P. carotovorum 002-1, 002-2 Репа Частное хозяйство (Минская область)

P. carotovorum 003-9, 004-4, P. atrosepticum 004-3 Морковь Частное хозяйство (Минская область)

Bacillus sp. 005-6, 005-7 Лук Частное хозяйство (Минская область)

P. atrosepticum 009-3 Капуста Частное хозяйство (Минская область)

P. carotovorum 029-1, 029-2, 034-4, 035-2, 036-3, 036-4, 
Pseudomonas sp. 030-2�

Картофель  
(клубни) Частное хозяйство (Минская область)

Bacillus sp. 037-3, 037-4 Морковь Частное хозяйство (Минская область)

B. pumilus 038-1, Pseudomonas sp. 038-2 Капуста Частное хозяйство (Минская область)

P. carotovorum 039-1, Bacillus sp. 039-2 Морковь Частное хозяйство (Минская область)

P. atrosepticum 044-1, Pseudomonas sp. 044-2 Капуста Частное хозяйство (Минская область)

P. carotovorum 045-1, 045-2, 047-1, 047-2, 052-1, 052-2, 
Bacillus sp. 046-1, 046-2, 048-1, 048-2,  
Pseudomonas sp. 050-1, 050-2, B. pumilus 051-1, 
P. parmentieri 051-2

Картофель  
(клубни)

Частное хозяйство  
(аг. Самохваловичи)

Bacillus sp. 054-1, 054-2, 055-2, 056-1,  
B. pumilus 055-1, 058-1, 058-2,  
P. carotovorum 056-2, 064-1, 064-2, 065-1, 065-2

Морковь Частное хозяйство  
(аг. Самохваловичи)

P. atrosepticum 084, 086, 086-1, 087-1, P. carotovo-
rum 087, 088-1, 088-2, 090-1, 090-2, 094, 095-2, 096, 
097-1, 099-2, 102-1, 102-2, P. brasiliense 098-1, 098-2, 
101-2, B. pumilus 100

Картофель  
(клубни)

Фермерское хозяйство  
(Брестская область)

P. parmentieri 104-2, 105-1, 105-2, 106-1, 106-2, 
107-2, 108-1, 108-2, 111-2, 113-1, 113-2, 119-1, 119-2, 
121-2, 123-1, 123-2, P. atrosepticum 110-1, 118-2, 
P. carotovorum 114-1, 124, 125, Pseudomonas sp. 118-1

Картофель
(стебли)

Фермерское хозяйство  
(Минская область, Воложинский район)

P. brasiliense 126, 127, 129, 130, P. carotovorum 128 Картофель
(стебли)

Фермерское хозяйство  
(Брестская область)

https://sadovnik.info/samoxvalovichi.html
https://sadovnik.info/samoxvalovichi.html
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Бактерии выделяли на картофельно-пектатном агаре. Для его приготовления в расплавленный кар-
тофельный агар добавляли стерильный раствор хлористого кальция до концентрации 0,025  моль/л 
и разливали в чашки Петри. После застывания агара сверху наслаивали 3 мл 2 % полипектата натрия. 
Образцы пораженных бактериозами растений растирали в стерильной воде и высевали суспензию на 
картофельно-пектатную среду в чашках Петри. На 2–3-е сутки культивирования отбирали колонии бак-
терий, погруженные в пектатный гель. Определение фенотипических свойств исследуемых штаммов 
(грампринадлежность с использованием раствора KOH, тесты на утилизацию глюкозы, образование 
целлюлазы, лецитиназы, рост при разных температурах, способность утилизировать различные углеводы 
в качестве единственного источника углерода и энергии) осуществляли согласно стандартным методам, 
описанным в работе [2]. Для идентификации бактерий вида B. pumilus проводили ПЦР с праймерами Bp-1f  
(5′-TCAAATCAAGTGGGCAAC-3′ ) и Bp-2r (5′-GAGGCATCCCATATATTCG-3′ ) по изложенной в пуб
ликации [19] методике. Вид  P. atrosepticum определяли в реакции с праймерами Y45 (5′-TCACCGGACGCC
GAACTGTGGCGT-3′ ) и Y46 (5′-TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT-3′ ) [20], вид P. brasiliense – в реак
ции с праймерами Br1f (5′-GCGTGCCGGGTTTATGACCT-3′ ) и L1r (5′-CAAGGCATCCACCGT-3′ ) [21], 
вид P. carotovorum – в реакции с праймерами EXPCCR (5′-GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG-3′ ) 
и EXPCCF (5′-GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3′ ) [21], а вид P. parmentieri – в реакции с праймерами  
Ppaf (5′-TATCGCTGGCTCAGGCAATT-3′ ) и Ppar (5′-TACGCTGCGCATACTTGGAA-3′ ) [22]. Для иденти
фикации бактерий рода Dickeya применяли праймеры ADE1 (5′-GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT-3′ )  
и ADE2 (5′-CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC-3′ ) [20]. Амплификацию проводили в 20 мкл 
реакционной смеси, содержащей АМ-буфер с  MgCl2, 0,2  ммоль/л дезоксинуклеотидтрифосфатов, 
0,5 мкмоль/л праймера, 1 ед. Taq-полимеразы, 50 нг ДНК-матрицы, согласно оригинальным протоко
лам идентификации соответствующих бактерий. В работе использовали реактивы и праймеры компа-
нии Праймтех (Беларусь). В качестве контроля применяли ДНК коллекционных штаммов бактерий, 
в качестве маркеров молекулярного веса ДНК – GeneRuler 1 kb DNA Ladder и GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder (Fermentas, Литва).

В исследовании использовали штаммы P. atrosepticum 21A, P. carotovorum 14A, Dickeya (Erwinia 
chrysanthemi ENA49) из коллекции БГУ и штамм P. parmentieri B-94 из коллекции Института микро-
биологии НАН Беларуси. Бактерии выращивали при температуре 28  °С на картофельном агаре или 
полноценной питательной среде (LB).

Результаты и их обсуждение
После высева образцов растений на картофельно-пектатную среду и инкубирования при 28 °С на 

2–3-е сутки культивирования отбирали колонии бактерий, погруженные в пектатный гель (рис. 1). При 
выделении из мягких гнилей бактерий рода Pectobacterium обычно используют пектатную среду с кри-
сталлическим фиолетовым (CVP), которая подавляет рост грамположительных бактерий. В настоящем 
исследовании применяли картофельный агар с полипектатом натрия, чтобы изолировать как грамотри-
цательные, так и грамположительные бактерии и оценить роль последних в повреждении растений. 

Всего было отобрано 27 штаммов пектолитических бактерий из стеблей картофеля и 41 штамм из 
клубней картофеля, 19 штаммов из образцов моркови, 2 штамма из образцов репы, 5 штаммов из об-
разцов капусты, 2 штамма из образцов лука. Чистые культуры бактерий анализировали стандартными 

Рис. 1. Колонии пектолитических бактерий на пектатной среде
Fig. 1. Pectolytic bacteria on pectate media
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физиолого-биохимическими и морфологическим методами, как описано ранее в работе [2]: проводили 
O/ F-тест, определяли окраску по Граму, наличие спор, рост при температуре 37 °С, пектолитическую, 
целлюлазную и лецитиназную активность, способность сбраживать сахара и утилизировать различные 
источники углерода. Грамположительные спорообразующие бактерии были отнесены к роду Bacillus. 
Всего выделено 19  штаммов данного рода, из них 6  штаммов по результатам ПЦР с  видоспецифи-
ческими праймерами идентифицированы как B.  pumilus. Большинство штаммов бацилл  – 10  штам-
мов, включая 3 штамма B. pumilus, – были выделены из моркови. Из клубней картофеля изолированы 
6 штаммов бацилл, в том числе 2 штамма  B. pumilus, из лука – 2 штамма бацилл, из капусты – 1 штамм 
бацилл, идентифицированный как B. pumilus. Из стеблей картофеля, пораженных черной ножкой, не 
было выделено ни одного штамма бацилл. Таким образом, бактерии рода Bacillus являлись доминирую
щими возбудителями мягких гнилей хранящихся корнеплодов моркови, лука и в значительной степени 
поражали клубни картофеля (из 41 штамма пектолитических бактерий, выделенных из клубней кар-
тофеля, 6 штаммов отнесены к бациллам). Грамотрицательные бактерии с окислительным типом ме-
таболизма, обладающие каталазной и оксидазной активностью, идентифицированы как бактерии рода 
Pseudomonas. Всего выделено 6 штаммов данного рода: 3 штамма изолированы из клубней картофеля, 
1 штамм – из стебля картофеля, 2 штамма – из образцов капусты. Большинство выделенных пектоли-
тических штаммов по изученным свойствам относились к новому семейству Pectobacteriaceae (табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Фенотипические свойства видов рода Pectobacterium

Ta b l e  2
Phenotypic characters species of the genus Pectobacterium

Проводимые тесты
Показанные результаты

P. atrosepticum
(n = 9)

P. carotovorum
(n = 38)

P. brasiliense
(n = 7)

P. parmentieri
(n = 17)

O/ F-тест F F F F

Рост при темпера- 
туре 37 °С – + (12) + (5) + (3)

Образование:
лецитиназы
целлюлазы

–
+ (9)

–
+ (31)

–
+ (7)

–
+ (15)

Утилизация:
α-метилглюкозида
лактозы
мальтозы
арабинозы
рафинозы
ксилозы
сорбита
дульцита
маннита
маннозы
рамнозы

+ (3)
+ (9)
+ (3)
+ (9)
+ (9)
+ (9)

–
–

+ (9)
+ (9)
+ (9)

+ (5)
+ (38)
+ (8)
+ (38)
+ (38)
+ (38)
+ (9)
+ (1)
+ (38)
+ (38)
+ (38)

–
+ (7)

–
+ (7)
+ (7)
+ (7)

–
–

+ (7)
+ (7)
+ (7)

+ (3)
+ (16)
+ (3)
+ (17)
+ (17)
+ (17)
+ (6)
+ (3)
+ (17)
+ (17)
+ (17)

П р и м е ч а н и е. O/ F-тест – окисление (О) либо ферментация (F) глюкозы; знак «плюс» или знак «минус» 
означают наличие или отсутствие признака, в скобках приведено число позитивных штаммов.

Семейство Pectobacteriaceae включает роды Pectobacterium и Dickeya. Для идентификации бактерий 
рода Dickeya использовали ПЦР с праймерами ADE1 и ADE2 [20]. Среди выделенных пектобактерий по 
результатам ПЦР не было обнаружено ни одного штамма бактерий рода Dickeya. Анализ биохимиче-
ских свойств грамотрицательных пектолитических бактерий также не выявил штаммы с признаками, 
характерными для бактерий рода Dickeya (см. табл. 2). Данный патоген широко распространен на по-
садках картофеля в России [23], Польше и других странах Западной Европы [24]. Ранее сообщалось 
о выявлении бактерий рода Dickeya в Беларуси [18]. Тот факт, что авторы не обнаружили данный па-
тоген в проанализированных образцах, можно объяснить ограниченным распространением бактерий 
рода Dickeya в республике. Для видовой идентификации пектобактерий использовали ПЦР с видоспе-
цифическими праймерами к P. brasiliense, P. atrosepticum, P. parmentieri и P. carotovorum (рис. 2).
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Проведенная ПЦР с праймерами Br1f и L1r выявила характерный для P. brasiliense фрагмент разме-
ром 322 пары нуклеотидов (п. н.) у штаммов 098-1, 098-2, 101-2, 126, 127, 129, 130. Штаммы бактерий 
P. brasiliense впервые обнаружены в Беларуси и только в образцах картофеля из фермерского хозяйства 
в Брестской области. Сообщалось об идентификации данного вида бактерий в России [25]. С момента 
обнаружения P. brasiliense в 2004 г. в Бразилии патоген широко распространился по всему миру: он 
выявлен в Израиле, Канаде, США, Нидерландах, Швейцарии, ЮАР, Кении, Южной Корее, Китае [26]. 
Для идентификации P. atrosepticum использовали ПЦР с праймерами Y45 и Y46 [21]. Характерный 
ПЦР-фрагмент размером 439 п. н. обнаружен в ДНК штаммов 004-3, 009-3, 044-1, 084, 086, 086-1, 087-1, 
110-1, 118-2 (см. рис. 2). Идентификация пектобактерий с праймерами Ppaf и Ppar позволила отнести 
к виду P. parmentieri штаммы 051-2, 104-2, 105-1, 105-2, 106-1, 106-2, 107-2, 108-1, 108-2, 111-2, 113-1, 
113-2, 119-1, 119-2, 121-2, 123-1, 123-2. Бактерии P. parmentieri ранее не выделяли в Беларуси. Боль-
шинство штаммов P. parmentieri изолированы авторами из стеблей картофеля с симптомами черной 
ножки. Классическим возбудителем черной ножки картофеля считаются штаммы P. atrosepticum, но 
в настоящем исследовании из стеблей картофеля чаще выделяли бактерии P. parmentieri, P. carotovorum, 

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов амплификации хромосомных  
ДНК пектобактерий с видоспецифическими праймерами: 

а – Br1f и L1r (специфичны к виду P. brasiliense) (1 – штамм 098-1, 2 – штамм 098-2,  
3 – штамм 101-2, 4 – штамм 126, 5 – штамм 127, 6 – штамм 129, 7 – штамм 130); 

б – Y45 и Y46 (специфичны к виду P. atrosepticum) (1 – штамм 21А, 2 – штамм 084, 3 – штамм 118-2); 
в – Ppaf и Ppar (специфичны к виду P. parmentieri) (1 – штамм B-94, 2 – штамм 111-2,  

3 – штамм 119-2, 4 – штамм 121-2, 5 – штамм 123-1); 
г – EXPCCR и EXPCCF (специфичны к виду P. carotovorum) (1 – штамм 14А,  

2 – штамм 088-1, 3 – штамм 088-2, 4 – штамм 090-1, 5 – штамм 090-2, 6 – штамм 094,  
7 – штамм 095-2, 8 – штамм 096, 9 – штамм 099-2)

Fig. 2. Electrophoregrams of products DNA amplification from Pectobacterium  
with species specific primers: a – Br1f and L1r (specific to P. brasiliense) (1 – strain 098-1,  

2 – strain 098-2, 3 – strain 101-2, 4 – strain 126, 5 – strain 127, 6 – strain 129, 7 – strain 130); 
b – Y45 and Y46 (specific to P. atrosepticum) (1 – strain 21А, 2 – strain 084, 3 – strain 118-2); 

c – Ppaf and Ppar (specific to P. parmentieri) (1 – strain B-94, 2 – strain 111-2,  
3 – strain 119-2, 4 – strain 121-2, 5 – strain 123-1); 

d – EXPCCR and EXPCCF (specific to P. carotovorum) (1 – strain 14А,  
2 – strain 088-1, 3 – strain 088-2, 4 – strain 090-1, 5 – strain 090-2,  

6 – strain 094, 7 – strain 095-2, 8 – strain 096, 9 – strain 099-2)
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P. brasiliense. В Польше доминирующими видами на растениях картофеля также являлись P. parmen
tieri, P. carotovorum [24]. По результатам ПЦР с праймерами EXPCCR и EXPCCF к P. carotovorum от-
несены штаммы 002-1, 002-2, 003-9, 004-4, 029-1, 029-2, 034-4, 035-2, 036-3, 036-4, 039-1, 045-1, 045-2, 
047-1, 047-2, 052-1, 052-2, 056-2, 064-1, 064-2, 065-1, 065-2, 087, 088-1, 088-2, 090-1, 090-2, 094, 095-2, 096, 
097-1, 099-2, 102-1, 102-2, 114-1, 124, 125, 128. Большинство штаммов P. carotovorum выделены из 
гнилей клубней картофеля, корнеплодов моркови и репы, а также из стеблей картофеля, что свидетель-
ствует об их широкой фитопатогенной специализации в отличие от других пектобактерий.

Изучение физиолого-биохимических свойств видов рода Pectobacterium не выявило критериев, под-
ходящих для видовой идентификации (см. табл. 2). Неспособность к росту при температуре 37 °С харак-
терна для P. atrosepticum, а рост при данной температуре может учитываться как признак P. brasiliense. 
Утилизация мальтозы и α-метилглюкозида в большей мере характерна для P. atrosepticum.

Заключение
Из 75 образцов растений, пораженных бактериозами, на пектатном агаре изолированы 96 штаммов 

пектолитических бактерий. Дифференциация выделенных пектолитических бактерий на основании 
морфологических и биохимических тестов выявила 19 штаммов рода Bacillus, 6 штаммов рода Pseudo
monas и  71  штамм рода Pectobacterium. По  результатам ПЦР с  видоспецифическими праймерами 
6 штаммов бацилл отнесены к виду B. pumilus. Среди бактерий рода Pectobacterium по результатам 
ПЦР с видоспецифическими праймерами идентифицированы 4 вида – P. carotovorum, P. atrosepticum, 
P. brasiliense и P. parmentieri. Большинство выделенных пектобактерий относятся к виду P. carotovo
rum. Они были изолированы из мягких гнилей клубней картофеля, моркови, репы и стеблей картофе-
ля. Бактерии P. atrosepticum обнаружены в образцах капусты, моркови, клубнях и стеблях картофеля. 
Значительная часть штаммов P. brasiliense и P. parmentieri выделены из стеблей картофеля, поражен-
ных черной ножкой. Таким образом, наблюдается замена P. atrosepticum как основного возбудителя 
черной ножки новыми патогенами – P. brasiliense и P. parmentieri. Фитопатогенные бактерии P. brasi
liense и P. parmentieri впервые выделены в Беларуси как возбудители черной ножки картофеля и мягких 
гнилей клубней картофеля.

Из образцов моркови и клубней картофеля, пораженных мягкими гнилями, выделено значительное 
количество штаммов пектолитических бактерий рода Bacillus, что свидетельствует об их большой роли 
в повреждении хранящейся продукции наряду с видами рода Pectobacterium.
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УДК 634.13:632.4

РЖАВЧИНА ГРУШИ В БЕЛАРУСИ КАК РЕЗУЛЬТАТ ИНВАЗИИ  
ГРИБА GYMNOSPORANGIUM SABINAE (DICKS.) G. WINTER

В. Д. ПОЛИКСЕНОВА1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 

Ржавчина груши в Беларуси впервые была зарегистрирована в 2007 г., а через 12 лет приобрела характер эпи-
фитотии. Составлена карта распространения заболевания в республике. Детально описаны и проиллюстрированы 
симптомы поражения груши и можжевельника, а также споры возбудителя заболевания (гриб Gymnosporangium 
sabinae (Dicks.) G. Winter). Показано, что перезимовавшие в побегах эцио- и телиоспоры не прорастают в следую-
щий вегетационный период. Телиоспоры текущего года на можжевельнике прорастают не только фрагмобазидия-
ми с базидиоспорами, но и мицелием, что обеспечивает повторное заражение этого хозяина. Определен высокий 
инфекционный потенциал как груши (до 15 млн эциоспор на 1 см2 ), так и можжевельника (2 млн телиоспор на 
1 см2 ). Констатирована гибель вследствие ржавчины годичных побегов груши и отдельных растений можжевель-
ника казацкого. Отмечено, что инвазия G. sabinae на территорию Беларуси совпадает с широкой интродукцией 
в озеленение восприимчивых к ржавчине видов можжевельника.

Ключевые слова: ржавчина груши; Gymnosporangium sabinae (Dicks.) G. Winter; можжевельник; инвазия; Бе-
ларусь.
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PEAR RUST IN BELARUS BECAUSE OF FUNGUS  
GYMNOSPORANGIUM SABINAE (DICKS.) G. WINTER INVASION

V. D. POLIKSENOVAa

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

Pear rust in Belarus was first registered in 2007, and after 12 years the disease acquired the character of epiphytosis. 
A map of the distribution of pear rust in the republic has been compiled. The symptoms of damage to pear and juniper, 
spores of the causative agent (fungus Gymnosporangium sabinae (Dicks.) G. Winter) are described and illustrated. It has 
been shown that aecio- and teliospores overwintered in the shoots do not germinate in the next growing season. The telio-
spores of the current year on juniper germinate not only with phragmobasidia with basidiospores, but also with mycelium, 
which probably ensures the re-infection of this host plant. The high infectious potential of both pear (up to 15 mln aecio
spores per 1 cm2 ) and juniper (2 mln teliospores per 1 cm2 ) was determined. The death due to rust of annual shoots of 
pear and individual plants of the Cossack juniper was ascertained. The invasion of G. sabinae on the territory of Belarus 
coincides with the wide introduction of susceptible species of juniper into landscaping.

Keywords: pear rust; Gymnosporangium sabinae (Dicks.) G. Winter; juniper; invasion; Belarus.
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in collecting the material and to I. A. Fedyushko, assistant at the department of botany, for his help in preparing the map 
of pear rust distribution.

Введение
Ржавчина груши, эпифитотия которой разразилась в Беларуси в 2019 г. и продолжается до настояще-

го времени (хотя и в меньшей степени), – новое для республики, но известное в фитопатологии и мико
логии заболевание. По данным Глобальной информационной системы о биоразнообразии (Global Bio-
diversity Information Facility, GBIF)1, болезнь широко распространена в странах Европы, Азии (Япония, 
Китай), на севере Африки, на восточном и западном побережье Северной Америки (США, Канада) [1; 2]. 
В Бельгии и Словении являющийся возбудителем заболевания гриб отмечен как инвазивный [3–5]. 

На Европейском континенте ржавчину груши вызывают виды Gymnosporangium sabinae (Dicks.) 
G. Winter (syn. G. fuscum DC.) и G. dobrozracovae Mitr. [6; 7, с. 384 –385]. Первый из них поражает в ос-
новном листья, второй – преимущественно ветви, реже листья и плоды. В Японии, Китае и Корее в ка-
честве возбудителя ржавчины распространен вид G. asiaticum Miyabe ex G. Yamada [8]. Этот вид также 
указан для Дании, а в США он отмечен как инвазивный. 

Наиболее часто встречается и имеет важное экономическое значение европейская ржавчина груши 
(возбудитель G. sabinae), распространение которой значительно усилилось в 2000-х гг. [6]. Особенно от 
этой болезни страдают грушевые сады с органической технологией возделывания и грушевые деревья 
на приусадебных участках [9; 10]. 

Гриб G. sabinae является облигатным паразитом на растениях и представляет собой гетеросексуаль
ный демициклический (с отсутствием урединий) ржавчинный гриб, который зимует в ветвях можже-
вельника. Для прохождения полного жизненного цикла этого патогена, его успешного размножения 
и расселения необходимо наличие двух растений-хозяев – груши и можжевельника [11; 12, с. 384 –385]. 
Именно на можжевельнике, который является основным (первичным) хозяином для возбудителя болез-
ни, формируются следующие стадии развития ржавчины – телии с телиоспорами и базидии с базидио-
спорами. Груша же является промежуточным (вторичным) хозяином для видов G. sabinae, G. asiaticum 
и G. dobrozracovae. 

Заболевшая ржавчиной груша постепенно замедляет свой рост, теряет зимостойкость и сопротивляе
мость другим болезням. В ее листьях накапливаются фенольные соединения [13]. При сильном разви-
тии заболевание вызывает преждевременный листопад, снижает урожай и ухудшает общее состояние 
дерева (вплоть до его гибели)  [14]. Сведения о потерях урожая противоречивы – от 5 до 50 –100 % 
[7, с. 384 –385; 14].

Биологический цикл возбудителя европейской ржавчины груши начинается на восприимчивых видах 
можжевельника. В ряде исследований с разной степенью детализации описаны симптомы поражения, 
приведены варьирующиеся сроки их проявления, образования телиоспор и начала распространения бази-
диоспор, заражающих грушу [5; 14 –19]. Хотя жизнеспособность базидиоспор на воздухе и при прямом 

1Gymnosporangium sabinae (Dicks.) G. Winter // GBIF backbone taxonomy [Electronic resource]. URL: https://doi.org/10.15468/ 
39omei (date of access: 26.07.2022).
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солнечном освещении невысока [20, p. 577], есть сведения о том, что при благоприятных условиях они 
могут вызвать незначительное заражение груши даже в 60 км от источника инфекции. Особенно силь-
ное заражение происходит, когда груша и можжевельник растут рядом [14; 21]. Так, на расстоянии 30 м 
от можжевельника могут заболеть до 100 % листьев груши. Период выхода базидиоспор в целом зави-
сит от погодных условий, но, как правило, совпадает с началом распускания почек груши [4]. В разных 
регионах на можжевельнике отмечается несколько волн спорообразования (от 3 до 9 раз) [14; 16]. 

Базидиоспоры вызывают первичное заражение листьев груши. На них появляются яркие желто-
оранжевые пятна, на верхней стороне которых формируются спермогонии (пикнии) с  гаплоидными 
пикниоспорами. Сами пикниоспоры не являются инфекционными структурами и не вызывают зара-
жения новых листьев, но, сливаясь между собой, они выполняют важную функцию дикариотизации 
мицелия. Только дикариотический мицелий способен к дальнейшему распространению и развитию дру-
гих типов спороношения ржавчинных грибов. На нижней стороне листа в пределах пятна дикарио-
тический мицелий формирует следующий тип спороношения – эции с эциоспорами [12, с. 384 –385], 
которые с августа по ноябрь заражают можжевельник, продолжая жизненный цикл патогена [22]. Бес-
симптомный период развития гриба в ветвях можжевельника длится 1,5–3,0 года и заканчивается вес-
ной формированием телий с телиоспорами. То есть зимующей стадией патогена является многолетний 
мицелий [5]. 

Анализ публикаций показывает, что в качестве первичного хозяина для G. sabinae указываются девять ви-
дов можжевельника: в европейских странах – Juniperus sabina L. (можжевельник казацкий), J. virginiana L. 
(можжевельник виргинский), J. chinensis L. (можжевельник китайский), J. × media Melle (можжевель-
ник средний), J.  scopulorum Sarg. (можжевельник скальный), J. exscelsa M. Bieb. (можжевельник древо
видный, или высокий), J. oxycedrus   L. (можжевельник красный); в Узбекистане – J. seravschanica Kom. 
(syn. J. excelsa ssp. seravschanica (Kom.) R. Kam. ex Imch.) (можжевельник зеравшанский) и J. pseudosabina 
Fisch. & C. A. Mey. (syn. J.  turkestanica Kom.) (можжевельник ложноказацкий) [5; 13; 15; 23–25]. Среди 
восприимчивых можжевельников отмечены не только виды, но и многочисленные сорта, использующиеся 
в озеленении. Они также становятся постоянным источником инфицирования грушевых деревьев. Подчерк
нуто, что виды родов Thuja и Chamaecyparis, а также вид J. communis L. (можжевельник обыкновенный) не 
поражаются грушевой ржавчиной [5].

В русскоязычных изданиях по фитопатологии в 1970 – 80-х гг. регионами распространения ржавчи-
ны груши и обусловленных ею больших потерь назывались Молдова, Северный Кавказ и Закавказье, 
южное побережье Крыма, Краснодарский и Ставропольский край, Грузия [14; 25]. На этой террито-
рии были выделены зона высокой вредоносности (1 раз в 2 года поражение составляет 50 –100 %), 
зона средней вредоносности (1 раз в 3 года поражение составляет 30 –50 %) и зона слабой вредонос
ности (1 раз в 5 лет поражение составляет 15–30 %). Севернее Киева на груше ржавчина не наблюда-
лась [12, с. 384 –385]. В настоящее время отмечено распространение заболевания в северном направ-
лении [26] (в частности, в Нечерноземной зоне России), вызвавшее в 2015 г. эпифитотию практически 
на всех сортах груши. Высказано предположение, что эта ситуация связана с изменением климата, рас-
ширением площадей посадок и сортового состава культуры, а также активным использованием в озе-
ленении и ландшафтном дизайне можжевельников – первичных хозяев возбудителя болезни [26; 27].

Информация о ржавчине груши в Беларуси и ее вредоносности в научных публикациях крайне огра-
ниченна. Вместе с тем очевидно, что это новое для территории республики заболевание должно быть 
охарактеризовано. Это даст возможность понять причины его появления, особенности течения болезни 
и перспективы борьбы с ней.

Материалы и методы исследования
Обследование груши и можжевельника для выявления симптомов ржавчины проводилось выборочно 

во всех областях республики на приусадебных и дачных участках, в парках, коллекционных посадках, 
зеленых зонах и лесополосах. Пораженные листья и побеги гербаризировались с регистрацией сорта, 
места и даты сбора. Спороношение исследовали с использованием бинокуляра (Carl Zeiss, Германия) 
и микроскопа Axiolab (Carl Zeiss). С помощью морфометрических методов определяли количественные 
характеристики объектов (выборка 20 –25 листьев). Площадь листьев вычисляли согласно работе [28], 
интенсивность спорообразования на единицу пораженной поверхности – в соответствии с методиче-
скими указаниями [29]. Проращивание эцио- и телиоспор проводили на картофельно-глюкозной среде 
и в капле воды с внесением фрагментов листьев растений-хозяев (хвои можжевельника или листьев 
груши). Искусственное заражение листьев груши осуществляли общеизвестными фитопатологическими 
методами [30, с. 139 –151]. 

Для построения карты распространения ржавчины груши в  дополнение к  гербарным сборам ис-
пользовали сведения портала gbif.org.



76

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;3:73–84
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;3:73–84

Результаты и их обсуждение
Развитие ржавчины на груше. Для Беларуси ржавчина груши – сравнительно новое заболевание. 

В специализированных изданиях по болезням плодовых культур Беларуси в 2008 –2010 гг. [31, с. 39 – 40] 
эта проблема не упоминалась. Лишь начиная с 2013 г. в научных публикациях появляются первые со-
общения о выявлении ржавчины на груше [32–34] и можжевельнике казацком [35], хотя единичные 
симптомы заболевания на груше отмечены автором еще в 2007 г.

Если в предыдущие годы ржавчина незначительно поражала листья груши, то в 2019 –2020 гг. в Бе-
ларуси наблюдалось широкое распространение и интенсивное развитие заболевания (эпифитотия), что 
отмечено также в работе [36, с. 29 – 41]. Наблюдение за фитосанитарным состоянием груши в различ-
ных посадках и естественных местообитаниях показало, что особенно сильно грушевые деревья по-
ражаются ржавчиной на приусадебных и дачных участках, в общественных садах и коллекционных 
посадках областных экоцентров, некоторых селекционных центрах. Симптомы ржавчины отмечены 
также на листьях дикой груши в лесном массиве возле санатория в Волковысском районе Гродненской 
области, на территории которого был высажен можжевельник казацкий. На основе гербарных сборов 
и зарегистрированных мест обитания составлена карта распространения ржавчины груши в Беларуси 
(рис. 1). 

Как видно из рис. 1, в настоящее время заболевание встречается во всех областях республики. 
По наблюдениям автора, симптомы заболевания на груше проявляются через 2–3 недели после цве-

тения на зеленых частях растения (прежде всего на листовых пластинках, черешках, реже на зеленых 
веточках и плодах) в виде довольно крупных округлых пятен ярко-желтого (до оранжевого и пурпур-
ного) цвета, иногда с пурпурной каймой. В 2019 г. яркие пятна были окаймлены полосой отмирающей 
ткани листа (рис. 2, а, б ). Характер окраски, количество и размеры пятен, по-видимому, связаны с сор
том груши (см. таблицу). Средний диаметр пятен колебался в пределах 6 –7 мм, у некоторых сортов 
достигал 10 –20 мм. Количество пятен ржавчины на листе при сильном поражении (в зависимости от 
размеров листовой пластинки) доходило до 105 шт. При средней площади листа 23,2 см2 и наличии 
48 –50 пятен размером 0,42 см2 каждое снижение зеленой фотосинтезирующей поверхности листа со-
ставляло 87– 90 %. 

Рис. 1. Распространение ржавчины груши на территории Беларуси
Fig. 1. Distribution of pear rust on the territory of Belarus
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Со временем на верхней стороне пятен в центре появляются темнеющие при созревании точечные 
спермогонии (пикнии). Центральная часть пятна темнеет, ткани некротизируются (рис. 2, в). В спермо
гониях формируются мелкие гаплоидные спермации. Пятна становятся липкими от сахаристых вы-
делений, привлекающих насекомых. Количество спермогоний, развивающихся на одном пятне, коле-
балось в пределах 50 –75 шт., максимальное значение достигало 90 шт. Скорость развития болезни 
и патогена в годы наблюдения различалась. Так, в 2007 г. на листьях груши сорта Белорусская поздняя 
в течение вегетационного периода наблюдались немногочисленные пятна, спермогонии начинали фор-
мироваться в конце июля и к середине августа были еще незрелыми, светлоокрашенными. В 2019 г. 
массовое поражение груши отмечалось уже в начале июня, к середине июня на листьях груши сорта 
Белорусская поздняя насчитывалось до 55 пятен, спермогонии были сформированы. Пораженные листья 
и завязь начинали массово опадать (рис. 2, г). 

Рис. 2. Симптомы ржавчины на груше: 
а, б – пораженные листья разных сортов; в – пикнии; г – массовая дефолиация;  

д – поражение стебля; е – больной плод с эциями; ж – начало образования эций;  
з, и – зрелые вскрывшиеся эции; к – эциоспоры

Fig. 2. Symptoms of rust on a pear: 
a, b – affected leaves of different varieties; c – picnia; d – mass defoliation; e – damage to the stem;  

f  – diseased fruit with aecia; g – the beginning of the formation of aecia;  
h, i – mature opened aecia;  j – aeciospores
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Степень поражения и интенсивность образования эциоспор на листьях груши
The degree of damage and the intensity of formation of aeciospores on pear leaves

Место сбора Дата Сорт
Среднее  

количество  
пятен на лист, шт.

Средний  
диаметр  

пятна, мм

Интенсивность 
спорообразования, шт./см2

Мозырь 18.08.2019 Чижовская 4 7,0 ± 0,2 1,62 ⋅ 106

Минск, ботанический 
сад БГУ 22.08.2019 Белорусская 

поздняя 11 7,0 ± 0,2 2,75 ⋅ 106

Минск, частный сектор 30.08.2019 Белорусская 
поздняя 45 6,0 ± 0,18 5,04 ⋅ 106

Минск, Центральный 
детский парк имени 
М. Горького

16.09.2019 Неизвестен 24 9,0 ± 0,2 9,05 ⋅ 106

Мозырь 15.09.2019 Чижовская 15 7,0 ± 0,3 3,21 ⋅ 106

Минск, частный сектор 17.09.2019 Белорусская 
поздняя 68 7,0 ± 0,2 15,04 ⋅ 106

На листьях и завязи, оставшихся на дереве, с нижней стороны пятен постепенно формируются группы 
серо-белых конусовидных выростов (эций), в которых находится масса эциоспор размером от 20 × 24 
до 24 × 29 мкм. При созревании эции вскрываются продольно, споры высыпаются (рис. 2, е – и). На опав-
ших листьях, несмотря на наличие пикниоспор, эциостадия не сформировалась.

В данной работе определена интенсивность спорообразования на листьях груши, так как этот по-
казатель характеризует ее инфекционную способность. Как видно из таблицы, на всех сортах груши 
интенсивность спорообразования в эциях велика, что свидетельствует о ее высоком инфекционном по-
тенциале. Сорт Чижовская в настоящем исследовании имел сравнительно меньше инфекционных пятен 
и наименьшее количество эциоспор, что согласуется с данными литературы, где этот сорт характери
зуется как относительно устойчивый к ржавчине [36, с. 29 – 41].

Популярный сорт Белорусская поздняя значительно поражался в разных локалитетах. Различия в сте-
пени поражения сортов груши приведены также в работах [23; 36, с. 29 – 41; 37], при этом иммунных сор
тов авторами не отмечено. Согласно работе [38] абсолютную устойчивость проявляют только межродо-
вые гибриды F1 груши и яблони, груши и рябины обыкновенной, груши и рябины мучнистой, а также 
гибриды F2 груши и рябины обыкновенной.

Необходимо отметить, что, несмотря на сильное поражение листьев, верхушечные почки побегов 
в год эпифитотии сформировали побеги продолжения (годичный прирост), листья которых до конца 
вегетации оставались полностью здоровыми. Очевидно, эти побеги развились уже после окончания ве-
сеннего лёта базидиоспор и периода восприимчивости листьев, который составляет 12 дней [14]. Кроме 
того, данный факт свидетельствует о том, что перезаражение листьев груши в течение лета пикниоспора-
ми с других листьев или эциоспорами не происходит.

Вредоносность ржавчины груши проявилась не только в виде массового опадения листьев (2019), 
но и в отмирании после зимы побегов прироста, а также почек, сформировавшихся в год эпифитотии. 

На рис. 3, а, можно видеть, что в месте прикрепления укороченного побега, листья на котором были 
сильно поражены в прошлом сезоне, образуется своеобразный бородавчатый опробковевший нарост. 
Кроме того, наблюдаются отмирание тканей и высыхание стебля по всем направлениям. В результате 
уже следующей после эпифитотии весной весь годичный прирост оказался отмершим, почки не рас-
пустились (рис. 3, б ).

При вскрытии нароста обнаружены перезимовавшие эциоспоры ржавчины, которые, предположи-
тельно, могли бы участвовать в заражении можжевельника в следующий вегетационный период. Од-
нако прорастить эциоспоры в воде, в капле воды с добавлением хвои можжевельника казацкого и на 
агаризованной среде не удалось.

Поскольку в течение 2019 –2020 гг. автором не найден источник ржавчины на основном хозяине – 
можжевельнике казацком, но при этом обнаружены эциоспоры на перезимовавших побегах груши, была 
предпринята попытка заразить молодые побеги груши перезимовавшими эциоспорами ржавчины. За-
ражения листьев не произошло, что лишний раз доказывает: источником инфекции для груши являются 
только виды можжевельника, на которых образуются телио- и базидиоспоры. Подобный результат под-
твержден и другими исследователями ржавчины груши [4; 39]. В связи с этим говорить о жизнеспо-
собности и инфекционной способности перезимовавших эциоспор мы не можем, хотя сами споры не 
имели значительной деформации. 
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В годы после эпифитотии ржавчины значительно снизилась устойчивость деревьев к другим забо-
леваниям, таким как парша и плодовая гниль. В результате общего ослабления переболевших ржав-
чиной грушевых деревьев произошло массовое отмирание отдельных ветвей и  гибель некоторых 
экземпляров.

Развитие ржавчины на можжевельнике. Можжевельник казацкий известен как основной хо
зяин, наличие которого определяет рaспрострaнение G. sabinae на груше. Только весной 2021 г. авто-
ру удалось наблюдать массовое поражение ржавчиной можжевельника казацкого из разных районов 
Беларуси. 

Ветви можжевельника, пораженные ржавчиной, в местах развития гриба заметно утолщены (рис. 4, а), 
ранней весной на них видны сухие коричневые образования – телии (телейтоложа) (рис. 4, б ). На те
лиях обнаружены два типа перезимовавших двухклеточных яйцевидно-ромбических телиоспор  – 
темные и светлые. Их соотношение было примерно одинаковым (20 темных и 17 светлых телиоспор) 
(рис.  4,  ж). Спровоцировать прорастание перезимовавших телиоспор in  vitro, как и  эциоспор, не 
удалось. 

К середине мая на ветвях и хвое можжевельника казацкого после повышения среднесуточной тем-
пературы с 7,0 до 14,5 °С и влажности воздуха с 66 до 83 % появились обильные ярко-оранжевые 
роговидные выросты длиной до 7– 8 мм (рис. 4, в), представляющие собой столбики телиоспор. Через 
несколько дней выросты преобразились в желеобразную массу, содержащую телиоспоры размером 
от 15 × 40 до 24 × 52 мкм на ослизняющихся гиалиновых ножках (рис. 4, г). Примерно через 10 дней 
после образования на ветвях ярких наростов наблюдалось массовое прорастание вновь образованных 
телиоспор (рис. 4, з, и). 

На рис. 4, з, видно, что как темные, так и светлые телиоспоры образуют четырехклеточные фрагмо-
базидии, т. е. функционально они равноценны. Каждая из двух клеток телиоспор формирует одну фраг-
мобазидию, на которой образуются четыре мелкие округлые базидиоспоры. Интенсивность образования 
телиоспор на можжевельнике казацком составляет 2,1 ⋅ 106 шт. на 1 см2. 

Наряду с формированием фрагмобазидий наблюдалось прорастание телиоспор гифами. Подобное 
явление отмечено также в работе [16]. Вероятно, такой способ прорастания обеспечивает патогену воз-
можность повторного заражения побегов можжевельника дикариотическим мицелием. 

Как видно из полученных данных, и груша, и можжевельник имеют высокий инфекционный по-
тенциал. Отсюда очевидна опасность ржавчины не только для груши, но и для декоративных форм 
можжевельника, в  первую очередь можжевельника казацкого, который наиболее широко исполь
зуется в  озеленении в  Беларуси. Проведенные наблюдения подтвердили гибель растений можже-
вельника казацкого по этой причине (рис. 4, д, е). Ржавчина на других видах можжевельника автором 
не обнаружена. 

Рис. 3. Отмирание побегов груши после эпифитотии 2019 г. и последующей зимы: 
а – отмирающая ветвь груши; б – общий вид дерева весной  

после сильного поражения ржавчиной
Fig. 3. Withering away of pear shoots after epiphytoty in 2019 and subsequent winter: 

a – a dying branch of a pear; b – general view of a tree  
in the spring after a strong rust attack
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Рис. 4. Симптомы ржавчины на можжевельнике казацком: 
а – утолщенная ветвь; б – телейтоложа; в, г – телии с телиоспорами; д, е – отмирающий можжевельник;  
ж – телиоспоры; з – начало прорастания телиоспор; и – образование фрагмобазидий с базидиоспорами

Fig. 4. Symptoms of rust on the Cossack juniper: 
a – thickened branch; b – teleitol; c, d – telia with teliospores; e,  f  – dying juniper; g – teliospores;  

h – beginning of teliospore germination; i – formation of phragmobasidia with basidiospores
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На данный момент в Беларуси в государственный реестр сортов включены декоративные сорта видов 
J. sabina, J. virginiana (с 2011 г. (оба вида)), J. horizontalis, J. squamata, J. chinensis, J. pfitzeriana (Späth) 
P. A. Schmidt (syn. J. × media Melle) (с 2007 г. (все указанные виды)), J. scopulorum (с 2021 г.) [40, с. 87– 88]. 
Из них лишь J. horizontalis и J. squamata не поражаются ржавчиной [5; 39]. Таким образом, достаточно 
длительное выращивание восприимчивых к ржавчине видов можжевельника, вместе с которыми пато-
ген, очевидно, и был занесен в Беларусь, стало причиной инвазии возбудителя заболевания. Результаты 
инвазии особенно сильно проявились на груше, вызвав массовое поражение ржавчиной и ослабление 
деревьев этой традиционной приусадебной культуры (вплоть до ее гибели). Кроме того, они начали 
проявляться на декоративных формах можжевельника. Вместе с тем необходимо подчеркнуть, что на 
тех территориях, где нет посадок можжевельника казацкого, ржавчина на груше отсутствует.

Заключение
Впервые ржавчина груши в Беларуси была отмечена автором в гербарных сборах в 2007 г. (в науч-

ных публикациях упоминается с 2013 г.), а уже в 2019 –2020 гг. наблюдалась эпифитотия этого ново-
го для республики заболевания. Возбудителем ржавчины является базидиальный гриб G. sabinae. 
Причиной инвазии опасного патогена, по-видимому, стало широкое внедрение в практику озеленения 
основного хозяина гриба – можжевельника казацкого, в ветвях которого мицелий ржавчинного гриба 
может сохраняться в течение многих лет. Карта распространения ржавчины груши в Беларуси показы-
вает присутствие патогена во всех областях республики. Установлено, что у груши ржавчина не только 
поражает листья и завязь, вызывая их преждевременное опадение, но и приводит к гибели прироста по
бегов текущего года выше места поражения ржавчиной. Эцио- и телиоспоры сохраняются в перези-
мовавших побегах груши и можжевельника, однако их роль как инфекционных структур не доказана. 
Впервые определена интенсивность спорообразования на листьях груши и побегах можжевельника ка
зацкого, которая свидетельствует о высоком инфекционном потенциале патогена. 

Установлено, что поражение можжевельника казацкого ржавчиной через некоторое время также 
приводит его к гибели. 

Очевидно, оптимальное решение возникшей проблемы состоит в  классическом фитопатологиче-
ском подходе: необходимо разорвать жизненный цикл возбудителя заболевания, постепенно заменив 
в озеленении восприимчивые формы можжевельника на устойчивые, или отказаться от выращивания 
груши на близлежащих территориях. При этом стоит принимать во внимание, что селекция новых 
устойчивых к ржавчине сортов груши является долговременным и дорогостоящим процессом, пока не 
имеющим аналогов, а опрыскивание фунгицидами, которое в определенной степени защищает растения, 
несовместимо с развитием органического земледелия.
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УДК 591.113

ОСМОТИЧЕСКАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ В ГЕМОЛИМФЕ  
МОЛЛЮСКА LYMNAEA STAGNALIS ПРИ ОСТРОЙ  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ГИПЕРГЛИКЕМИИ

А. В. СИДОРОВ1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Установлено, что развитие гипергликемии, сопровождаемой многократным увеличением содержания глюкозы 
в гемолимфе (до 4,0 – 4,5 ммоль/л), не приводит к изменению осмоляльности во внутренней среде Lymnaea. Инку-
бация моллюсков в 100 ммоль/л водном растворе полиэтиленгликоля-200 на протяжении 2 ч вызывает 1,4-кратное 
повышение осмоляльности гемолимфы (до 210 мосмоль/кг) по сравнению с контрольным уровнем.

Ключевые слова: осмоляльность; глюкоза; беспозвоночные.
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HEMOLYMPH OSMOLALITY IN MOLLUSK LYMNAEA STAGNALIS  
DURING ACUTE EXPERIMENTAL HYPERGLYCEMIA

A. V. SIDOROV  a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

It has been established that the development of hyperglycemia, accompanied by a multiple increase in the hemolymph 
glucose content (up to 4.0 – 4.5 mmol/L), doesn’t lead to any significant changes in Lymnaea’ s hemolymph osmolality. 
Incubation of mollusks in 100 mmol/L aqueous solution of polyethylene glycol 200 for 2 h causes a 1.4-fold increase in 
hemolymph osmolality (up to 210 mosmol/kg) compared to the control level.

Keywords: osmolality; glucose; invertebrates.
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Введение
Количественный и качественный состав внеклеточный жидкости напрямую определяет как свойства 

нейронов, так и их способность выполнять свои функции. Оказавшись в интерстициальном пространстве, 
многие из продуктов нормального метаболизма, например глюкоза или различные органические кисло-
ты, начинают выполнять сигнальные функции, непосредственно определяя поведение контактирующих 
с ними клеток [1]. Кроме того, данные соединения изменяют физико-химические свойства внеклеточной 
жидкости (pH, осмолярность), что также обусловливает установление нового функционального состоя-
ния для целой популяции нейронов согласно принципам объемной передачи сигнала [2].

Ранее было показано, что пролонгированная  (2 ч) инкубация моллюсков Lymnaea stagnalis в  вы-
сококонцентрированном (100 ммоль/л) водном растворе глюкозы приводит к примерно 10-кратному 
повышению содержания глюкозы в их гемолимфе, т.  е. развитию острой гипергликемии  [3], это со-
провождается модификацией некоторых форм поведенческой активности и электрических характерис
тик нервных клеток [4]. Однако потенциальные осмотические эффекты, связанные с использованием 
такого высококонцентрированного раствора, учитывая высокую проницаемость покровов моллюска 
для воды, не были приняты во внимание. В связи с этим целью данной работы было оценить характер 
сдвигов осмотической концентрации в гемолимфе L. stagnalis при развитии экспериментальной гипер-
гликемии.

Материалы и методы исследования
В работе использовали моллюсков L. stagnalis, собранных в летний период на территории Минской 

области (мелкие мелиоративные каналы). В лаборатории их содержали в аквариумах (на каждую особь 
приходилось не менее 1 л воды) при температуре (25 ± 1) °С. Смену воды проводили каждые 3 дня. 
Пищей для моллюсков служили листья одуванчика (питание ad libitum).

Животные контрольной группы (Cntr, n = 7) в течение 2 ч находились в 1-литровых аквариумах, наполнен-
ных «чистой» отстоявшейся водопроводной водой. Особи экспериментальных групп (n = 7 для каждой груп-
пы) такое же время содержались в свежеприготовленных водных растворах D-глюкозы (Glu (100 ммоль/л)), 
хлорида натрия (NaCl (50 ммоль/л)) и полиэтиленгликоля-200 (PEG-200 (100 ммоль/л)), подобранных 
таким образом, чтобы достигалось равенство их теоретически рассчитанных осмотических концентраций. 
По окончании инкубации сильной тактильной стимуляцией ноги моллюска вызывали реакцию полного 
втягивания тела, сопровождающуюся выбросом гемолимфы (в среднем объемом около 1 мл).

Содержание глюкозы в гемолимфе определяли глюкозооксидазным методом с применением набо-
ра реагентов компании Анализ Х (Беларусь). Измерения оптической плотности проводили на длине 
волны 500 нм (длина оптического пути 1 см) при температуре 20 °С посредством спектрофотометра 
Cary 50 (Variant  Inc., Австралия). Объем материала для анализа составлял 100 мкл, время инкуба-
ции с реагентом (1 мл) – 30 мин. В качестве стандарта использовали 100 мкл свежеприготовленного 
1 или 5 ммоль/л раствора глюкозы. Оценку осмоляльности пробы производили с помощью осмометра 
Vapro 5600 (Wescor Inc., США). В качестве калибровочного стандарта использовали 100 мосмоль/кг вод
ный раствор сорбитола.
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Все экспериментальные группы (по  7  особей в  каждой) комплектовались животными одинакового 
размерного класса (см. таблицу). Попарное сравнение морфометрических показателей указанных групп 
также не выявило статистически значимых различий между анализируемыми рядами данных ни для 
одной из пар сравнения.

Морфологическая характеристика экспериментальных групп
Morphological characteristics of the experimental groups

Показатели
Экспериментальная группа

Статистика для рядов 
данных группCntr NaCl  

(50 ммоль/л)
PEG-200  

(100 ммоль/л)
Glu  

(100 ммоль/л)

Масса (6,4 ± 0,3) г (5,6 ± 0,3) г (5,9 ± 0,5) г (6,1 ± 0,3) г F (3, 24) = 0,829 12;  
p = 0,490 89

Высота  
раковины (47 ± 1) мм (46 ± 1) мм (45 ± 1) мм (46 ± 1) мм F (3, 24) = 0,951 01;  

p = 0,431 72
П р и м е ч а н и я: 1. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. 2. Статистика для рядов данных групп 

рассчитана с использованием дисперсионного анализа по однофакторной схеме (one-way ANOVA).

Нормальность распределения для каждого ряда экспериментальных данных предварительно оце-
нивали с помощью W-теста Шапиро – Уилка. В случае подтверждения нормальности распределения 
сравниваемых показателей использовали параметрические методы оценки, а именно t-критерий Стью-
дента для независимых пар и дисперсионный анализ по однофакторной схеме (one-way ANOVA). Если 
нормальность распределения показателей не была подтверждена для всех без исключения групп дан-
ных, применяли непараметрические методы, в частности U-критерий Манна – Уитни (Mann – Whitney 
U-test) (z) или Н-тест Крускала – Уоллиса (Kruskal – Wallis ANOVA) при сравнении двух или нескольких 
независимых выборок соответственно. Статистическая обработка результатов проведена посредством 
программы Statistica 6.0. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего (в случае нормального 
распределения) или медиана (верхний; нижний квартили) (в случае непараметрического распределе-
ния). Достоверными считались результаты при уровне значимости p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение
Инкубация моллюсков в экспериментальных растворах приводит к статистически значимому уве-

личению содержания глюкозы в гемолимфе только в случае использования высококонцентрированного 
водного раствора глюкозы (см. рисунок, часть а). Речь идет о примерно 30-кратном возрастании ее со-
держания по сравнению с уровнем глюкозы в контроле или других экспериментальных группах. В то же 
время согласно дисперсионному анализу (one-way ANOVA) различий между оставшимися эксперимен-
тальными группами и контролем не выявлено (F (2, 18) = 2,1; p = 0,151 4), несмотря на отмеченное 
расхождение между данными для растворов NaCl (50 ммоль/л) и PEG-200 (100 ммоль/л). В этом случае 
колебания содержания глюкозы носят умеренный характер (около 40 %), что несопоставимо с таковыми 
при гипергликемии.

Развитие экспериментальной гипергликемии не ассоциируется с изменением осмотической концентра-
ции в гемолимфе L. stagnalis (см. рисунок, часть б ). Эффекты, вызываемые инкубацией моллюсков в высоко
концентрированном растворе глюкозы, согласно дисперсионному анализу (Kruskal – Wallis ANOVA) сопо-
ставимы с эффектами инкубации для контроля и раствора NaCl (50 ммоль/л) (H (2, 21) = 2,6; p = 0,273 5). 
Вместе с тем использование раствора PEG-200 (100 ммоль/л) приводит к почти 1,3–1,4-кратному уве-
личению осмотической концентрации в гемолимфе по сравнению с таковой как в контроле, так и в дру-
гих экспериментальных группах.

Осмотическая концентрация в гемолимфе L. stagnalis обычно составляет 130 мосмоль/кг, хотя от-
клонения этого показателя в разные стороны тоже хорошо задокументированы [5], не говоря уже о су-
щественном превышении данного уровня у других групп беспозвоночных, например насекомых [6]. 
Именно такое ее расчетное значение определяется и для гемолимфозамещающего раствора Рингера, 
используемого при работе с препаратами изолированной нервной системы прудовика [7]. С этих по-
зиций прирост осмотической силы, вызываемый увеличением содержания глюкозы в гемолимфе при 
развитии экспериментальной гипергликемии, составляет всего около 4 –5 % (4 –5 мосмоль/кг) к базаль-
ному уровню. Следовательно, наблюдаемые при этом изменения поведения моллюсков, электрической 
активности их нейронов обусловлены действием глюкозы и не связаны с осмотическими эффектами от 
ее присутствия во внеклеточной жидкости. 
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Известно, что возрастание осмотической силы гемолимфы (до 160 –190 мосмоль/кг) приводит к огра-
ничению синтеза и накоплению пептидных гормонов, т. е. регулирует активность нейросекреторных кле-
ток (dark green cells) центральных нервных ганглиев Lymnaea [8], в том числе вовлеченных в контроль 
процессов размножения и  роста у  прудовика  [9]. С  этой точки зрения факт несколько повышенной 
(150 –160 мосмоль/кг) осмоляльности гемолимфы, отмечаемый в проведенных экспериментах, получает 
удовлетворительное объяснение: новые кладки яиц на стенках аквариумов, используемых для постоян
ного содержания опытных животных, наблюдались практически постоянно. Полученные результаты 
также свидетельствуют о том, что использование водорастворимых неионных полимеров (полиэтилен-
гликоли) с небольшой молекулярной массой может быть эффективным для моделирования состояния 
гиперосмолярности и вызываемых ею эффектов у водных беспозвоночных.
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Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов 2-й ступени выс-
шего образования специальностей 1-31 80 01 «Биология», 1-31 80 12 «Микробиология». Содержание 
ЭУМК посвящено описанию обитающих в разнообразных экологических нишах различных групп экст
ремофильных микроорганизмов, разбору механизмов адаптации микроорганизмов к  экстремальным 
условиям окружающей среды, применению экстремофильных микроорганизмов и их биологически 
активных веществ в различных областях деятельности человека.

УДК 602.6:579.8(075.8)+602.3:579.8(075.8)
Селекция продуцентов [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 1-31 01 01 
«Биология (по направлениям)», направление спец. 1-31 01 01-03 «Биология (биотехнология)» / БГУ ; сост. 
Е. А. Храмцова. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 101 с. : ил. Библиогр.: с. 100 –101. Режим до-
ступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/281750. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 21.06.2022, № 006921062022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», направления специальности 1-31 01 01-03 «Биология (био-
технология)» биологического факультета Белорусского государственного университета. Содержание 
ЭУМК предполагает изучение следующих вопросов: принципов подбора исходного объекта для селек-
ции, получения продуцентов с помощью мутагенеза in vivo и in vitro, способов генетического конструи
рования in vivo и  in vitro, оптимизации экспрессии чужеродных генов в микроорганизмах, селекции 
продуцентов первичных и вторичных метаболитов. 

УДК 581.524.2(075.8)
Буга С. В. Инвазионная биология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 
1-31 01 01 «Биология», профилизация «Функциональная биология» / С. В. Буга, В. Н. Тихомиров ; БГУ. 
Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 55 с. Библиогр.: с. 53–55. Режим доступа: https://elib.bsu.
by/handle/123456789/281790. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 21.06.2022, № 007021062022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 01 «Биология», профилизация «Функциональная биология». Содержание ЭУМК предполагает 



формирование у обучаемых целостного представления о проблеме неконтролируемых биологических 
инвазий как одной из основных проблем современности, особенностях ее преломления применительно 
к ситуации в Беларуси. Дисциплиной предусмотрено выполнение практических работ, направленных 
на овладение комплексом знаний и умений для решения научно-теоретических и прикладных задач 
в области инвазионной биологии.

УДК 579.083.13(075.8)
Василенко С. Л. Культивирование микроорганизмов [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. 
комплекс для спец. 1-31 01 03 «Микробиология» / С. Л. Василенко, В. В. Лысак ; БГУ. Электрон. тек-
стовые дан. Минск : БГУ, 2022. 88 с.  : ил. Библиогр.: с. 88. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/ 
123456789/282401. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 24.06.2022, № 007324062022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов 1-й ступени выс-
шего образования специальности 1-31 01 03 «Микробиология». Содержание ЭУМК посвящено изуче-
нию основных направлений и возможностей культивирования и поддержания микроорганизмов раз-
личных таксономических групп; способов и разных систем культивирования; принципов составления 
питательных сред и оснащения лабораторий и промышленного производства; актуальности использо-
вания и роли культур микроорганизмов в технологическом процессе при производстве биологически 
активных веществ; применению их в различных областях биологии, медицины и сельского хозяйства.

УДК 614.8(075.8)
Безопасность жизнедеятельности человека [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс 
для спец. 1-31 04 01-02 «Физика (производственная деятельность)» / БГУ ; сост.: О. Д. Бичан, Л. К. Ге-
расимова. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 185 с. : ил. Библиогр.: с. 178–185. Режим доступа: 
https://elib.bsu.by/handle/123456789/283569. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 05.07.2022, № 007805072022.

Электронный учебно-методический комплекс содержит набор материалов, которые используются 
в учебном процессе: учебную программу, учебные пособия, включающие лекционный и практический 
материал по дисциплине, тематику и планы семинарских и практических занятий, теоретические во-
просы и тесты для контроля знаний, темы для написания рефератов, вопросы для подготовки к зачету, 
список рекомендуемой литературы.

УДК 502.172(476-751.2)(075.8)
Нестерова О. Л. Особо охраняемые природные территории [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-
метод. комплекс для спец. 1-33 01 01 «Биоэкология» / О. Л. Нестерова ; БГУ. Электрон. текстовые дан. 
Минск : БГУ, 2022. 100 с. Библиогр.: с. 99–100. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/283575. 
Загл. с экрана. Деп. в БГУ 05.07.2022, № 007905072022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-33 01 01 «Биоэкология», включает в себя разделы: теоретический, контроля знаний и вспомогательный, 
содержащий учебно-программные материалы и список рекомендованной литературы. ЭУМК «Особо ох-
раняемые природные территории» предполагает изучение общих вопросов, касающихся охраны при-
роды в нашей стране и законодательной базы ООПТ. Специальные разделы посвящены характеристике 
важнейших охраняемых природных территорий Беларуси.

УДК 612(075.8)
Физиология человека и животных [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец.: 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», 1-31 01 01-01 «Биология (научно-производственная деятель-
ность)», 1-31 01 01-02 «Биология (научно-педагогическая деятельность)», 1-33 01 01 «Биоэкология», 
1-31 01 02 «Биохимия», 1-31 01 03 «Микробиология» / БГУ ; сост.: А. Г. Чумак [и др.]. Электрон. тек-
стовые дан. Минск : БГУ, 2022. 193 с. : табл. Библиогр.: с. 192–193. Режим доступа: https://elib.bsu.by/
handle/123456789/283702. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 06.07.2022, № 008206072022.

Содержание электронного учебно-методического комплекса направлено на овладение студентами 
основами знаний в области физиологии человека и животных.
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