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Ю. Н. Куницкая, Т. А. Кочеткова, Е. А. Коваленко, Е. Н. Голубева, П. М. Булай,  
П. Г. Молчанов, А. А. Денисов, Т. Н. Питлик, С. Н. Черенкевич

Белорусский государственный университет, Минск, Республика Беларусь

ПРОЛИФЕРАТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ И МЕМБРАННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ  
КЛЕТОК ЛИНИЙ С6 И HELA ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ  

В УСЛОВИЯХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ СТИМУЛЯЦИИ

Исследовано влияние долговременной электрической стимуляции на функциональные свойства клеток в куль- 
туре. В работе использованы клетки глиомы крысы линии С6 и клетки аденокарциномы шейки матки линии HeLa. 
Стимуляцию проводили на протяжении 12 ч однородным электрическим полем с частотой 10 Гц. Для измерения ве-
личины равновесного трансмембранного потенциала применяли метод пэтч-кламп, пролиферативную активность 
оценивали по изменению числа клеток относительно их числа в контрольном образце. 

Показано, что электрическая стимуляция вызывает изменение равновесного трансмембранного потенциала 
клеток, что приводит к последующему изменению их пролиферативной активности. Выявлено, что деполяризация 
плазматической мембраны усиливает пролиферативную активность клеток, в то время как гиперполяризация 
замедляет. Установлено, что конечный результат зависит как от параметров электрического поля, так и от типа клеток. 
Таким образом, наблюдаемый эффект связан с активацией потенциал-зависимых ионных каналов, приводящей  
к изменению времени прохождения клеткой определенной фазы клеточного цикла. Полученные результаты могут 
быть использованы для разработки методов клеточной инженерии.

Ключевые слова: культура клеток, HeLa, С6, электрическая стимуляция, пролиферативная активность, мем-
бранный потенциал.

Y. Kunitskaya, T. Kochetkova, E. Kavalenka, E. Golubeva, P. Bulai, P. Molchanov,  
A. Denisov, T. Pitlik, S. Cherenkevich

Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus

PROLIFERATIVE ACTIVITY AND MEMBRANE POTENTIAL OF C6  
AND HELA CELL LINES IN CULTURE UNDER ELECTRICAL STIMULATION 

The influence of long-term electrical stimulation on the functional properties of cells in culture was investigated. C6 rat 
glioma cells and HeLa human adenocarcinoma cells were used in this work. Stimulation was carried out with uniform electric 
field for 12 hours with the train of pulses at a frequency of 10 Hz. Measurements of membrane potential were conducted using 
patch-clamp technique; the proliferative activity was evaluated by cell counting relative to control sample.

It was shown that electrical stimulation causes a change in membrane potential of the cells and subsequent changes  
in their proliferative activity. It was established that membrane depolarisation increases proliferative activity whereas hyper-
polarization decreases it. It was established that the effect depends on the parameters of the electric field and the type of cells. 
The observed effect is associated with activation of potential-dependent ion channels, resulting in changes of the specific 
phase duration in the cell cycle. The obtained results can be used in development methods of cell engineering.

Keywords: cell culture, HeLa, C6, electrical stimulation, proliferative activity, membrane potential.

Введение. Стремительное развитие современных клеточных технологий требует создания 
новых и эффективных методов управления пролиферативной активностью клеток. Существуют 
не только биохимические, но и физические способы регуляции клеточной пролиферации, среди 
которых особое место занимает электрическая стимуляция [1]. К настоящему времени выявлена 
связь между величиной равновесного трансмембранного потенциала и фазами клеточного цикла 
[2, 3]. Следовательно, воздействие на трансмембранный потенциал может привести к изменению 
пролиферативной активности клеток. Таким образом, актуальными являются задачи исследо- 
вания и разработки методов регуляции клеточного цикла с применением электрической стимуляции.

Как известно, электрическая стимуляция клеток позволяет активировать экспрессию генов  
в клетках [4], индуцировать пролиферацию и дифференцировку клеток [5], а также запускать 
апоптоз [6]. Установлено, что характер и эффект электрической стимуляции существенно зависят 
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от параметров действующего поля, таких как напряженность поля, длительность воздействия  
и число стимулирующих импульсов в трейне. В ряде работ показано, что при действии электри- 
ческого поля (импульсы длительностью 2 мс, частотой 1 Гц и амплитудой 300 В/м) увеличивается 
подвижность клеток и повышается экспрессия аденозиновых рецепторов типа A2b [7]. Действие 
электрического поля напряженностью 75–100 В/м способствует переориентации клеток в прост- 
ранстве, изменению их морфологии и ускорению миграции, что сопровождается активацией 
VEGF-рецепторов [8]. Действие электрического поля напряженностью 200 В/м в течение 60 мин 
приводит к снижению эластичности мембран клеток [9].

Несмотря на наличие литературных данных о действии электрического поля на клетки в пе-
риод культивирования, закономерности изменения их морфофункциональных свойств в боль-
шинстве работ не выявлены. Отсутствие информации о механизмах регуляции функционально-
го состояния клеток не позволяет разрабатывать протоколы электрической стимуляции для на-
правленной регуляции их функциональной активности. 

Цель данной работы – изучение влияния электрической стимуляции на пролиферативную 
активность и равновесный трансмембранный потенциал клеток на примере линий С6 и HeLa.

Материалы и методы исследования. Клетки линий С6 и HeLa культивировали в среде 
DMEM (питательная среда Игла в модификации Дульбекко, Sigma, СШA), содержащей 10 % эмб- 
риональной бычьей сыворотки (Bioclot, Германия) и 80 мкг/мл гентамицина. Культивирование 
клеток проводили в атмосфере 5 % СО2 при 37 оС.

Электрическое поле формировали с помощью платиновых электродов, подключенных к про- 
граммируемому источнику питания. Электроды помещали непосредственно в чашки Петри. 

Все измерения осуществляли в течение 2 ч после окончания стимуляции.
Равновесный трансмембранный потенциал измеряли при комнатной температуре (21–23 оС)  

с помощью метода пэтч-кламп в режиме фиксации токов при использовании усилителя EPC-8 
(Heka Elektronik, Germany). Применяли стеклянные капилляры из боросиликатного стекла 
(Sutter Instrument, США) с сопротивлением 1–2 МОм, изготовленные при помощи пуллера Р-97 
(Sutter Instrument, СШA). В качестве внеклеточного буферного раствора использовали питатель- 
ную среду DMEM. Внутриэлектродный раствор для клеток линии С6 содержит (в ммоль/л): 
калиевую соль L-аспарагиновой кислоты – 120, NaCl – 10, MgCl2 – 5, ЭДТА – 10, HEPES – 5, 
CaCl2 – 1; внутриэлектродный раствор для клеток линии HeLa содержит (в ммоль/л): калий-D-
глюконат – 130, KCl – 10, MgCl2 – 5, ЭДТА – 0,6, HEPES – 5, CaCl2 – 0,06.

Жизнеспособность клеток оценивали с помощью 0,4 %-ного раствора красителя трипанового 
синего. Пролиферативную активность клеток рассчитывали по формуле N∙100 %/N0, где N – 
число клеток в исследуемом образце, N0 – число клеток в контроле. Для подсчета клеток 
использовали программу Cell^D Soft Imaging System (Olympus Soft Imaging Solution GmbH, 
Германия). 

Статистическую значимость отличий (P) определяли с помощью t-критерия Стьюдента. 
Результаты и их обсуждение. Для проведения электрической стимуляции использовали 

однородное переменное электрическое поле (рис. 1, а). Электрическую стимуляцию начинали 
через 8 ч после высевания клеток в чашки Петри. Длительность стимуляции составляла 12 ч. 
Использовали несколько режимов электрической стимуляции с разной напряженностью элек-
трического поля (6,6 и 20 В/м) и разным числом стимулирующих импульсов в трейне (1, 3  
и 5 импульсов). Длительность стимулирующих бифазных симметричных импульсов составляла 
2 мс, частота следования трейнов – 10 Гц (рис. 1, b).

Показано, что при электрической стимуляции жизнеспособность клеток существенно не 
меняется и остается на уровне 80–90 %.

Выявлено, что стимуляция клеток линии С6 электрическим полем различной напряженности 
приводит к изменению величины равновесного трансмембранного потенциала относительно 
потенциала контрольного образца (деполяризация или гиперполяризация плазматической 
мембраны), как показано на рис. 2, b. При неизменной напряженности внешнего поля значение 
трансмембранного потенциала стремится к значению –50 мВ при увеличении числа стиму- 
лирующих импульсов. Также установлено, что увеличение числа стимулирующих импульсов 
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при неизменной напряженности поля сопровождается повышением пролиферативной активности 
до 110 % по сравнению с контролем (рис. 2, а). Таким образом, показано, что эффект действия 
электрического поля на равновесный трансмембранный потенциал и, следовательно, на пролифе- 
ративную активность клеток линии С6 нивелируется при увеличении числа стимулирующих 
импульсов в трейне.

Для клеток линии HeLa статистически значимое отличие (Р ≥ 90 %) величины равновесного 
трансмембранного потенциала и числа жизнеспособных клеток от контрольного образца обна- 
ружено при стимуляции полем напряженностью 20 В/м. Воздействие внешним электрическим 
полем напряженностью 20 В/м приводит к деполяризации плазматической мембраны и повы- 
шению пролиферативной активности клеток, при этом с увеличением числа стимулирующих 
импульсов в трейне отмечаются гиперполяризация мембраны (трансмембранный потенциал 
стремится к значению –50 мВ) (рис. 3, b) и снижение пролиферативной активности (рис. 3, a). 
При меньшей напряженности поля (6,6 В/м) статистически значимых отличий трансмембранного 
потенциала и пролиферативной активности клеток относительно параметров контрольного 
образца не обнаружено.

Рис. 1. Электрическая стимуляция: a – схема проведения; b – параметры (A – амплитуда стимулирующего 
импульса, τ – длительность импульса, f – частота следования трейнов; n – количество импульсов в трейне)

Fig. 1. Electrical stimulation: a – scheme; b – parameters (A – amplitude of the stimulating pulse, τ – pulse duration,  
f – frequency of the train; n – number of pulses in the train)

                                               a                                                                                 b

Рис. 2. Изменение пролиферативной активности (a) и мембранного потенциала (b) клеток линии С6  
(* – P ≥ 95 %, ** – P ≥ 90 %, *** – P ≥ 80 %, # – P ≥ 75 %)

Fig. 2. Change of proliferative activity (a) and membrane potential (b) of the C6 cell line  
(* – P ≥ 95 %, ** – P ≥ 90 %, *** – P ≥ 80 %, # – P ≥ 75 %)
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В настоящее время имеется большое число литературных данных об участии потенциал-
зависимых K+- и Ca2+-каналов, а также Cl–-каналов в регуляции пролиферации и миграции мно-
гих типов клеток [10]. Известно, что в мембранах клеток линий HeLa и C6 содержится большое 
число K+-, Са2+-каналов, Ca2+-зависимых калиевых каналов [11–14], а также Na+- и Cl–-каналов 
[15]. Известно, что в ходе клеточного цикла происходит изменение мембранного потенциала.  
В фазе G1 начинается гиперполяризация мембраны клетки, обусловленная увеличением калие-
вой проницаемости мембраны за счет увеличения экспрессии K+-каналов. В фазе G2 происходит 
деполяризация [3] за счет увеличения проницаемости мембраны для ионов хлора вследствие 
усиления экспрессии хлорных каналов. Изменение мембранного потенциала является либо след-
ствием нахождения клетки в той или иной стадии цикла, либо причиной изменения скорости 
прохождения клеткой отдельных фаз. Таким образом, ускорение или замедление наступления 
следующей фазы клеточного цикла может регулироваться трансмембранным потенциалом.

При стимуляции одиночными импульсами с малой напряженностью электрического поля 
деполяризация мембраны обусловлена активацией Na+-каналов. Характерное время активации 
данных ионных каналов составляет от 1 до 2 мс, что соответствует длительности одиночных 
стимулирующих импульсов. Активация Na+-каналов (и их последующее открытие) приводит  
к поступлению ионов натрия внутрь клетки и к постепенной деполяризации мембраны. Деполя- 
ризация мембраны ускоряет наступление фазы G2, что способствует увеличению пролифератив-
ной активности. Увеличение напряженности электрического поля до 20 В/м при стимуляции 
одиночными импульсами сопровождается гиперполяризацией мембраны, вызванной активацией 
K+-каналов. Несмотря на более медленную активацию ионных каналов данного типа (~10 мс), 
даже небольшое увеличение калиевой проводимости приводит к гиперполяризации мембраны, 
так как количество K-каналов в исследуемых клетках значительно превышает количество Na+-ка- 
налов. При гиперполяризации мембраны наступление фазы G2 замедляется и пролиферативная 
активность снижается.

При увеличении числа стимулирующих импульсов величина мембранного потенциала при- 
ближается к значению –50 мВ (эффекты стимуляции нивелируются). Данное явление обусловлено 
повышением концентрации ионов кальция в цитоплазме вследствие увеличения длительности 
стимулирующих трейнов [16], что вызывает активацию кальций-зависимых хлорных каналов  
и/или усиление экспрессии хлорных каналов [17–19]. Увеличение хлорной проводимости мем- 
браны приводит к восстановлению мембранного потенциала до контрольных значений.

                                                           a                                                                                 b
Рис. 3. Изменение пролиферативной активности (a) и мембранного потенциала (b) клеток линии HeLa  

(* – P ≥ 95 %, ** – P ≥ 90 %, *** – P ≥ 80 %, # – P ≥ 75 %)

Fig. 3. Change of proliferative activity (a) and membrane potential (b) of the HeLa cell line  
(* – P ≥ 95 %, ** – P ≥ 90 %, *** – P ≥ 80 %, # – P ≥ 75 %)
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Для клеток линии HeLa изменения мембранного потенциала наблюдали при бόльших значе-
ниях напряженности, чем для клеток линии С6, что может быть обусловлено различием их раз-
меров. Известно, что степень деполяризации клеточной мембраны в электрическом поле зависит 
от линейных размеров клеток [20].

Заключение. Установлено, что усиление пролиферативной активности клеток наблюдается 
при деполяризации плазматической мембраны, в то время как гиперполяризация приводит к за-
медлению скорости пролиферации. Показано, что увеличение как числа стимулирующих им-
пульсов, так и напряженности электрического поля вызывает гиперполяризацию плазматиче-
ской мембраны. При увеличении числа стимулирующих импульсов эффект электрической сти-
муляции нивелируется, что характерно для обеих клеточных линий. Таким образом, схожий 
характер клеточного отклика на действие электрического поля для обоих типов клеточных куль-
тур свидетельствует об универсальном характере описанных механизмов.
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ДИНАМИКА И ПРОГНОЗ РАЗВИТИЯ МЕТАПОПУЛЯЦИЙ МХА  
NECKERA PENNATA В БЕЛАРУСИ

С целью изучения на территории Беларуси устойчивости, особенностей динамики и составления прогноза 
развития метапопуляций эпифитного мха Neckera pennata Hedw., включенного в Красную книгу Республики Бела- 
русь, а также охраняемого в Европе, исследована динамика 6 метапопуляций данного вида. Подтверждено влияние 
таких параметров, как диаметр ствола, угол наклона деревьев, глубина трещин коры, на относительное покрытие 
данного мха и его средний годовой прирост. Выявлены оптимальные значения данных параметров для роста  
N. pennata. Предложены коэффициент оптимальности для каждой метапопуляции, вычисление которого дает воз-
можность количественно прогнозировать ее развитие, а также показатель зависимости прироста от параметров де-
ревьев-хозяев, обилия и меры связанности – Ri, между которыми выявлена сильная корреляция. Установлена нели-
нейная зависимость среднего относительного годового прироста от Ri по отдельным видам деревьев. Проведенные 
исследования позволили сделать более точный прогноз развития метапопуляций N. pennata на ближайшие два года.

Ключевые слова: Neckera pennata, параметры деревьев-хозяев, нелинейная зависимость, коэффициенты опти- 
мальности, средний балл состояния метапопуляций, прогноз.

A. V. Levkovich, O. M. Maslovsky

V. F. Kuprevich Institute of Experimental Botany of the National Academy of Sciences of Belarus,   
Minsk, Republic of Belarus

METAPOPULATION DYNAMICS AND PROGNOSIS OF DEVELOPMENT  
OF THE MOSS NECKERA PENNATA IN BELARUS

For the investigations on the territory of Belarus of stability, dynamics and making prognosis of development of meta-
populations of the epyphitic moss Neckera pennata Hedw., included in the Red Data Book of Belarus and also protected  
in Europe, the dynamics of six metapopulations of this species was studied. The influence of such parameters as tree trunk 
diameter, tree inclination, and depth of bark crevices on the relative cover of this moss and its average annual increase was 
confirmed. The optimal values of these parameters for the growth of N. pennata were revealed. The coefficient of optimality 
for every metapopulation, which estimation gives possibility to predict quantitatively its development, and also the factor  
of dependence of increase on the parameters of host trees, ability and connectivity – Ri, between which strong correlation was 
revealed, were proposed. Non-linear dependence of the average relative annual increase on Ri for the separate tree species was 
established. The investigations enabled to do more accurate prognosis of the development of N. pennata metapopulations  
in the next two years.

Keywords: Neckera pennata, parameters of host trees, non-linear dependence, coefficients of optimality, average point  
of state of metapopulations, prognosis.

Введение. Эпифитные мхи представляют собой специфическую экологическую группу 
организмов, поселяющихся на коре живых деревьев. Многие из них являются редкими видами, 
нуждающимися в соблюдении специального режима охраны. В связи с этим актуальным явля- 
ется изучение динамики и пространственной структуры популяций видов данной группы с целью 
оценки их состояния, устойчивости и прогноза развития.

Несмотря на то что к настоящему времени достаточно хорошо известны подходы к изучению 
популяций видов сосудистых растений [1–4], целостная методология популяционных исследо-
ваний видов эпифитных мхов в Беларуси разработана недостаточно. Основой такой методологии 
может стать предложенный в Европе в конце XX в. и активно применяемый в настоящее время 
метапопуляционный подход, учитывающий особую структуру популяций таких организмов  
и позволяющий прослеживать их динамику и делать прогноз развития [5].

© Левкович А. В., Масловский О. М., 2017
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При общем подходе метапопуляция – это совокупность дискретных (или относительно дис- 
кретных) в пространстве локальных популяций, взаимодействующих друг с другом вследствие 
расселения диаспор или генетического потока [6]. Обычно в качестве метапопуляции выступает 
комплекс локальных популяций того или иного вида в пределах ландшафта, крупного лесного 
массива и т. п.

Многие эпифитные мхи приурочены к отдельным деревьям, окруженным неподходящим для 
расселения пространством. Деревья-хозяева часто рассредоточены на территории, и расстояние 
между ними может быть довольно велико. В связи с этим для эпифитов в качестве локальной 
популяции нами принимается группа непосредственно взаимодействующих особей, поселяю- 
щихся на одном дереве, тогда как метапопуляция – это комплекс локальных популяций эпифитов 
в пределах фитоценоза. Сходного подхода придерживаются Tord Snäll, Johan Ehrlén и Håkan 
Rydin [7].

Исходя из особенностей развития и распределения эпифитов, их приуроченности к деревьям-
хозяевам, оптимальным подходом к изучению таких видов является метапопуляционный. Именно 
он наилучшим образом позволяет оценить состояние и устойчивость вида и смоделировать его 
существование на определенной территории. Некоторые выявленные закономерности впослед- 
ствии могут быть применены и при изучении популяций видов сосудистых растений.

Цель исследования – изучение на основе метапопуляционного подхода с использованием 
методов математического моделирования состояния и устойчивости популяций охраняемого 
эпифитного мха Neckera pennata Hedw. на территории Беларуси, оценка динамики их развития  
и составление прогноза этого развития.

Объекты и методы исследования. В качестве объекта исследования выбран мох Neckera 
pennata Hedw. – приуроченный в основном к подзоне широколиственных лесов неморальный 
вид, распространенный в Европе, Азии, Северной и Южной Америке, Австралии и Африке, од-
нако встречающийся спорадически и резко сокращающий численность. N. pennata относится  
к видам, находящимся под угрозой исчезновения в Европе, подлежит охране согласно Приложе- 
нию I к Бернской конвенции, а также Красной книге мохообразных Европы (категория vulnerable) [8]. 
В Беларуси имеет 4-ю категорию охраны (потенциально уязвимый вид) [9]. Включен в красные 
книги Австрии, Великобритании, Чехии, Финляндии, Германии, Швейцарии, Швеции, Литвы, 
Латвии, Венгрии, Польши, Словакии, Португалии, Болгарии, Черногории, Румынии, Сербии,  
а также ряда регионов Российской Федерации [10].

В Беларуси вид встречается спорадически во всех административных областях (Брестская обл.: 
Березовский, Дрогичинский, Ивановский, Ивацевичский, Каменецкий, Ляховичский, Малорит- 
ский, Пружанский р-ны; Витебская обл.: Бешенковичский, Браславский, Докшицкий, Лепельский, 
Миорский, Толочинский, Шумилинский р-ны; Гомельская обл.: Буда-Кошелевский, Житкович- 
ский, Лельчицкий, Мозырский, Светлогорский р-ны; Гродненская обл.: Волковысский, Гроднен- 
ский, Зельвенский, Ивьевский, Островецкий, Ошмянский, Сморгонский р-ны; Минская обл.: 
Борисовский, Вилейский, Воложинский, Дзержинский, Копыльский, Любанский, Минский, Моло- 
дечненский, Мядельский, Пуховичский, Стародорожский, Столбцовский, Узденский, Червенский 
р-ны; Могилевская обл.: Горецкий, Осиповичский р-ны [9, с дополнениями]) (рис. 1). 

Во время полевых экспедиций 2007–2009 гг. нами выявлено 5 новых популяций N. pennata [11], 
а с 2010 по 2016 г. – еще 31 новая популяция в Каменецком (окр. г. п. Каменюки), Бешенковичском 
(окр. д. Лаппы), Браславском (2 популяции в окр. д. Ахремовцы в парке Бельмонт), Докшицком 
(окр. д. Коляги), Шумилинском (окр. д. Глушица, 2 популяции в окр. д. Заручевье), Светлогорском 
(окр. д. Ковчицы 2-е), Волковысском (2 популяции в окр. д. Замковая), Гродненском (2 популяции 
в окр. д. Бушнево), Зельвенском (окр. д. Вороничи), Ивьевском (окр. д. Шильвы, 2 популяции  
в окр. д. Петухово), Сморгонском (окр. д. Попелевичи), Борисовском (окр. д. Манча), Дзержин- 
ском (окр. пос. Энергетиков), Копыльском (окр. д. Васильчицы), Любанском (окр. д. Калиновка, 
окр. д. Аточка), Минском (2 популяции в окр. д. Околица), Мядельском (окр. д. Шеметово,  
окр. д. Мельники), Пуховичском (окр. д. Чирвоный Берег), Стародорожском (3 популяции в окр. 
д. Застаричье) районах. Всего в Беларуси насчитывается 69 популяций N. pennata.
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При проведении исследований нами изучена пространственная структура и динамика 6 мета- 
популяций N. pennata: 1) Могилевская область, Осиповичский р-н, Жорновская эксперименталь- 
ная лесная база, окр. д. Дуброва, 0,9 км к СВ, елово-грабовая дубрава кисличная, площадь 
размещения деревьев-хозяев 6450 м2 (2007–2015) (Жорновка-1); 2) окр. д. Дуброва, 0,9 км к В, кле- 
ново-грабовая дубрава, площадь размещения деревьев-хозяев 410 м2 (2009–2015) (Жорновка-2); 
3) окр. д. Дуброва, 1,3 км к В, кленово-грабовая дубрава, площадь размещения деревьев-хозяев 
10 000 м2 (2009–2015) (Жорновка-3); 4) окр. д. Дуброва, 0,6 км к В, кленово-грабовая дубрава, 
площадь размещения деревьев-хозяев 1400 м2 (2009–2015) (Жорновка-4); 5) Витебская область, 
Браславский р-н, окр. д. Милашки, 2,8 км к ЮЗЗ, лес Бельмонт, кленовник березово-осиново- 
снытевый, площадь размещения деревьев-хозяев 2850 м2 (2007–2013) (Бельмонт); 6) Брестская 
область, Ляховичский р-н, окр. д. Липск, 2,8 км к СЗ, елово-грабовая дубрава кисличная, пло-
щадь размещения деревьев-хозяев 24 050 м2 (2008–2010) (Ляховичи).

При исследовании метапопуляций N. pennata составлялась картосхема расположения дере- 
вьев-хозяев, занятых мхом (форофитов [12]), и потенциальных деревьев-хозяев. В качестве 
подходящих для поселения N. pennata рассматривались деревья, у которых диаметр ствола на 
уровне груди составлял не менее 10 см. Расстояние между деревьями считали расстоянием меж-
ду локальными популяциями в пределах метапопуляции.

При проведении исследований сбор данных осуществляли с целью построения обобщенной 
нелинейной модели для расчета вероятности колонизации/вымирания, учитывающей так назы- 
ваемую меру связанности между участками и включающую нелинейные параметры [7]:

Рис. 1. Местонахождения N. pennata в Беларуси (по [9], с дополнениями)

Fig. 1. Locations of N. pennata in Belarus (by [9], with additions)
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где биномиальный параметр Ci – вероятность колонизации для i-го дерева; xim – значение m-й 
локальной переменной, которая, как предполагается, влияет на Ci; βm – регрессионный параметр.

Второй член уравнения, произведение связанности Si и регрессионного параметра β, учиты-
вает отношение между Ci i-го дерева и встречаемостью эпифита на окружающих деревьях ( j). 
Переменная pj = 1, если N. pennata встречается на дереве j; в ином случае pj = 0. Влияние каждого 
окружающего дерева j, являющегося потенциальным источником колонизации, выражается лог- 
нормальной функцией расстояния dij (в метрах) между деревьями i и j. Скорость разрушения 
участка контролируется показателем α, который можно определить, исходя из полученных дан-
ных. Abj – относительное покрытие мха на j-м дереве. Степень γ сопоставляет относительное 
покрытие со скоростью эмиграции.

Для каждого форофита определяли следующие параметры [7]: вид дерева; диаметр ствола 
(на высоте 1,3 м), см; глубину трещин коры (на высоте 50 см над уровнем земли), мм; живое 
дерево или мертвое (0 или 1); угол наклона ствола дерева, град.; относительное покрытие мха 
(локальное обилие), см2. Относительное покрытие N. pennata на форофите определяли на участке 
ствола площадью 35×35 см (1225 см2), при этом выбирали участок с максимальным покрытием. 
Для точного определения локального обилия использовали цифровую фотосъемку с последую-
щей компьютерной обработкой фотографий [11].

Результаты и их обсуждение. Каждая метапопуляция N. pennata характеризовалась опреде- 
ленным количеством элементов (локальных популяций). Максимальным оно было в метапопу- 
ляции Бельмонт (32 популяции) и Жорновке-1 (26), минимальным – в метапопуляции Жорновка-4 
(2 популяции), небольшим – в Жорновке-2 и Жорновке-3 (соответственно 4 и 8 локальных попу- 
ляций). В метапопуляции Ляховичи насчитывалось 16 локальных популяций. 

Рис. 2. Динамика изменения проективного покрытия локальных популяций N. pennata  
(номера 1–26) в метапопуляции Жорновка-1

Fig. 2. Dynamics of change of projective cover of local populations of N. pennata  
(numbered 1–26) in the metapopulation Zhornovka-1
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В каждой метапопуляции наблюдалось нелинейное годовое изменение площади на отдельных 
деревьях. Такое изменение площади на пробных площадках в метапопуляции Жорновка-1 пока- 
зано на рис. 2. Аналогичная картина наблюдалась в других метапопуляциях.

Проведенные исследования динамики показали, что в целом в 2015 г. по сравнению с 2007 г. 
наблюдалось увеличение площади метапопуляции Жорновка-1 (на 13,9 %, но по сравнению с 2011 г. 
она сократилась на 5,1 %), по сравнению с 2009 г. – увеличение площади метапопуляций Жор- 
новка-2 (на 32,7 %) и Жорновка-3 (на 3,4 %) и уменьшение метапопуляции Жорновка-4 (на 11,8 %). 
Площадь метапопуляции Ляховичи сократилась в 2010 г. по сравнению с 2008 г. на 10 %, метапо-
пуляции Бельмонт – увеличилась на 49,8 % в 2013 г. по сравнению с 2007 г. (рис. 3), несмотря на 
то что здесь в 2008 г. в связи с прокладкой дороги было вырублено 4 дерева (№ 1, 5–7), на которых 
произрастала N. pennata. Увеличение связано с тем, что в 2009 г. здесь было выявлено 5 новых 
деревьев-хозяев, в 2010 г. – еще 14. В результате количество пробных площадок увеличилось. 

 Для выявления факторов, влияющих на особенности роста дерновинок мха и изменение 
площади, нами проведен анализ динамики локальных популяций по видам деревьев, а также  
в зависимости от диаметра ствола (по классам 10–30, 31–50, 51–70 и свыше 70 см), глубины тре-
щин коры (по классам 0–5, 6–10, 11–15 и свыше 15 мм) и угла наклона деревьев (по классам 0–4, 
5–10, 11–20 и свыше 20о).

Рис. 3. Динамика изменения покрытия N. pennata в метапопуляциях

Fig. 3. Dynamics of change of N. pennata cover in the metapopulations

Рис. 4. Зависимость среднего проективного покрытия N. pennata от вида дерева

Fig. 4. Dependence of the average projective cover of N. pennata on tree species
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В исследованных метапопуляциях N. pennata встречалась на вязах, грабах, дубах, кленах, 
осинах, ясенях. Максимальное среднее проективное покрытие (за несколько лет) было характерно 
для осин и грабов (41,7 и 38,0 %), также велико оно было и у кленов (29,6 %). Меньшие значения 
наблюдались у вязов (13,2 %) и дубов (14,5 %). Наименьшее среднее проективное покрытие было 
у ясеней (менее 4 %) (рис. 4).

Изменение проективного покрытия на всех видах деревьев было нелинейным, но по средним 
показателям за несколько лет наблюдался рост на всех видах деревьев, за исключением кленов  
в метапопуляциях Жорновка-1, Жорновка-4 и Ляховичи.

Хотя по данным литературы известно, что чем больше диаметр дерева, тем больше обилие  
N. pennata [13], установлено, что по мере увеличения диаметра ствола деревьев проективное 
покрытие N. pennata сначала возрастает, затем снижается (рис. 5, a). Как правило, наибольшее 
среднее проективное покрытие наблюдалось на стволах, диаметр которых составлял 31–50 см 
(на основании данных 317 измерений). Исключение составила метапопуляция Жорновка-3, где 
максимум проективного покрытия приходился на деревья с диаметром стволов более 50 см. 
Кроме того, в случае отсутствия в метапопуляциях деревьев с диаметром стволов 31–50 см мох 
преобладал именно на очень крупных деревьях.

Изменение среднего проективного покрытия на всех исследованных деревьях за изученный 
период имело положительную динамику, причем наибольший прирост наблюдался на более 
молодых деревьях с небольшим диаметром, а также на самых старых, хоть и в меньшей степени 
(на основании данных 247 измерений) (рис. 5, b). 

Увеличение относительной площади поверхности ствола дерева за счет увеличения глубины 
трещин коры способствует удержанию влаги и предоставляет более благоприятные условия для 
роста N. pennata, который осуществляется либо за счет радиального роста отдельных дернови-
нок [14], либо за счет образования новых дерновинок из спор, столонообразных веточек или 
фрагментов старых дерновинок [15], а следовательно, и увеличения размера локальных популя-
ций. Вместе с тем с увеличением глубины трещин коры возрастает конкуренция со стороны 
других видов мхов. В связи с этим после достижения глубины трещин коры 10 мм наблюдалось 
уменьшение проективного покрытия мха (рис. 6, a). Исключение – метапопуляция Ляховичи, где 
максимальное проективное покрытие было характерно для деревьев с трещинами коры неболь-
шой глубины (0–5 мм).

Установлено, что средний прирост дерновинок N. pennata был максимальным на стволах  
с глубиной трещин коры 0–5 мм и составлял 15,2 % в год, затем после резкого спада он постепенно 
возрастал и составлял до 9,1 % в год (рис. 6, b).

Рис. 5. Зависимость среднего проективного покрытия (a) и среднего относительного годового прироста (b) дернови-
нок N. pennata от диаметра ствола дерева

Fig. 5. Dependence of the average projective cover (a) and the average relative annual increase (b) of bunches of N. pennata 
on tree trunk diameter
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На рис. 7, a показана зависимость проективного покрытия N. pennata от угла наклона ствола 
дерева, указывающая на совмещение двух процессов. С одной стороны, наклонные деревья из-за 
большей влагообеспеченности способствовали росту N. pennata, но вместе с тем в этих условиях 
лучше развивались и другие мхи (Hypnum cupressiforme Hedw., Anomodon Hook et Tayl. spp., 
Amblystegium Schimp. in B. S. G. spp., Homalia trichomanoides (Hedw.) Bruch et Schimp. in B. S. G.), 
которые, как показал сравнительный анализ фотографий пробных площадок, на определенном 
этапе (при угле наклона более 20°), начинали подавлять N. pennata.

Максимум среднего прироста дерновинок N. pennata приходился на деревья с наименьшим 
углом наклона (либо без него). Для деревьев с углом наклона от 11 до 20° в среднем характерно 
даже сокращение проективного покрытия со временем, хотя у деревьев с углом наклона более 
20° также наблюдалась положительная динамика (рис. 7, b).

Анализ зависимости среднего проективного покрытия и среднего относительного годового 
прироста дерновинок N. pennata от характеристик субстрата позволил определить наиболее опти- 
мальные для развития локальных популяций и метапопуляций условия. При этом характери- 
стики, при которых наблюдались максимальное покрытие мха и максимальная скорость роста, 
не всегда совпадали (табл. 1).

 

Рис. 6. Зависимость среднего проективного покрытия (a) и среднего относительного годового прироста (b) дернови-
нок N. pennata от глубины трещин коры дерева

Fig. 6. Dependence of the average projective cover (a) and the average relative annual increase (b) of bunches of N. pennata 
on depth of bark tree crevices

Рис. 7. Зависимость среднего проективного покрытия (a) и среднего относительного годового прироста (b) дернови-
нок N. pennata от угла наклона ствола дерева

Fig. 7. Dependence of the average projective cover (a) and the average relative annual increase (b) of bunches of N. pennata 
on tree trunk inclination
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Т а б л и ц а 1. Оптимальные характеристики деревьев-хозяев для развития  
и роста локальных популяций N. pennata

T a b l e 1. The optimal characteristics of host trees for the development  
and growth of local populations of N. pennata

Параметр дерева-хозяина Максимальное проективное покрытие Максимальный рост (положительная динамика)

Вид дерева Граб, осина, клен Граб, осина, ясень, дуб, вяз
Диаметр ствола, см 31–50 10–30
Глубина трещин коры, мм 1–10 1–5
Угол наклона,  град. 5–20 0–4

Таким образом, максимальное покрытие мха характерно для тех метапопуляций, где боль- 
шинство деревьев имело диаметр стволов 31–50 см, глубину трещин коры 1–10 мм, угол наклона 
стволов 5–20°, т. е. это были достаточно старовозрастные леса, но не самые старые. 

В то же время наибольший прирост метапопуляций характерен для более молодых наса- 
ждений, диаметр стволов которых составлял в среднем 10–30 см, глубина трещин коры – 1–5 мм, 
угол наклона стволов – до 4°.

Прогноз развития каждой метапопуляции может быть сделан на основе определения среднего 
значения отношения количества деревьев-хозяев с оптимальными характеристиками к общему 
количеству деревьев-хозяев, которое может быть выражено через коэффициент оптимальности 
(табл. 2). Большее значение коэффициента оптимальности для роста (более 0,4) свидетельствует 
о вероятном увеличении площади локальных популяций и метапопуляций в целом. Высокий 
коэффициент оптимальности для проективного покрытия (более 0,5) говорит о наличии доста-
точного количества подходящих мест, но при этом метапопуляция с высокой вероятностью уже 
достигла максимума своего развития и может либо оставаться в стабильном состоянии, либо 
сокращаться.

Т а б л и ц а 2. Коэффициенты оптимальности субстрата в исследованных метапопуляциях  N. pennata

T a b l e 2. The coefficients of optimality of substrate in the studied metapopulations of N. pennata

Метапопуляция

Коэффициент  
оптимальности 

для проективного  
покрытия

Коэффициент  
оптимальности  

для роста

Результаты наблюдений 
с первого по последний год Прогноз

Жорновка-4 0,50 0,25 –11,8  % Сокращение
Жорновка-1 0,51 0,36 +13,9 %

(–5,1 % в 2015 г. по сравнению с 2011 г.)
Сокращение

Ляховичи 0,75 0,38 –10 % Сокращение 
Жорновка-3 0,66 0,41 +3,4 % Колебания (более-менее стабильно)
Бельмонт 0,27 0,45 +49,8 % Рост
Жорновка-2 0,31 0,69 +32,7 % Рост 

Таким образом, на основании полученных данных можно сделать вывод, что для благопри- 
ятного прогноза развития метапопуляции важны не столько оптимальные условия для обеспе- 
чения максимального проективного покрытия, сколько оптимальные условия для ее роста.

В то же время на динамику и устойчивость локальных популяций оказывают влияние не 
только параметры деревьев-хозяев, но и исходное значение проективного покрытия, а также мера 
связанности данной популяции с соседними в пределах метапопуляции. Наличие связей повы- 
шает устойчивость как отдельной популяции, так и метапопуляции в целом.

Для определения меры связанности использовали формулу [7, с изменениями]:

 
где Сi – мера связанности для i-го дерева; dij – расстояние между деревьями i и j, м; Abj – про- 
ективное покрытие мха на j-м дереве на площадке 35×35 см, %; α – параметр, отражающий скорость 
разрушения участка, принимаемый за 0,1.
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Для оценки устойчивости популяций и их динамики с целью учета влияния всех вышепе- 
речисленных параметров в комплексе можно использовать значение натурального логарифма их 
произведения – показатель зависимости среднего годового прироста от параметров деревьев-
хозяев, обилия и меры связанности:

 ( )ln ,i im i iR x Ab C= ∏

где Ri – показатель зависимости прироста от параметров деревьев-хозяев, обилия и меры связан- 
ности для N. pennata на i-м дереве; xim – значение m-й локальной переменной, которая, как пред-
полагается, влияет на Ri; Abi – проективное покрытие мха на i-м дереве на площадке 35×35 см, %; 
Сi – мера связанности для i-го дерева.

В результате выявлена нелинейная зависимость среднего относительного годового прироста 
от Ri по отдельным видам деревьев (рис. 8). Вначале, по мере увеличения показателя, скорость 
роста популяции повышается, но после определенного значения (10 – для клена и вяза, 11 – для 
осины, 14 – для граба и дуба) происходит ее снижение, наблюдаются лишь устойчивые колеба-
ния проективного покрытия с небольшим сокращением.

 Таким образом, при определенных значениях параметров на начальных этапах развития 
популяция растет с достаточно большой скоростью. В то же время при достижении ею опре- 
деленных размеров интенсивный рост прекращается и она переходит в состояние баланса (коле- 
бание параметров – поочередный рост и сокращение). Важным является то, чтобы при таких 
колебаниях в момент сокращения популяция не перешла в состояние необратимого уменьшения.

В соответствии с рис. 8 каждой локальной популяции в составе метапопуляций присваивался 
балл состояния (табл. 3).

Т а б л и ц а 3. Шкала оценки устойчивости популяций N. pennata

T a b l e 3. The scale of assessment of stability of populations of N. pennata

Вид дерева Значение Ri Тенденция динамики Балл состояния

Граб, дуб Менее 11
11–14

Более 14

Сокращение
Рост

Флуктуации

1
3
2

Осина Менее 7
7–11

Более 11

Сокращение
Рост

Флуктуации

1
3
2

Вяз, клен, ясень Менее 6
6–10

Более 10

Сокращение
Рост

Флуктуации

1
3
2

Рис. 8. Зависимость относительного годового прироста N. pennata от Ri

Fig. 8. Dependence of the relative annual increase of N. pennata on Ri
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На основании данной шкалы для каждой метапопуляции определен средний балл состояния 
(табл. 4). 

Коэффициент корреляции между средним баллом состояния и предложенным ранее коэффи- 
циентом оптимальности для роста равен 0,94, что свидетельствует о сопоставимости данных 
параметров оценки состояния.

Т а б л и ц а  4. Средний балл состояния метапопуляций N. pennata

T a b l e  4. The average point of state of metapopulations of N. pennata

Метапопуляция Средний балл  
состояния

Коэффициент 
оптимальности для роста

Результаты наблюдений  
с первого по последний год, % Прогноз

Жорновка-4 2,00 0,25 –11,8 Сокращение
Жорновка-1 2,08 0,36 –5,1 Сокращение
Ляховичи 2,06 0,38 –10 Сокращение
Жорновка-3 2,13 0,41 3,4 Колебания (более-менее 

стабильное состояние)
Бельмонт 2,33 0,45 49,8 Рост
Жорновка-2 2,50 0,69 32,7 Рост

Таким образом, при значениях среднего балла состояния до 2,1 наблюдается сокращение 
метапопуляции, при значениях 2,1–2,3 – колебания (метапопуляция как система находится в состо-
янии устойчивого равновесия), при значениях более 2,3 – рост.

В целом полученные результаты подтверждают гипотезу о специфике развития метапопу- 
ляций N. pennata, выдвинутую нами ранее [11]: их развитие начинается с заноса спор в старо- 
возрастных широколиственных и елово-широколиственных лесах (в типично неморальных усло- 
виях) на стволы широлиственных деревьев при достижении ими определенного возраста (50–60 лет). 
Образуется центральное ядро метапопуляции, и N. pennata затем начинает радиально распрост- 
раняться на другие деревья, а при повышенной плотности спор она может поселяться уже на 
более молодых деревьях (как в метапопуляции Бельмонт), осваивая иногда другие породы (напри- 
мер, ясень). По мере развития популяции при усилении конкуренции со стороны других эпифи- 
тов происходит угнетение центрального ядра (а иногда и его отмирание за счет усиления конку- 
ренции с другими видами мхов), а развитие метапопуляции осуществляется на более молодых 
периферических деревьях. 

Можно предположить, что в пределах территории Жорновской экспериментальной лесной 
базы метапопуляция Жорновка-1 является самой возрастной. В настоящее время наблюдается ее 
постепенная деградация (особенно ядра) и сокращение проективного покрытия N. pennata на 
пробных площадках за счет изменения свойств субстрата и возрастающей конкуренции со 
стороны других видов мхов. Кроме того, основным дестабилизирующим фактором является 
значительный уровень антропогенной нагрузки. В то же время наличие достаточно большого 
количества деревьев-хозяев и большая исходная площадь будут способствовать тому, что в бли- 
жайшее время метапопуляция сохранится, но долгосрочный прогноз может быть более негатив- 
ным. Метапопуляция Жорновка-3 тоже довольно возрастная, но ее расположение в глубине 
массива позволяет избегать интенсивной антропогенной нагрузки, в связи с чем она будет нахо- 
диться в стабильном состоянии. Метапопуляции Жорновка-2 и Жорновка-4 – более молодые,  
и процессы, происходящие в них, зависят от наличия благоприятных (оптимальных) для роста  
и развития условий (вид дерева и его характеристики, отсутствие или не сильно выраженная 
конкуренция с другими видами мхов). Если в метапопуляции Жорновка-4 сокращение будет 
продолжаться с такой же интенсивностью, возможно ее исчезновение. В метапопуляции Жор- 
новка-2 может происходить разрастание дерновинок на новых деревьях. 

Таким образом, проведенные исследования позволили выявить факторы, влияющие на рост 
и динамику N. pennata, и сделать прогноз развития изученных популяций на ближайшие 2 года 
(рис. 9). К 2017 г. в метапопуляции Жорновка-1, испытывающей максимальную антропогенную 
нагрузку, прогнозируется продолжение сокращения суммарной площади локальных популяций 
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с определенными флуктуациями по годам (до 6750 см2). Также ожидается сокращение метапопу-
ляции Жорновка-4 (до 470 см2). Количество деревьев-хозяев в ней минимально, и площадь  
N. pennata на них за последние 4 года уменьшилась. Вероятно, будет наблюдаться рост в метапо- 
пуляции Жорновка-2 (до 900 см2), в основном за счет освоения новых деревьев и разрастания 
дерновинок на старых, а суммарная площадь локальных популяций в метапопуляции Жорновка-3 
будет оставаться более-менее стабильной и лишь немного колебаться по годам (до 4050 см2  
к 2017 г.) (рис. 9). Рост будет происходить в основном за счет разрастания дерновинок на уже ос-
военных данным мхом деревьях, а также за счет освоения новых. 

Заключение. Результаты исследования динамики 6 метапопуляций N. pennata показали, что 
она носит нелинейный характер. При этом в различные годы наблюдается как увеличение 
площади одних метапопуляций (Жорновка-1, Жорновка-2 и Жорновка-3, Бельмонт), так и сокра- 
щение других (Жорновка-4 и Ляховичи).

Определено, что максимальное среднее (за несколько лет) проективное покрытие мха 
характерно для осин, грабов и кленов, меньшие значения – у вязов и дубов, минимальные –  
у ясеней. Подтверждено влияние на относительное покрытие мха таких параметров, как диаметр 
ствола, угол наклона деревьев, глубина трещин коры. Выявлены оптимальные значения данных 
параметров для роста N. pennata. 

На основании полученных результатов о максимальных значениях проективного покрытия 
мхом и годового прироста на пробных площадках в зависимости от характеристик деревьев-
хозяев предложены коэффициенты оптимальности для каждой метапопуляции, которые позво- 
ляют количественно прогнозировать развитие последних.

Так как помимо локальных условий динамика метапопуляций определяется исходными 
значениями обилия мха, а также связанностью ее элементов, предложен показатель зависимости 
прироста от параметров деревьев-хозяев, обилия и меры связанности – Ri. Выявлена нелинейная 
зависимость среднего относительного годового прироста от Ri по отдельным видам деревьев.  
В зависимости от значения Ri каждой локальной популяции присваивается балл состояния. Исходя 
из оценки среднего состояния метапопуляции, дан прогноз ее развития. 

Проведенные исследования подтвердили выдвинутую нами гипотезу о характере функци- 
онирования метапопуляций N. pennata [11] и позволили сделать более точный прогноз развития 
метапопуляций N. pennata на ближайшие два года.

 

Рис. 9. Динамика и прогноз изменения площади локальных популяций N. pennata в исследуемых метапопуляциях

Fig. 9. Dynamics and prognosis of change of area of local populations of N. pennata in the studied metapopulations
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИЗОЛЯТА ВИРУСА  
КРАСНОЙ КОЛЬЦЕВОЙ ПЯТНИСТОСТИ ГОЛУБИКИ 

Вирус красной кольцевой пятнистости голубики (BRRV) является одним из вредоносных вирусов брусничных 
культур и, в соответствии с нормативными документами Европейской и Средиземноморской организации по защите 
растений (EPPO), подлежит контролю и не допускается при производстве сертифицированного посадочного матери-
ала Vaccinium spp. Отсутствие данных о белорусских изолятах BRRV определило необходимость проведения деталь- 
ного анализа данного вируса с использованием PCR-диагностики, секвенирования и анализа нуклеотидных после-
довательностей вируса.

В результате впервые охарактеризован на молекулярном уровне изолят BRRV из Беларуси (BRRV-BY1). В ходе 
работы амплифицирован и секвенирован фрагмент гена активатора транскрипции вируса. Полученная нуклеотид-
ная последовательность помещена в международную базу данных (EMBL/GenBank), где ей присвоен идентификаци-
онный номер LN998983. Филогенетический анализ последовательностей участка генома BRRV показал, что бело-
русский изолят наиболее родственен изолятам вируса из США. Корреляции между кластерированием изолятов и их 
географическим происхождением не обнаружено.

Ключевые слова: вирус красной кольцевой пятнистости голубики, PCR, ген активатора транскрипции, изолят, 
филогенетический анализ, Беларусь.

T. N. Bazhydai, N. V. Kukharchyk 

Institute for Fruit Growing, Samohvalovichi, Republic of Belarus 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BLUEBERRY RED RINGSPOT VIRUS ISOLATE

The fragment of BRRV isolate from Belarus (BRRV-BY1) was sequenced for the first time and nucleotide sequence  
of this isolate was deposited in GenBank with the accession No. LN998983. Sequence analysis revealed that the Belarusian 
isolate shared 94.1–99.3 % identity with 18 isolates of the virus available in GenBank. BRRV isolate from Belarus was mostly 
closely related to those from the USA (accession Nos JF917083 and JF917082) as they shared 99.3 % nucleotide identity. 
Phylogenetic analysis showed that clustering of investigated isolates didn’t depend on their geographical origin.

Keywords: Blueberry red ringspot virus, PCR, transcriptional activator gene, isolate, phylogenetic analysis, Belarus.

Введение. Вирус красной кольцевой пятнистости голубики (Blueberry red ringspot virus, BRRV) 
до 2002 г. относили к роду Caulimovirus, затем он был реклассифицирован и отнесен к роду 
Soymovirus (сем. Caulimoviridae) [1]. Частицы изометрические, около 42–46 нм в диаметре. Геном 
вируса представлен в виде двухцепочечной ДНК, состоящей из 8265 п. н. [2].

Симптомы заболевания появляются в конце лета на побегах и на адаксиальной стороне 
листьев (иногда на плодах) в виде красных колец или пятен от 2 до 6 мм в диаметре, осенний вид 
листья приобретают на несколько недель раньше, чем у здоровых растений [3, 4]. Отмечается 
снижение урожайности (согласно литературным данным, в Мичигане потеря урожая составила 
25 %) [4, 5]. 

Предполагаемые векторы переноса – мучнистые червецы (Dysmicoccus spp.) [5, 6]. 
Поражаемые виды – Vaccinium corymbosum L., V. australe Small., V. ashei J. M. Reade [3, 6].
Подобному заболеванию подвергались также растения клюквы крупноплодной (V. macrocar-

pon Ait.): в период плодоношения отмечались белесые кольца на деформированных плодах, осе-
нью – зеленые кольца на краснеющих листьях [3]. 

Основным методом диагностики данного ДНК-содержащего вируса Vaccinium spp. в настоя-
щее время является полимеразная цепная реакция (PCR) [3–5, 7, 8]. Для BRRV были разработаны 
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антитела [3], однако использование серологических методов для диагностики данного вируса 
оказалось ненадежным [5].

Впервые о присутствии BRRV в растениях голубики сообщалось в США, а в настоящее время 
данное заболевание зарегистрировано и на территории Европы (Польша, Италия, Чехия, Слове- 
ния) [8–11]. В соответствии с нормативными документами Европейской и Средиземноморской 
организации по защите растений (EPPO) BRRV подлежит контролю и не допускается при про- 
изводстве сертифицированного посадочного материала Vaccinium spp. [12].

Знание о локализации консервативных и вариабельных областей внутри вирусного генома 
является важным для диагностики вируса и разработки современных методов контроля вирусной 
инфекции.

Цель работы – установить нуклеотидную последовательность фрагмента гена активатора 
транскрипции вируса красной кольцевой пятнистости голубики, выделенного из голубики высо- 
корослой в Беларуси, и сравнить полученные результаты с ранее опубликованными данными  
о последовательностях исследуемого вируса.

Материалы и методы исследования. Исследования проводили в отделе биотехнологии РУП 
«Институт плодоводства». Материалом для исследований служили листья голубики сорта Bluetta 
с характерными симптомами BRRV. Наличие вируса в растительной ткани определяли методом PCR.

Для выделения ДНК использовали коммерческий набор NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-
NAGEL, Германия). 

Растительный материал (50 мг) растирали пестиком в ступке с жидким азотом до получения 
пудры. К измельченному материалу добавляли 400 мкл лизирующего буфера (PL1), 10 мкл RNase 
A и продолжали растирать. Затем добавляли еще 100 мкл буфера PL1, растирали, после чего 
смесь переносили в 2-миллилитровые микроцентрифужные пробирки, интенсивно перемеши- 
вали при помощи Vortexer (Bio-Rad, США) и инкубировали 10 мин при 65 °С. Для удаления оста- 
тков нелизировавшихся клеток лизат переносили на фильтрационные колонки (в 2-миллилитровых 
микроцентрифужных пробирках) и центрифугировали 2 мин при 10 000 об/мин. К очищенному 
лизату добавляли 450 мкл буфера PC, интенсивно перемешивали при помощи Vortexer (Bio-Rad, 
США). Затем смесь переносили на поверхность связывающих колонок (в 2-миллилитровых 
микроцентрифужных пробирках) и центрифугировали 1 мин при 10 000 об/мин для связывания 
ДНК. Далее осуществляли трехкратное промывание мембраны связывающих колонок: 1) до- 
бавляли 400 мкл буфера PW1, центрифугировали 1 мин при 10 000 об/мин; 2) добавляли 700 мкл 
буфера PW2, центрифугировали 1 мин при 10 000 об/мин; 3) добавляли 200 мкл буфера PW2, 
центрифугировали 2 мин при 10 000 об/мин. Дополнительный этап центрифугирования (1 мин при 
10 000 об/мин) использовали для удаления остатков промывающего раствора с мембран колонок. 
Элюирование ДНК проводили путем добавления 50 мкл буфера PE (разогретого до 65 °С), инку- 
бирования при 65 °С в течение 5 мин и центрифугирования при 10 000 об/мин в течение 1 мин. 

Для проведения PCR использовали реакционные компоненты Thermo Scientific (Литва). 
Реакционная смесь объемом 12,5 мкл содержала milliQ воду, 1,25 мкл 10×Taq-буфера, 0,75 мкл 
MgCl2 (25 мМ), 0,25 мкл смеси dNTP (10 мМ), по 0,25 мкл каждого праймера (RRSV3 – 
ATCAGTCCCAGAAGAAAAGAAGTA, RRSV4 – TCCGAAAAATAGATAGTGTCAGC [5]), 0,125 мкл 
Taq-полимеразы (5 ед/мкл), 0,5 мкл ДНК-матрицы. 

PCR проводили на амплификаторе iCycler® 3.032 (Bio-Rad, США) при следующих заданных 
параметрах: 1 цикл: при 95 °С – 4 мин; 35 циклов: при 95 °С – 30 с, при 57 °С – 45 с, при 72 °С – 
45 с; 1 цикл: при 72 °С – 5 мин. Размер ожидаемого PCR продукта – 549 п. н.

Продукты амплификации анализировали с помощью электрофореза в 1 %-ном агарозном геле 
и 1×TAE-буфере (Bio-Rad, США). Результаты электрофореза документировали с помощью аппа- 
ратного обеспечения Gel DocTM EQ System (Bio-Rad, США) и пакета программ Quantity One® 
(Bio-Rad, США). 

Амплифицированные фрагменты вирусных геномов передавали для секвенирования в ГНУ 
«Институт биоорганической химии НАН Беларуси». Анализы по определению нуклеотидных 
последовательностей методом секвенирования проводили на генетическом анализаторе ABI 3130 
(Applied Biosystems, США).
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Анализ нуклеотидных последовательностей осуществляли  
с помощью программного пакета MEGA 6.0, множественное 
выравнивание последовательностей – при помощи Clustal W алго- 
ритма. Филогенетические деревья были построены методом 
Neighbour-Joining. Цифрами обозначены достоверности (в про- 
центах) расхождения ветвей, выявленные бутстреп (bootstrap) 
анализом (1000 псевдореплик), который позволяет оценить ста- 
тистическую надежность каждого из узлов построенного древа. 
В случае бутстреп-поддержки ниже 70 % статистическая надеж- 
ность данного узла считалась недостоверной. Масштаб пока- 
зывает эволюционное расстояние, соответствующее пяти заме- 
нам на каждые 1000 нуклеотидов.

Результаты и их обсуждение. В результате проведенных 
исследований амплифицирован фрагмент (549 п. н.) гена акти- 
ватора транскрипции BRRV из голубики сорта Bluetta (рис. 1). 
После секвенирования (в прямом направлении) получены дан-
ные о нуклеотидной последовательности участка генома бело- 
русского изолята BRRV (BRRV-BY1). Нуклеотидная последова- 
тельность была помещена в международную базу данных (EMBL/
GenBank) с присвоением идентификационного номера LN998983.

Анализ последовательностей гена активатора транскрипции 
BRRV проведен с использованием полученной нами и депони- 
рованных в GenBank базе данных последовательностей BRRV 
(см. таблицу).

Изоляты BRRV, нуклеотидные последовательности которых использованы  
для филогенетического анализа 

Nucleotide sequences of BRRV isolates used for phylogenetic analysis

Изолят вируса Растение, из которого выделен изолят Страна происхождения Номер в GenBank 

BRRV-BY1 Vaccinium corymbosum (Bluetta) Беларусь LN998983
UF1583 V. corymbosum hybrid (Scintilla) США JF917083
UF1585 V. corymbosum hybrid (Star) США JF917082
UF1586 V. corymbosum hybrid (Star) США JF917085
UF1584 V. corymbosum hybrid (Star) США JF917084.1
UF1587 V. corymbosum hybrid (Star) США JF917081
BRRV V. corymbosum (Coville, Blueray) США AF404509
Darrow 5 V. corymbosum (Darrow) Чехия HM159264
Coville 546 V. corymbosum (Coville) Словения JF421559
BRRSV24 V. corymbosum (Herbert) Польша JN205460
BRRSV03 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303673
BRRSV22 V. corymbosum (Herbert) Польша JF303681
BRRSV20 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303679
BRRSV13 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303675
BRRSV24 V. corymbosum (Herbert) Польша JF303682
BRRSV16 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303677
BRRSV15 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303676
BRRSV21 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303680
BRRSV12 V. corymbosum (Darrow) Польша JF303674

 
Сравнение нуклеотидной последовательности выделенного нами изолята с последователь- 

ностями, представленными в международной базе данных GenBank, показало, что изоляты имели 
высокий уровень идентичности (94,1–99,3 %).

 

Рис. 1. Электрофореграмма 
продуктов амплификации при PCR-

диагностике BRRV с праймерами 
RRSV3/RRSV4: М – маркер 100 bp 

DNA Ladder (BioLabs, США);  
1 – отрицательный контроль;  

2 – ДНК из листьев голубики сорта 
Bluetta

Fig. 1. Agarose gel analysis of BRRV 
amplicon obtained by PCR with the 

primer set RRSV3/RRSV4: М – 100 bp 
DNA Ladder (BioLabs, USA); 1 –  

negative control; 2 – DNA from leaves 
of blueberry cv. Bluetta



30 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 2. C. 27–32 

Наиболее генетически близкими к белорусскому изоляту были американские изоляты, выде- 
ленные из сортов южной высокорослой голубики Star и Scintilla (GenBank, № JF917083, JF917082), 
показавшие 99,3 % идентичности и отличающиеся от изолята из Беларуси 3 нуклеотидными за-
менами из 416 нуклеотидов анализируемой последовательности. Наиболее генетически далеким 
от белорусского изолята был польский изолят вируса, выделенный из сорта голубики Darrow 
(GenBank, № JF303679), показавший 94,1 % идентичности и отличавшийся от изолята из Бела- 
руси 24 нуклеотидами. 

Сравнение аминокислотных последовательностей показало высокий уровень консерватив- 
ности гена, кодирующего активатор транскрипции вируса. Наибольшее количество аминокис-
лотных отличий – 8 (из 138 анализируемых аминокислот кодирующего гена).

Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей участка генома BRRV пока- 
зал, что белорусский изолят вместе с группой изолятов из США (UF1583, UF1585, UF1586, UF1584, 
UF1587) образовали один кластер (98 % бутстреп-поддержки) (рис. 2). 

Часть изолятов из Польши образовывали два отдельных кластера с бутстреп-поддержкой 
85 и 100 % соответственно. Остальные изоляты располагались отдельно. Корреляции между 
группированием изолятов вируса и их географическим происхождением не обнаружено. Это явле - 
ние, вероятно, объясняется тем, что вариабельность гена активатора транскрипции вируса BRRV 
может зависеть не столько от географического происхождения, сколько от видовой принадлеж- 
ности растения-хозяина. Однако для подтверждения или опровержения данной гипотезы не- 
обходимо наличие данных о нуклеотидных последовательностях исследуемого гена у изолятов 
BRRV, выделенных из других видов растений, которые в настоящее время не представлены в базе 
данных GenBank. 

Невысокая вариабельность изолятов BRRV может быть также следствием вегетативного раз- 
множения растений голубики. В таком случае возможно тиражирование нескольких или только 
одного изолята вируса вместе с растениями и его распространения с растительным материалом.

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное с помощью алгоритма Neighbour-Joining на основе  
сравнения нуклеотидных последовательностей участка генома BRRV различных изолятов 

Fig. 2. Phylogenetic tree constructed using the Neighbour-Joining algorithm based on comparison  
of nucleotide sequences of portion of the genome BRRV isolates
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Заключение. Впервые в результате молекулярно-генетических исследований секвенирован 
участок генома изолята BRRV из Беларуси (BRRV-BY1). Полученная нуклеотидная последова- 
тельность помещена в международную базу данных (EMBL/GenBank), где ей присвоен иденти- 
фикационный номер LN998983.

При сравнении нуклеотидной последовательности белорусского изолята с последователь- 
ностями, представленными в базе данных GenBank, установлено, что изоляты имеют высокий 
уровень идентичности (94,1–99,3 %). Филогенетический анализ последовательностей участка 
генома BRRV показал, что белорусский изолят группируется с изолятами вируса из США. Кор- 
реляции между кластерированием изолятов и их географическим происхождением не обнаружено.
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ВЛИЯНИЕ НИТРОПИРИНА НА ПОВЫШЕНИЕ СОЛЕУСТОЙЧИВОСТИ  
РАСТЕНИЙ ЯЧМЕНЯ (HORDEUM VULGARE L.)

Изучено влияние Нитропирина® (НП), представляющего собой смесь кофакторов ключевого фермента ассимиля- 
ции неорганического азота – нитратредуктазы (НР), на активность фермента в 7-дневных проростках ячменя, выра- 
щиваемых на поверхности воды, при возрастании содержания НР-белка, а также в условиях засоления, создаваемого 
NaCl. Выращивание растений на растворах НП увеличивало общую активность НР на 21 %, а ее активную форму – 
на 76 %. Субстратная индукция НР с помощью KNO3 (20 мМ), приводящая к возрастанию содержания НР-белка, 
повышала в присутствии НП активность НР в среднем на 60 %, что может свидетельствовать о лимитировании 
активности НР на уровне ее кофакторов как в норме, так и при увеличении содержания фермента. В присутствии 
KNO3 и активатора НР (экзогенной 5-аминолевулиновой кислоты) НП способствовал формированию высокой 
солеустойчивости растений ячменя, выращиваемых на растворах NaCl (150 мМ), на ранних стадиях их вегетации, 
что проявлялось в стимуляции ростовых процессов, повышении активности НР и содержания пролина, а также  
в снижении уровня АФК, детектируемом по способности растений генерировать супероксид анион-радикал.

Ключевые слова: Hordeum vulgare, potassium nitrate, 5-аминолевулиновая кислота, Нитропирин®, нитратредук-
таза, пролин, супероксид анион-радикал.
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NITROPIRIN CONTRIBUTES TO THE ENHANCEMENT OF PLANT SALT TOLERANCE  
OF BARLEY (HORDEUM VULGARE L.)

The influence of  Nitropirin® (NP), which is a mixture of the key enzyme cofactors of assimilation of inorganic nitro-
gen-nitrate reductase (NR) on enzyme activity in 7-day barley grown on the surface of the water, in the face of increasing 
male-content protein as well as in conditions of salinity produced by NaCl were investigated. Growing plants on solutions of 
NP increased general activity NR on 21 % and its active form at 76 %. Substrate induction NR using KNO3 (20 mm), leading 
to increased male-content of protein, increased in the presence of the NP NR activity an average of 60 %, which may indicate 
a limit the HP activity at the level of its cofactors as normal and when you increase the enzyme content. In the presence of 
KNO3 and HP Activator (exogenous 5-aminolevulinic acid) NP contributed to high salt tolerance of barley plants grown on 
NaCl solutions (150 mm), in the early stages of vegetation that was manifested in the stimulation of growth processes, in-
crease the activity of NR and proline content, as well as in reducing AFC, detektiruemom on the ability of plants to generate 
the superoxide anion radical.

Keywords: Hordeum vulgare, нитрат калия, 5-aminolevulinic acid, Nitropirin®, nitrogen-nitrate reductase, proline,  
superoxide anion radical.

Введение. Азот является одним из важнейших элементов в питании растений. Его мета- 
болизм лежит в основе метаболизма аминокислот и белков, влияющих на процессы орга- 
ногенеза и роста растений. Несимбиотические растения получают азот из почвы, где он пред- 
ставлен в основном в виде нитратов. Первым и ключевым ферментом цепи восстановления ни- 
тратов до аммония, а затем до органических аминокислот является нитратредуктаза (НР, КФ1.6.6.1-3) 
[1]. Ее активность определяет скорость ассимиляции растением неорганического азота и оказывает 
существенное влияние на весь азотный метаболизм. Нитрат является не только субстратом, но  
и сигнальной молекулой, регулирующей экспрессию генов НР [2]. Предоставление растению 
нитрата приводит к увеличению количества транскриптов фермента и усилению синтеза его 
молекул de novo [3–5]. В качестве первичного донора электронов фермент использует НАДН, 
либо НАД(Ф)Н, а также переносчики электронов – ФАД-кофермент, геминовое железо и молиб-
деновый кофактор в виде уникального молибдоптерина [6]. В условиях субстратной активации 
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НР за счет синтеза новых молекул белка недостаток кофакторов может лимитировать актив-
ность молекул фермента [6].

НР является мишенью для действия различных стрессоров окружающей среды, таких как 
тепловой шок, тяжелые металлы, водный дефицит, а также засоление. Засоление является одним 
из основных абиотических факторов, действие которого приводит к угнетению роста и развития 
растений, снижению их продуктивности. Повышение устойчивости растений к засолению па- 
хотных земель – одна из ключевых задач современного сельскохозяйственного производства. 
Высокий уровень активности НР в солеустойчивых сортах по сравнению с чувствительными  
к засолению растениями [7] позволил сделать вывод, что этот фермент обеспечивает функци- 
онирование ряда механизмов, способствующих формированию солеустойчивости растений. 
Ранее нами показано, что субстратная активация НР с помощью KNO3 приводит к возрастанию 
уровня экспрессии Nar 1 гена НР, увеличению активности фермента и его содержания в расте- 
ниях ячменя, выросших на растворе NaCl (150 мМ), что способствовало формированию соле- 
устойчивости растений [8–10]. Добавление к раствору, содержащему NaCl и KNO3, экзогенной 
5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) – нового экологически чистого регулятора роста растений, 
индуктора накопления эндогенных цитокининов, стабилизатора ряда белков и антистрессора [11] 
привело к дополнительному увеличению количества мРНК гена Nar 1 фермента, повышению актив- 
ности и содержания НР, а также к улучшению ростовых характеристик растений ячменя [9, 10]. 
Повышение под действием KNO3 и АЛК как содержания фермента, так и его активности указы- 
вает на обеспечение новых молекул белка источниками электронов и кофакторами. В процессе 
жизнедеятельности растений каждый из кофакторов может стать лимитирующим звеном и таким 
образом оказывать влияние на сборку активного фермента [6]. Не исключено, что при засолении 
растений и одновременной стимуляции синтеза ферментативного белка под действием KNO3  
и АЛК уровень эндогенных кофакторов не в полной мере обеспечивает сборку новых молекул 
активного фермента. Дополнительное предоставление растущим в условиях засоления растениям 
экзогенных кофакторов НР могло бы явиться одним из способов усиления активности фермента, 
более эффективной ассимиляции неорганического азота и возрастания солеустойчивости растений. 

Болгарскими учеными разработан экологически чистый препарат НИТРОПИРИН® (НП), 
представляющий собой сочетание кофакторов НР и физиологически активных соединений [12]. 
Показано, что НП контролирует уровень нитрата в растениях бузины, фасоли, тыквы и кукурузы, 
повышает активность НР в растениях бузины и повышает ассимиляцию и превращение 
неорганического азота в аминокислоты, белки и фотосинтетические пигменты [12, 13].

Цель настоящего исследования – использование нитропирина как источника кофакторов НР 
для изучения его действия на активность фермента в растениях ячменя в норме и при субстратной 
активации фермента с помощью KNO3, а также в растениях ячменя, выращиваемых в условиях 
засоления в присутствии как субстрата, так и активатора НР – молекул экзогенной АЛК для по-
вышения солеустойчивости растений. 

Объекты и методы исследования. Семена ячменя (Hordeum vulgare L., сорт Гонар) прора-
щивали в течение 2 сут в водопроводной либо дистиллированной воде, затем растения выращи-
вали до 7–8-дневного возраста под белыми люминесцентными лампами ЛД-40 (160 мкмоль фо-
тонов/(м2·с) при 25 оС в режиме 14 ч света/10 ч темноты на воде, а также на растворе NaCl (150 
мМ) в присутствии субстрата НР – KNO3 (5, 10, 20 мМ), активатора фермента – АЛК (4, 60, 80, 
100 мг/л), а также разбавленного в 2 раза по сравнению с оригиналом [12] НП (1,0 мкМ никотина-
мида, 7,5 мкМ молибдата аммония, 0,6 мкМ мио-инозитола, 2,6 мкМ сукцината, 0,5 мкМ дифе-
нилкарбамида, 5 нМ гиббереллина) либо при их отсутствии. При отборе проб верхние 0,5 см 
листьев пропускали и исследовали следующие участки длиной 1–2 см.  

Активность НР определяли по скорости накопления нитритов согласно [14]. Общую активность 
НР определяли с буфером HEPES-KOH, содержащем 5 мМ ЭДТА и 0,001 М меркаптоэтанол. При 
анализе активной формы НР вместо ЭДТА добавляли 10 мМ MgCl2. Содержание пролина опре-
деляли с помощью нингидринового реагента, используя описанный в работе [15] метод с при- 
менением калибровочной кривой. Генерацию супероксидных анион-радикалов (О2·−) верхними 
отрезками листьев длиной 1 см определяли по восстановлению нитротетразолия синего согласно 
методу, описанному в работе [16]. 
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Приведены средние значения данных, полученных в результате 3–5 экспериментов, и их 
стандартные ошибки.

Результаты и их обсуждение. Прежде всего нами изучено влияние НП на активность НР  
в растениях ячменя, выращиваемых в воде, а также в условиях индукции фермента с помощью 
субстрата – KNO3. При добавлении НП к воде наблюдали незначительную стимуляцию роста 
растений ячменя по сравнению с водным контролем (рис. 1, а). По сравнению с контрольными рас- 
тениями, выращенными на воде, активность НР в растениях, выращенных на растворе НП, соста-
вила 121 и 176 % соответственно для общей НР (+ЭДТА) и ее активной формы (+MgCl2) (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Влияние НП на активность НР в растениях ячменя, выращиваемых в воде (вода + НП)  
либо в растворе KNO3 (20 Мм) с добавлением НП (KNO3 + НП)

T a b l e  1. Influence of NP on an activity of NR in barley plants grown in water (water + NP)  
or in KNO3 solution (20 mM) with addition of NP (KNO3 + NP)

Активность НР,  
мкмоль/(г сырого веса)·ч № опыта Вода Вода + НП KNO3 KNO3 + НП

Общая,

Среднее

1
2
3

0,282
0,198
0,655

0,378 ± 0,141
(100  %)

0,353
0,240
0,781

0,458 ± 0,165
(121  %)

8,071
5,869
4,709

6,216 ± 0,986
(100  %)

14,660
6,405
8,640

9,901 ± 2,465
(159  %)

Активная форма

Среднее

1
2
3

0,185
0,063
0,447

0,232 ± 0,113
(100  %)

0,300
0,160
0,768

0,409 ± 0,184
(176  %)

7,948
5,275
4,148

5,791 ± 1,127
(100  %)

14,199
6,069
7,490

9,252 ± 2,507
(159  %)

Выращивание растений ячменя в условиях возрастания содержания субстрата НР – KNO3 
привело к дозозависимому возрастанию ростовых характеристик растений (рис. 1, b). По мере 
возрастания концентрации нитрата в среде выращивания наблюдали значительное увеличение 
как общей активности НР, так и ее активной формы. Так, в случае использования 20 мМ KNO3 
общая активность НР возрастала в среднем в 16 раз (табл. 1). Раннее нами отмечалось увеличение 
количества транскриптов гена Nar 1 фермента с ростом концентрации нитрата в среде выра- 
щивания [5]. Увеличение количества транскриптов НР приводило и к усилению синтеза ее 
молекул de novo [3–5]. Добавление НП к раствору KNO3 (20 мМ) приводило к усилению роста 
растений ячменя (рис. 1, c) и возрастанию как общей активности НР, так и ее активной формы  

                а                                                          b                                                          c

Рис. 1. Влияние KNO3 (20 мМ) и НП на рост растений ячменя. Растения выращивали: а – в воде и растворе НП;  
b – в растворах KNO3 (1, 5, 10 и 20 мМ); c – в растворе KNO3 (20 мМ) с добавлением НП

Fig. 1. Influence of KNO3 (20 mM) and of NP on growth of the barley plants. Seedlings were grown:  
а – in water and in NP solution, b – in KNO3 solution, ); c – in KNO3 solution with addition of NP
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в среднем в 1,6 раза по сравнению с аналогичными показателями у растений, выращиваемых 
только на растворе KNO3 (табл. 1).

Таким образом, показана положительная корреляция между ростом растений и количеством 
субстрата НР, определяющим ее активность, а также возрастание как общей активности НР, так 
и ее активной формы при добавлении к воде и раствору KNO3 кофакторов фермента в виде НП. 
Это может свидетельствовать о лимитировании активности НР на уровне ее кофакторов как  
в норме, так и при возрастании содержания НР-белка.

Ранее нами установлено, что выращивание растений ячменя на растворе NaCl (150 мМ) приво-
дит к подавлению роста растений, развития их корневой системы и незначительно сказывается 
на общей активности НР (90 %) и ее активной формы (96 %) по сравнению с таковыми у кон-
трольных растений [8]. Добавление НП к раствору соли незначительно (на 5 %) увеличивало об-
щую активность фермента и на 17–20 % его активную форму (рис. 2, а). Добавление НП к рас-
творам соли, содержащим индуктор НР – KNO3 (5, 10 и 20 мМ), увеличивало как общую актив-
ность фермента (на 5, 13 и 16 %), так и его активную форму (на 17, 20 и 31 %) (рис. 2, а).

Увеличение активности НР под действием НП в присутствии NaCl (150 мМ) и KNO3 (20 мМ) 
повышало солеустойчивость растений, что проявлялось в усилении их ростовых характеристик 
(рис. 2, b), а также в возрастании на 21 % содержания пролина по сравнению с аналогичными 
показателями у растений варианта «NaCl + KNO3» (рис. 3, а). 

Экзогенная АЛК в присутствии индуктора НР (молекул KNO3) также способствует повыше-
нию солеустойчивости растений ячменя, усиливая их ростовые процессы, а именно увеличивая 
высоту растений и ширину листовой пластинки, а также повышая количество пролина, транс-
криптов  НР,  ее  активность  и  содержание НР-белка [9, 10, 17]. В табл. 2 представлены результаты 
одного из опытов, в котором растения выращивали индивидуально на растворе NaCl (150 мМ), 
либо на растворе NaCl с добавлением KNO3 (20 мМ) или АЛК (40 и 60 мг/л), либо на растворе 
NaCl с добавлением и KNO3, и АЛК. Отчетливо видно, что сумма стимулирующих эффектов, 
оказываемых на НР индивидуальными веществами (KNO3 и АЛК), равна эффекту, наблюдаемому 
при их совместном присутствии, причем при оценке активности как общей НР, так и ее активной 
формы (табл. 2). Совместный стимулирующий эффект двух индивидуальных веществ (аддитивный 
эффект) на активность НР указывает на независимые, но однонаправленные механизмы их дей- 
ствия, что подкрепляется данными о влиянии обоих соединений на экспрессию одного и того же 
гена фермента [5, 9, 10]. 

Рис. 2. Влияние НП на активность НР (а), а также на ростовые показатели  (b) зеленых проростков ячменя, выра-
щенных в растворах NaCl (150 мМ) с добавлением KNO3 (5, 10 и 20 мМ) и НП. На рисунке (b) использовали 20 мМ 

KNO3. Линии на рисунке (а) соединяют столбцы соответствующих  активностей вариантов «NaCl + KNO3»  
и «NaCl + KNO3 + НП»

Fig. 2. Influence of NP on NR activity  (a), and growth (b) of green barley seedlings grown in NaCl (150 mM) solution with 
addition of KNO3 (5, 10 and 20 mM) and NP. The lines in the figure (a) connect the columns of respective activities of vari-

ants «NaCl + KNO3» and «NaCl + KNO3 + NP»
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Добавление НП к солевому раствору, содержащему 150 мМ NaCl, индуктор (KNO3) и активатор 
экспрессии гена НР (АЛК), приводящее к увеличению количества транскриптов и содержания 
НР-белка, способствовало повышению солеустойчивости растений, что проявилось в увеличении 
содержания в них антистрессора пролина (на 32 % по сравнению с вариантом «NaCl + KNO3 + АЛК») 
(рис. 3, а). Увеличение содержания пролина под действием НП в условиях засоления растений 
может быть прямым следствием возрастания в них содержания молекул активной НР и, следо- 
вательно, способности ассимилировать неорганический азот, превращать его в глутаминовую 
кислоту и затем в пролин.

Содержание активных форм кислорода, оцениваемое по способности растений генерировать 
супероксид анион-радикал, возросло на 54 % в растениях варианта «NaCl» по сравнению  
с водным контролем (рис. 3, b). Последовательное добавление к солевому раствору KNO3 (20 мМ),  
АЛК  (80 мг/л) и наконец НП привело к постепенному снижению способности генерировать супер- 
оксид анион-радикал в растениях вариантов «NaCl + KNO3», «NaCl + KNO3 + АЛК» и «NaCl + 
KNO3 + АЛК + НП» по сравнению с растениями, выращенными в растворе NaCl (рис. 3, b). Эти 
величины по сравнению с вариантом «NaCl» составили 89, 71 и 62 % соответственно.

Т а б л и ц а 2. Величина стимуляции активности НР в растениях ячменя, выращенных  
в растворе NaCl  (150 мM) с добавлением KNO3 (20 мM); экзогенной АЛК (40 и 60 мг/л);  

KNO3 (20 мМ) + АЛК (40 мг/л); KNO3 (20 мМ) + АЛК (60 мг/л) по сравнению с активностью фермента  
в растениях, выращенных в 150 мM растворе NaCl (контроль – 100  %)

T a b l e 2. Amount of stimulation (%) of NR activity in barley plants grown in NaCl solution (150 mM) with addition 
of KNO3 (20 mM); exogenous ALA (40 and 60 mg/l); KNO3 (20 mM) + ALA (40 mg/l); KNO3 (20 mM) + ALA  

(60 mg/l) as compared with enzyme activity in plants grown in 150 mM NaCl solution (control – 100  %)

Вариант Общая активность НР,  % Активная форма НР,  %

NaCl (150) – контроль 100 100
NaCl (150) + KNO3 (20) 173 202
NaCl (150) + АЛК (40) 38 58
Сумма индивидуальных эффектов KNO3 и АЛК 211 260
NaCl (150) + KNO3 (20) + АЛК (40) 242 252
NaCl (150) + KNO3 (20) 173 202
NaCl (150) + АЛК (60) 33 76
Сумма индивидуальных эффектов KNO3 и АЛК 206 278
NaCl (150) + KNO3 (20) + АЛК (60) 202 289

Рис. 3. Содержание свободного пролина (а) и способность к генерации супероксид анион-радикала (b)  
в растениях ячменя, выращенных в воде, растворе, содержащем 150 мМ NaCl с добавками 20 мМ KNO3,  

НП, 80 мг/л АЛК, либо без добавок

Fig. 3. The content of free proline (а) and ability to generate superoxide anion-radical (b) in barley plants grown in water,  
in 150 mM NaCl solution with or without addition of 20 mM KNO3, 80 mg/l ALA and NP
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Заключение. Таким образом, предоставление кофакторов НР в виде НП растениям, выращи- 
ваемым на воде, растворах KNO3, а также в условиях засоления, создаваемого NaCl в присутствии 
KNO3 и/или АЛК, либо в их отсутствии, приводило к возрастанию как общей активности НР, так  
и ее активной формы, что указывает на лимитирование активности НР на уровне ее кофакторов 
при описанных выше условиях. Повышение активности НР в присутствии НП сопровождалось 
повышением содержания пролина, что при засолении растений уменьшало окислительный 
стресс, снижая способность растений генерировать супероксид анион-радикал. Таким образом, 
использование трех агентов – субстрата НР (KNO3), экзогенной АЛК и кофакторов НР в виде НП – 
способствовало формированию высокой солеустойчивости растений ячменя на ранних стадиях их 
вегетации, проявившейся в стимуляции ростовых процессов, повышении активности ключевого 
фермента ассимиляции неорганического азота – НР, повышенном накоплении пролина и снижении 
уровня АФК, определяемом по способности растений генерировать супероксид анион-радикал. 
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Институт радиобиологии НАН Беларуси, Гомель, Республика Беларусь

РАДИАЦИОННОЕ ПОРАЖЕНИЕ СПЕРМАТОГЕННЫХ КЛЕТОК  
И ЭПИДИДИМАЛЬНЫХ СПЕРМАТОЗОИДОВ КРЫС ЛИНИИ ВИСТАР  

ПОСЛЕ ВНЕШНЕГО ОБЛУЧЕНИЯ 

Изучено влияние внешнего ионизирующего облучения в дозе 1,0 Гр на репродуктивную систему крыс-самцов. 
Установлено, что в начальном периоде после облучения наблюдается ускорение процесса сперматогенеза, что под- 
тверждается повышением количества сперматогоний, прелептотенных сперматоцитов, сперматоцитов первого порядка 
и округлых сперматид. Одновременно отмечаются снижение числа эпидидимальных сперматозоидов и их жизнеспо- 
собность, значительная гибель зрелых половых клеток путем апоптоза и некроза. Активность глицеральдегид-3- 
фосфатдегидрогеназы (ГФДГ) и акрозина в эпидидимальных сперматозоидах на 3-и сутки после облучения уменьша- 
ется, в то же время в отдаленном периоде активность ГФДГ в этом периоде не отличается от контроля при повышенном 
уровне акрозина (почти в 2,8 раза). Ухудшение количественных и качественных характеристик эпидидимальных спер- 
матозоидов у облученных животных, по-видимому, приведет к снижению фертильности экспериментальных животных.

Ключевые слова: внешнее облучение в дозе 1,0 Гр, репродуктивная система крыс-самцов, сперматогенез, спер- 
матозоиды, жизнеспособность, индекс фрагментации ДНК (индекс DFI), апоптоз, глицеральдегид-3-фосфатдегидро- 
геназа, акрозин, фруктоза.

G. G. Vereschako, N. V. Chueshova, E. V. Tsukanova, M. A. Bakshayeva

Institute of Radiobiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Gomel, Republic of Belarus

RADIATION INJURY SPERMATOGENIC CELLS AND SPERMATOZOA RATS WISTAR  
AFTER EXTERNAL EXPOSURE 

It was studied the effect of external radiation (1.0 Gy) on the reproductive system of male rats. It is established that in the 
initial period after irradiation, acceleration of the process of spermatogenesis is observed, which is confirmed by an increase 
in the number of spermatogonia, preleptotene spermatocytes, and spermatocytes of the first order and round spermatids. 
Simultaneously, a decrease in the number of epididymal spermatozoa and their viability, a significant death of mature sex 
cells by apoptosis and necrosis. The activity of GDD and acrosin in epididymal spermatozoa decreases on the 3rd day after 
irradiation, while in the long-term period the activity of GFDG does not differ from control at an increased level of acrosin 
(almost 2.8 times). The deterioration of quantitative and qualitative characteristics of epididymal spermatozoa in irradiated 
animals, apparently, will lead to a decrease in the fertility of experimental animals.

Keywords: external exposure at dose 1.0 Gy, male rats reproductive systems, spermatogenesis, spermatozoa, viability, 
DNA fragmentation index (index DFI), apoptosis, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), acrosyn, fructose.

Введение. Репродуктивная система самцов млекопитающих, включая человека, обеспечи- 
вающая процесс воспроизводства, обладает высокой чувствительностью к воздействию антропо- 
генных факторов окружающей среды и является одним из важнейших объектов для исследо- 
вания. За последние годы наряду с традиционными методами ее оценки все большее распро- 
странение получают новые технологии, включая  проточную цитофлуориметрию, современные 
биохимические и молекулярные методы исследования, изучается процесс программированной 
гибели клеток и др., что позволяет в большей степени раскрыть механизм реализации эффектов 
в сперматогенных клетках тестикулярной ткани и сперматозоидах при действии различных 
негативных факторов [1, 2].

Несмотря на значительное количество работ, посвященных проблеме влияния ионизирующей 
радиации на репродуктивную систему самцов [3–5], использование современных методов иссле- 
дования радиационного поражения сперматогенных клеток и зрелых сперматозоидов представ- 
ляет значительный интерес. Как известно, среди сперматогенных клеток самыми радиочувстви- 
тельными  являются  сперматогонии и сперматоциты (клетки начальных этапов дифференцировки), 
а наиболее радиорезистентными – сперматозоиды, т. е. радиорезистентность клеток к облучению 
повышается по мере их дифференцировки [3]. 
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Эффекты в половых клетках разных стадий дифференцировки в ткани семенника и зрелых 
сперматозоидов животных, а также в различные сроки после внешнего острого облучения в дозе 
1,0 Гр с помощью молекулярно-биохимических методов изучены недостаточно.

Цель настоящей работы – исследование ряда показателей сперматогенных клеток тестикуляр- 
ной ткани и эпидидимальных сперматозоидов крыс-самцов в различные сроки после внешнего 
острого радиационного воздействия в дозе 1,0 Гр.

Материалы и методы исследования. Исследования проводили на крысах-самцах линии 
Вистар (исходный возраст 4,5 мес., масса 344,85 ± 2,01 г), находившихся на стандартном пище-
вом рационе вивария и имевших свободный доступ к питьевой воде. Контролем служили живот-
ные аналогичного возраста и пола (n = 5−6), содержавшиеся в таких же условиях.

Все крысы-самцы были разделены на две группы: I – контроль (интактные животные);  
II – животные, облученные в дозе 1,0 Гр. Внешнее однократное облучение в дозе 1,0 Гр проводили 
на установке ИГУР (137Сs, мощность дозы 43 сГр/мин). Опыты проводили на 3-и и 30-е сутки 
после воздействия.

Предварительно взвешенных животных подвергали декапитации, выделяли семенники с при- 
датками (эпидидимисы) и семенные пузырьки, абсолютную массу которых оценивали с точно- 
стью до 1 мг с последующим расчетом относительной массы. Для количественного анализа раз- 
личных типов сперматогенных клеток методом ДНК-проточной цитометрии (цитофлуориметр 
Cytomics FC 500, Beckman Coulter, США) использовали клеточную суспензию, полученную из 
тестикулярной ткани [6]. По содержанию ДНК сперматогенные клетки были классифицированы 
как сперматогонии (2С), сперматоциты в S-фазе, сперматоциты первого порядка (4С), круглые 
(1С), удлиненные (НС1) и продолговатые (НС2) сперматиды. Зрелые половые клетки выделяли 
из эпидидимиса, подсчитывали их количество в камере Горяева [7], определяли их жизнеспо- 
собность [8], индекс фрагментации ДНК (DFI) [9], количество апоптотических и некротических 
сперматозоидов [10], а также активность глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (ГФДГ) [11]  
и  акрозина [12, 13]. В семенных пузырьках определяли содержание фруктозы [14].

Полученные данные обрабатывали с помощью общепринятых методов биологической стати- 
стики, используя пакеты программ Excel и GraphPad Prism 5. При сравнении двух независимых 
групп по количественному признаку применяли критерий Манна–Уитни. Различия считали 
достоверными при р < 0,05

Результаты и их обсуждение. Установлено, что масса органов репродуктивной системы 
крыс-самцов на 3-и сутки после внешнего острого облучения в дозе 1,0 Гр почти не изменяется, 
за исключением статистически значимого снижения этого показателя для абсолютной массы 
семенных пузырьков на 13,0 % (р < 0,05) по отношению к контролю (табл. 1). Отсутствие суще-
ственных изменений массы органов репродуктивной системы, и прежде всего семенников, при 
действии острого ионизирующего излучения, вероятно, обусловлено тем, что эти изменения от-
мечаются, как правило, при облучении в дозах свыше 2,0 Гр [15]. 

Т а б л и ц а  1. Влияние внешнего облучения в дозе 1,0 Гр на массу органов репродуктивной системы,  
количество сперматогенных клеток различных популяций в тестикулярной ткани  

и некоторые показатели эпидидимальных сперматозоидов крыс на 3-и сутки после воздействия

T a b l e.  1. Influence of external radiation dose of 1.0 g per ton of the organs of the reproductive system,  
the number of spermatogennyh cells of different populations of testicular tissue and some indicators  

of epididymal sperms rats on day 3 after exposure

Изучаемый показатель Контроль Облучение в дозе 1,0 Гр % к контролю

Масса органов репродуктивной  системы
АМ семенников, г 1,95 ± 0,06 1,90 ± 0,05 97,44
ОМ семенников, % 0,50 ± 0,01 0,50 ± 0,02 100,00
АМ эпидидимисов, г 0,62 ± 0,013 0,61 ± 0,018 98,39
ОМ эпидидимисов, % 0,16 ± 0,003 0,16 ± 0,005 100,00
АМ семенных пузырьков, г 1,48 ± 0,07 1,29 ± 0,05* 87,16
ОМ семенных пузырьков, % 0,38 ± 0,02 0,34 ± 0,02 89,47
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Изучаемый показатель Контроль Облучение в дозе 1,0 Гр % к контролю

Сперматогенные клетки тестикулярной  ткани, %
Сперматогонии (2С) 8,88 ± 0,57 10,50 ± 0,32* 118,24
Прелептотенные сперматоциты (S-фаза) 2,86 ± 0,09 3,05 ± 0,04 106,64
Сперматоциты первого порядка 6,21 ± 0,25 7,02 ± 0,49 113,04
Сперматиды округлые 45,55 ± 2,32 53,75 ± 0,94* 118,00
Сперматиды удлиненные 23,01 ± 0,82 18,22 ± 1,32* 79,18
Сперматиды продолговатые 12,99 ± 2,11 6,43 ± 0,81* 49,50

Эпидидимальные сперматозоиды
Количество клеток, ×106/г 7,38 ± 0,36 6,45 ± 0,50 87,40
Жизнеспособность, % 78,17 ± 3,10 57,00 ± 1,93* 72,92
DFI, % 3,31 ± 0,15 2,69 ± 0,46 81,27
Апоптотические сперматозоиды, % 0,18 ± 0,03 0,88 ± 0,23* 488,89
Некротические сперматозоиды, % 1,78 ± 0,12 2,40 ± 0,15* 134,83
ГФДГ, мЕд 5,99 ± 1,77 3,98 ± 0,56 66,44
Акрозин, мг/мин 2,20 ± 0,72 0,89 ± 0,47 40,45

Семенные пузырьки
Фруктоза, ммоль/л 9,38 ± 0,91 8,02 ± 0,60 85,50

П р и м е ч а н и е. АМ – абсолютная масса; ОМ – относительная масса; DFI – индекс фрагментации 
ДНК; ГФДГ – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа. *– достоверно при р < 0,05. То же в табл. 2.

Облучение крыс-самцов в дозе 1,0 Гр оказывает существенное влияние на процесс спермато-
генеза. Так, при анализе распределения различных популяций сперматогенных клеток на 3-и сутки 
после радиационного воздействия наблюдается ускорение начальных этапов их дифференциров-
ки. Это выражается в повышении количества сперматогоний (до 118,2 %), прелептотенных спер-
матоцитов (до 106,6 %) и сперматоцитов первого порядка (до 113,0 %). Однако статистически 
значимый характер это повышение имеет только в отношении числа сперматогоний. 

Количество круглых сперматид, которые образуются в результате деления сперматоцитов пер- 
вого порядка и являются гаплоидными клетками (1С), также достоверно повышается (до 118,0 %). 
В дальнейшем на стадии формирования (трансформации) сперматид в сперматозоиды число 
удлиненных и продолговатых сперматид значительно снижается и составляет по отношению  
к контролю 79,2 % (р < 0,05) и 49,5 % (р < 0,05) соответственно.

 Существенное уменьшение количества продолговатых сперматид в тестикулярной ткани 
отражается на продукции спермиогенеза, так как количество эпидидимальных сперматозоидов 
в группе облученных  животных имеет тенденцию к снижению (до 87,4 %), а их жизнеспособность 
падает до 72,9 % (р < 0,05) по сравнению с аналогичным показателем в контрольной группе.  
В этот период (3-и сутки) облучение крыс в дозе 1,0 Гр индуцирует гибель половых клеток, о чем 
свидетельствует статистически значимое увеличение (почти в 5 раз) числа некротических и осо- 
бенно апоптотических сперматозоидов. 

Анализ активности ГФДГ и акрозина в эпидидимальных сперматозоидах показал, что на 3-и 
сутки после облучения отмечается значительное их снижение, но из-за значительной вариабель- 
ности полученных данных они не являются достоверными. 

Спустя 1 мес. после внешнего облучения в дозе 1,0 Гр  изменений абсолютной и относительной 
массы органов репродуктивной системы облученных животных не выявлено (табл. 2). К этому 
времени процесс сперматогенеза по сравнению с начальным сроком наблюдения (3-и сутки)  
в тестикулярной ткани практически нормализуется на всех его стадиях. При этом сохраняется 
тенденция к уменьшению числа продолговатых сперматид до 86,9 %. Изучение количественных 
и качественных характеристик сперматозоидов, выделенных из эпидидимисов облученных жи-
вотных, напротив, показывает значительное ухудшение изучаемых показателей по сравнению  
с таковыми при первом сроке наблюдения. Прежде всего необходимо отметить статистически 
значимое уменьшение количества зрелых половых клеток, выделенных из эпидидимиса. Их число 

Окончание табл. 1
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составляет всего 55,0 % по отношению к контролю при низкой жизнеспособности клеток (76,8 %,  
р < 0,05). Количество апоптотических и некротических сперматозоидов возрастает более чем  
в 5,5 и 4 раза соответственно. В то же время активность ГФДГ в исследуемых клетках в этом 
периоде не отличается от контроля при повышенном уровне (почти в 2,8 раза) акрозина.

Содержание фруктозы в семенных пузырьках, которая является основным источником энер- 
гообеспечения сперматозоидов, имеет тенденцию к снижению, что указывает на некоторое ухуд- 
шение обеспечения этим энергетическим субстратом клеток в начальном периоде после воз- 
действия (3-и сутки) и его повышение к 30-м суткам (до 115,9 % по отношению к контролю), что, 
вероятно, связано с количеством зрелых половых клеток.

Т а б л и ц а  2. Влияние внешнего облучения в дозе 1,0 Гр на массу органов репродуктивной системы,  
количество сперматогенных клеток различных популяций в тестикулярной ткани  

и некоторые показатели эпидидимальных сперматозоидов крыс на 30-е сутки после воздействия

T a b l e.  2. Influence of external radiation dose of 1.0 g per ton of the organs of the reproductive system,  
the number of spermatogennyh cells of different populations of testicular tissue and some indicators  

of epididymal sperms rats on the 30th day after exposure

Изучаемый показатель Контроль Облучение в дозе 1,0 Гр % к контролю

Масса органов репродуктивной  системы
АМ семенников, г 1,87 ± 0,05 1,76 ± 0,06 94,12
ОМ семенников, % 0,47 ± 0,01 0,44 ± 0,02 93,62
АМ эпидидимисов, г 0,64 ± 0,03 0,63 ± 0,02 98,44
ОМ эпидидимисов, % 0,15 ± 0,01 0,16 ± 0,01 106,67
АМ семенных пузырьков, г 1,37 ± 0,13 1,42 ± 0,06 103,65
ОМ семенных пузырьков, % 0,34 ± 0,03 0,36 ± 0,02 105,88

Сперматогенные клетки тестикулярной  ткани, %
Сперматогонии (2 С) 6,41 ± 0,33 6,86 ± 0,18 107,02
Прелептотенные сперматоциты (S-фаза) 1,98 ± 0,15 2,04 ± 0,15 103,03
Сперматоциты первого порядка 3,73 ± 0,31 4,22 ± 0,19 113,14
Сперматиды округлые 40,53 ± 2,65 42,77 ± 2,04 105,53
Сперматиды удлиненные 16,89 ± 0,93 15,70 ± 1,32 92,95
Сперматиды продолговатые 30,36 ± 2,39 26,40 ± 1,74 86,96

Эпидидимальные сперматозоиды
Количество клеток, ×106/г 8,45 ± 0,29 4,65 ± 0,58* 55,03
Жизнеспособность, % 68,83 ± 1,78 52,83 ± 1,94* 76,76
DFI, % 5,20 ± 0,41 5,44 ± 0,32 104,62
Апоптотические сперматозоиды, % 0,67 ± 0,21 3,68 ± 0,91* 549,25
Некротические сперматозоиды, % 1,00 ± 0,15 3,85 ± 0,55* 385,00
ГФДГ, мЕд 4,04 ± 0,66 4,24 ± 0,85 104,95
Акрозин, мг/мин 1,64 ± 0,69 4,58 ± 0,98 279,27

Семенные пузырьки
Фруктоза, ммоль/л 9,66 ± 1,35 11,19 ± 0,73 115,84

Таким образом, внешнее облучение крыс-самцов в дозе 1,0 Гр не оказывает существенного 
влияния на массу органов репродуктивной системы в различные сроки после облучения. На 3-и сут- 
ки после воздействия процесс сперматогенеза на начальных этапах дифференцировки спер- 
матогенных клеток ускоряется, однако в отдаленном периоде он почти нормализуется. В то же 
время количество эпидидимальных сперматозоидов и их жизнеспособность у облученных живот-
ных достоверно снижаются на 3-и сутки после воздействия, а к 30-м суткам они уменьшаются 
еще в большей степени. Облучение также индуцирует значительное увеличение числа некроти- 
ческих и апоптотических сперматозоидов. Полученные данные свидетельствуют о выраженном 
влиянии  внешнего облучения в дозе 1,0 Гр на спермиогенез, что, вероятно, приведет к падению 
оплодотворяющей способности животных.
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Заключение. Таким образом, внешнее облучение в дозе 1,0 Гр,  не оказывая существенного 
влияния на массу органов репродуктивной системы крыс-самцов, стимулирует процесс сперма- 
тогенеза в начальном периоде после облучения (3-и сутки), что подтверждается повышением  
количества сперматогоний, прелептотенных сперматоцитов и сперматоцитов первого порядка и круг- 
лых сперматид. Для  эпидидимальных сперматозоидов облученных животных (3-и, 30-е сутки) 
выявляется выраженная негативная реакция на воздействие, которая заключается не только в до- 
стоверной гибели зрелых половых клеток за счет индукции апоптоза и некроза, но и в значительном 
снижении их жизнеспособности. Ухудшение количественных и качественных характеристик 
эпидидимальных сперматозоидов у облученных животных, по-видимому, вызовет снижение 
фертильности экспериментальных животных.
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ДНК-МАРКЕРЫ ГЕНОВ УСТОЙЧИВОСТИ К ФИТОФТОРОЗУ  
И К Y-ВИРУСУ У ОБРАЗЦОВ ДИКОГО АЛЛОТЕТРАПЛОИДНОГО  

ВИДА КАРТОФЕЛЯ SOLANUM STOLONIFERUM

Мексиканский аллотетраплоидный дикий вид картофеля Solanum stoloniferum Schltdl. (серия Longipedicellata) 
представляет собой источник ряда ценных для селекции генов. Однако естественные репродуктивные барьеры меж-
ду S. stoloniferum и культурным картофелем существенно затрудняют интрогрессию генов этого вида в селекционный 
материал.  Ранее нами впервые показана возможность получения диплоидных гибридов в скрещиваниях между  
S. stoloniferum и диплоидными линиями S. tuberosum, что значительно упрощает этот процесс. Однако неясно, какие из 
ценных генов дикого вида, расположенные на разных геномах, удается перенести к диплоидным  межвидовым гибридам.  

Целью настоящего исследования было отобрать генотипы аллотетраплоидного вида с максимально широкой 
представленностью ДНК-маркеров генов устойчивости к фитофторозу и Y-вирусу. Отобранные генотипы будут 
вовлечены в гибридизацию с диплоидами S. tuberosum, что позволит изучить перенос маркеров  с геномом А (или В) 
дикого вида в диплоидные гибриды, в том числе при использовании других методов вовлечения в селекцию генофонда 
S. stoloniferum.  

В результате изучения 26 образцов S. stoloniferum выделен PI 205522, у которого имелись маркеры к генам 
устойчивости к фитофторозу (Rpi-sto1) и Y-вирусу картофеля (Ry-sto и Ry-fsto). Отсутствие расщепления по маркерам  
у потомства от самоопыления PI 205522 свидетельствует о гомозиготном состоянии этих генов. Сиквенс фрагмента 
маркера 1521/518 образца PI 205522 показал его гомологию (99 %) с известными последовательностями гена Rpi-sto1 
S. stoloniferum и Rpi-blb1 S. bulbocastanum образцов этих видов, имеющих высокую устойчивость к фитофторозу.

Ключевые слова: картофель, Solanum stoloniferum, ДНК-маркеры, гены устойчивости, PVY (вирус Y картофеля), 
фитофтороз.

А. V. Levy, E. V. Voronkova, Y. V. Polyukchovich, A. P. Yermishin

Institute of Genetic and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

REPRESENTATIVENNESS OF DNA-MARKERS OF LATE BLIGHT AND PVY-RESISTANCE GENES  
IN ACCESSIONS OF WILD ALLOTETRAPLOID POTATO SPECIES SOLANUM STOLONIFERUM

Wild allotetraploid potato species from Mexico Solanum stoloniferum Schltdl. (series Longipedicellata) is considered to 
be a source of the range of valuable for breeding genes. Nevertheless, natural reproductive barriers between S. stoloniferum 
and cultivated potatoes considerably hamper introgression of genes of this species into breeding material. We were the first 
who demonstrated earlier the possibility of production of diploid hybrids in crosses between S. stoloniferum and S. tuberosum 
diploid lines that can substantially simplify this process. However, it is not clear which of the wild species genes situated  
on different genomes may be transferred to diploid interspecific hybrids. The purpose of the study was to select wild species 
genotypes with the widest range of DNA-markers of LB- and PVY-resistance genes. They will be used in crosses with S. tubero-
sum diploid lines to investigate the transfer of the markers along with A (or B) genome of the wild species to diploid hybrids  
as well as in application of other methods of involvement of S. stoloniferum into breeding.

As a result of study 26 accessions of wild allotetraploid species S. stoloniferum, the PI 205522 had been selected carrying 
markers of Rpi-sto1, Ry-sto and  Ry-fsto genes. Lack of segregation on the markers in offspring from self-pollination of PI 
205522 indicated about homozygous state of these genes. Sequence of the part of the 1521/518 marker in PI 205522 had shown 
its homology (99 %) with known sequences of genes Rpi-sto1 of S. stoloniferum and Rpi-blb1 of S. bulbocastanum of the ac-
cessions of these species having high LB-resistance.

  Keywords: potato, Solanum stoloniferum, DNA-markers, resistance genes, PVY (potato virus Y), LB (late blight).

Введение. Мексиканский вид картофеля Solanum stoloniferum Schltdl. (серия Longipedicellata) 
представляет собой источник ряда ценных генов, включение которых в генетический пул куль-
турного картофеля S. tuberosum позволило бы селекционерам в значительной степени продви- 
нуться в создании сортов, устойчивых к болезням, вредителям и неблагоприятным факторам 
внешней среды. Однако естественные репродуктивные барьеры между S. stoloniferum и куль- 
турным картофелем существенно затрудняют интрогрессию ценных генов этого вида в селек- 
ционный материал. 
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S. stoloniferum, как и другие представители серии Longipedicellata, является полным (геномным) 
аллоплоидом с геномом ААВВ с дисомным наследованием признаков и относится к классифика-
ционной группе 4х (2EBN) видов, которая считается наиболее древней среди представителей се-
рии Petota. В силу его дисомности и эффективной плоидности (или EBN, от англ. endosperm bal-
ance number), равной 2, он не может свободно скрещиваться с тетраплоидным S. tuberosum, яв-
ляющимся тетрасомным 4х (4EBN) видом. Этот вид при отсутствии презиготных барьеров легко 
скрещивается с дигаплоидами S. tuberosum (2х (2EBN)) и другими 2х (2EBN) видами с образова-
нием триплоидных 3х (2EBN) гибридов. Такие триплоиды являются жизнеспособными, однако  
в силу значительных нарушений мега- и микроспорогенеза, как правило, полностью стерильны, 
что явилось эволюционной причиной обособления аллотетраплоидов от диплоидных видов кар-
тофеля [1]. 

Для вовлечения в селекцию генофонда S. stoloniferum и других аллополиплоидных видов 
используют сложные схемы скрещиваний, включающие манипуляции с плоидностью, а также 
различные методы биотехнологии растений [2−9]. Однако такие подходы сопряжены не только  
с технической сложностью получения фертильных жизнеспособных гибридов, но и со сложностью 
дальнейшего их использования в селекции. К их недостаткам следует отнести прежде всего то, 
что отбор по селекционно-ценным признакам (интрогрессия селекционно-ценных генов дикого 
вида) проводится среди высокополиплоидного (в лучшем случае тетраплоидного) и анеупло- 
идного селекционного материала, для которого характерно сложное расщепление. Требуется 
достаточно много времени для стабилизации плоидности селекционного материала на тетрапло- 
идном уровне, элиминации нежелательных признаков дикого вида. Многие из методов преодо- 
ления межвидовых барьеров технически сложны и в большинстве случаев недостаточно резуль- 
тативны.

В лаборатории генетики картофеля Института генетики и цитологии НАН Беларуси изучена 
возможность получения диплоидных гибридов в скрещиваниях между S. stoloniferum, а также 
дикими аллотетраплоидными видами картофеля S. acaule, S. fendlery, S. polytrichon и дигапло- 
идами S. tuberosum [10−12]. Впервые установлено, что среди межвидовых гибридов наряду  
с ожидаемыми триплоидами можно отобрать диплоидные генотипы, способные скрещиваться  
с дигаплоидами S. tuberosum. Полученные диплоидные гибриды являются жизнеспособными  
и могут легко использоваться в дальнейших скрещиваниях на диплоидном уровне. 

Данные, полученные с применением SSR- и RAPD-маркеров, подтвердили интрогрессию ви-
доспецифических локусов дикого и культурного родительских видов как в триплоидные, так  
и в диплоидные межвидовые гибриды на основе аллотетраплоидных видов. Потеря части локу-
сов дикого вида при неизменном уровне локусов культурного картофеля позволила сделать вы-
вод, что образование диплоидных гибридов при скрещивании аллотетраплоидных видов с дига-
плоидами S. tuberosum, вероятно, происходит путем оплодотворения моноплоидной (n, 1EBN, 
содержащей геном А или B(Aʹ)) яйцеклетки аллотетраплоидного вида нормальной пыльцой  
(n, 1EBN, содержащей геном А) дигаплоида S. tuberosum [12]. 

В силу того, что получение диплоидных межвидовых гибридов на основе аллотетраплоидных 
видов, очевидно, связано с переносом в селекционный материал лишь одного из геномов (пред- 
положительно генома А), возникает вопрос: какие из ценных генов дикого вида можно перенести 
с помощью этого метода, а какие − невозможно. Для ответа на этот вопрос необходимо точно 
установить: 1) какой из геномов дикого аллотетраплоидного вида представлен в диплоидных 
гибридах (А, В или тот и другой у разных генотипов); 2) с какой частотой могут быть представ- 
лены в гибридах определенные гены (например, гены устойчивости к болезням), имеющиеся  
у родительского дикого вида. Последний показатель зависит от аллельного состояния гена (гомо-
зигота или гетерозигота) у родительских генотипов и его геномной локализации. В контексте 
изучаемой проблемы второй аспект представляет наибольший интерес: если выяснится, что  
у диплоидных гибридов встречается исключительно геном А, то гены, расположенные на геноме 
В, будет невозможно интрогрессировать в селекционный материал с помощью этого метода.

Для S. stoloniferum разработан ряд ДНК-маркеров, использование которых может быть полез- 
ным при изучении указанной проблемы. Во-первых, имеются весьма специфичные SCAR-маркеры 
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COSII 5B и FLintB469, которые применяются в филогенетических исследованиях для идентифи- 
кации генома В аллотетраплоидных диких видов картофеля [13]. Во-вторых, нашли применение 
в селекции ДНК-маркеры генов устойчивости к Y-вирусу картофеля (PVY), интрогрессированные 
в сорта картофеля от S. stoloniferum [14, 15]. Наконец, у S. stoloniferum выявлен функциональный 
гомолог гена Rpi-blb1 долговременной устойчивости к фитофторозу широкого спектра действия 
мексиканского диплоидного 1 EBN вида S. bulbocastanum. Для его идентификации (он был обо-
значен как Rpi-sto1) вполне пригодны ДНК маркеры, разработанные для детекции Rpi-blb1 [16].

Цель настоящей работы – изучение представленности ДНК-маркеров генов устойчивости  
к фитофторозу Rpi-sto1 и PVY (Ry-sto и Ry-fsto) у образцов коллекции S. stoloniferum. Предпо- 
лагалось выделить образцы, имеющие наибольшее количество названных маркеров. Эти образ-
цы будут использованы при изучении особенностей интрогрессии генетического материала ди-
кого аллотетраплоидного вида S. stoloniferum в селекционный материал путем получения ди- 
плоидных гибридов при их гибридизации с фертильными дигаплоидами S. tuberosum, а также 
при использовании других методов получения межвидовых гибридов.

Материалы и методы исследования. Объектом исследований являлись 26 образцов дикого 
аллотетраплоидного вида картофеля S. stoloniferum (семена получены из генетического банка по 
картофелю NRSP-6, США).

Выделение и очистку ДНК осуществляли из листьев выращиваемых в теплице растений  
с использованием наборов DNA purification Kit производства фирмы Thermo Scientific (EC) в со-
ответствии с рекомендациями производителя и рядом модификаций, разработанных специально 
для выделения ДНК из свежесобранных зеленых листьев картофеля [17]. Измерение концентра-
ции и степени очистки ДНК выполняли на спектрофотометре  Ultrospec 3300.

Проводили ПЦР-анализ ДНК образцов S. stoloniferum на наличие ДНК-маркеров генов Ry-sto 
и Ry-fsto устойчивости к PVY и гену Rpi-sto1 устойчивости к фитофторозу. Для детекции локусов 
генов Ry-sto и Ry-fsto использовали ДНК-маркеры SCARysto4100 и CAPS GP122/EcoRV718 соответ- 
ственно [14, 15], для детекции локусов гена Rpi-sto1 – маркеры 517/1519750, RB820 и 1521/518704 [16]. 
Синтез праймеров осуществлен в ОДО «Праймтех» (г. Минск). Реакции амплификации проводили 
на автоматическом программируемом термоциклере фирмы PE Applied Biosystems (США) (GenAmp 
System 2700). Праймеры и режимы ПЦР описаны в методических рекомендациях [17, 18]. 
Специфические фрагменты ДНК идентифицировали после горизонтального электрофореза про-
дуктов амплификации в 1,5 %-ном агарозном геле с добавлением бромистого этидия в течение 
1–1,5 ч при напряжении в 80 V и силе тока 6 mА. Визуализацию фрагментов проводили в уль- 
трафиолетовом свете с использованием прибора гель-документирования Quantum ST4 1100.

Секвенировали фрагмент ДНК размером 671 п. н. гена Rpi-sto1, полученного в результате 
амплификации праймера 1521/518704 у S. stoloniferum PI 205522 с использованием автоматического 
генетического анализатора ABI Prism 310/3130/3130xl согласно методике, описанной в руковод- 
стве [19]. Редактирование суммарной нуклеотидной последовательности и анализ результатов 

Фрагмент секвенированного локуса 1521/518704  образца PI 205522  S. stoloniferum и соответствующих 
последовательностей ДНК разных генотипов S. stoloniferum и S. bulbocastanum, представленных в базах данных 

NCBI. Показано наличие делеции размером 18 п. н. у неустойчивого к фитофторозу образца  S. bulbocastanum 
AY303171.1  в области ДНК, комплементарной обратному праймеру (выделена серым цветом) для идентификации 
маркера 1 and 1ʹ [21], сцепленного с признаком высокой устойчивости к фитофторозу. У образца PI 205522 делеция  

в области ПЦР ДНК-маркера отсутствует
A fragment of the sekvenir locus 1521/518704 of sample PI 205522 S. stoloniferum and corresponding DNA sequences  

of different genotypes of S. stoloniferum and S. bulbocastanum, represented in NCBI databases. It was shown the existence 
of deletion size 18 p. n. from unsustainable to phytophthorosis sample S. bulbocastanum AY 303171.1 in the field of DNA, 

complementary reverse Primer (dimmed) for identification of marker 1 and 1ʹ [21], concatenated with a sign of high 
resistance to phytophthorosis. Sample PI 205522 deletion in the field of DNA PCR-marker is missing
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секвенирования осуществляли с помощью пакета программ Chromas Pro Version 1.5, степень 
идентичности полученных последовательностей последовательностям, включенным в базу данных 
NCBI, – при помощи пакетов программ NCBI Standard Nucleotide BLAST по процедуре blastn [20]. 

Результаты и их обсуждение. Результаты ПЦР-анализа ДНК образцов S. stoloniferum на 
наличие ДНК-маркеров генов Ry-sto и Ry-fsto устойчивости к PVY и гену Rpi-sto1 устойчивости 
к фитофторозу представлены в таблице.

Результаты ПЦР-анализа ДНК образцов S. stoloniferum на наличие ДНК-маркеров генов Ry-sto  
и Ry-fsto устойчивости к PVY и Rpi-sto1 устойчивости к фитофторозу

The results of PCR-analysis of DNA samples of S. stoloniferum on DNA markers of genes Ry-sto  
and Ry-fsto resistance to PVY and Rpi-sto1 resistance to late blight 

Образец
ПЦР-маркеры генов устойчивости к PVY ПЦР-маркеры гена Rpi-sto1

SCARysto4100 GP122/EcoRV718 517/1519750 RB820 1521/518704

PI 160224 + 0 0 0 0
PI 160225 + 0 0 0 0
PI 160226 + + 0 0 +
PI 160372 + 0 0 0 0
PI 161152 + 0 0 0 0
PI 186544 + + 0 0 0
PI 195164 + 0 0 0 0
PI 195167 + 0 0 0 +
PI 201849 + + 0 0 +
PI 201855 + 0 0 0 +
PI 205510 + 0 0 0 0
PI 205522 + + + + +
PI 230477 + 0 0 0 0
PI 230490 + + 0 0 +
PI 230557 + 0 0 0 +
PI 239411 + 0 0 0 0
PI 243458 + + 0 0 +
PI 275252 + 0 0 0 0
PI 310964 + 0 0 0 0
PI 310980 + + 0 0 0
PI 473534 + + 0 0 +
PI 498287 + 0 0 0 0
PI 558462 + 0 0 0 0
PI 586948 + 0 0 0 0
PI 595472 + 0 0 0 0
PI 653763 + + 0 0 0

Результаты свидетельствуют о наличии полиморфизма среди образцов S. stoloniferum по 
наличию ДНК-маркера гена Ry-fsto устойчивости к PVY и ДНК-маркеров гена Rpi-sto1 устой- 
чивости к фитофторозу. Исследования показали, что образцы S. stoloniferum PI 160226, PI 201849, 
PI 205522, PI 230490, PI 243458, PI 473534 являются вероятными носителями как маркеров генов Ry-sto  
и Ry-fsto устойчивости к PVY, так и гена Rpi-sto1 устойчивости к фитофторозу. Наибольший 
интерес представляет образец PI 205522, у которого представлены все изученные ДНК маркеры. 

Поскольку S. stoloniferum практически не образует клубни в условиях Беларуси, были получены 
семена от самоопыления этого и других образцов дикого вида. Детекция маркеров  генов Ry-fsto 
и Rpi-sto1 у 28 растений, выращенных из семян PI 205522, показала отсутствие расщепления по 
маркерам обоих генов, что свидетельствует об их гомозиготном состоянии у данного образца и его 
самоопыленного потомства. Следовательно, при расчете частоты переноса этих генов в межвидо- 
вые гибриды с участием сеянцев PI 205522 фактор их аллельного состояния можно не учитывать.

В потомстве от самоопыления других образцов S. stoloniferum, у которых были детектированы 
маркеры гена Rpi-sto1 (см. таблицу), имело место расщепление (т. е. исходные растения явля- 
лись гетерозиготными по этому гену). Такие генотипы представляют интерес для изучения 
сопряженности наличия маркеров названного гена у гибридов с уровнем полевой устойчивости 
к фитофторозу. 
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По результатам BLAST-анализа последовательности нуклеотидов фрагмента маркера 1521/518704 
образца PI 205522 S. stoloniferum высокие степени перекрытия выявлены с двумя известными образ- 
цами S. stoloniferum – EU884421.1 и EU884422.1 (93 %) и с тремя образцами S. bulbocastanum – 
AY426259.1, AY336128.1 и AY303171.1 (99 %). С обоими образцами S. stoloniferum и с первыми 
двумя образцами S. bulbocastanum степень совпадения последовательности нуклеотидов соста- 
вила 99 %, с третьим образцом этого вида – 97 %. Сравнение последовательности анализируемого 
фрагмента ДНК, ограниченного областью маркера 1 and 1ʹ [21], сцепленного с признаком высокой 
устойчивости к фитофторозу, выявила высокую степень совпадения (99 %) с обоими образцами 
S. stoloniferum и с первыми двумя образцами S. bulbocastanum (отмечена лишь одна замена цито-
зина на аденин у этого образца по сравнению с известными). Образец S. bulbocastanum AY303171.1 
имел делецию 18 п. н. в области, которую амплифицирует обратный праймер маркера 1and 1 ,́ 
которая характерна для рецессивного аллеля гена Rpi-blb1 (см. рисунок), не дающего устойчи- 
вости к фитофторозу [16]. 

Как показали проведенные исследования, у всех изученных образцов S. stoloniferum присут- 
ствовал ДНК-маркер SCARysto4100 гена Rysto. (см. таблицу). По-видимому, последовательность 
ДНК-маркера является специфической для генома S. stoloniferum и может быть сцеплена как  
с доминантным, так и рецессивным аллелем гена Rysto. При разработке маркера использовалась 
расщепляющаяся популяция, полученная в результате гибридизации высокоустойчивого к PVY 
венгерского сорта White Lady, происходящего от межвидового гибрида на основе S. stoloniferum 
[22]. Маркер SCARysto4100 относится к ДНК-маркерам генов устойчивости, которые представляют 
собой последовательности ДНК, расположенные в непосредственной близости от гена, благодаря 
чему косегрегируют с ним в потомстве этого сорта и других сортов, происходящих от межвидо- 
вого гибрида, являющегося источником этого гена. Последовательности маркеров интрогресси- 
рованы в селекционный материал от диких видов непосредственно с генами, маркерами которых 
они являются, и попадают в новые сорта в процессе селекции, как правило, совместно. Однако  
в генофонде диких видов, от которых они интрогрессированы, они могут быть не сцеплены  
с генами устойчивости [21]. 

Таким образом, для того чтобы выяснить, ассоциирован ли маркер SCARysto4100 у образцов 
S. stoloniferum с устойчивостью к PVY, необходимы дополнительные испытания. Для целей на-
шего исследования этот вопрос значения не имеет: любой из имеющихся в распоряжении марке-
ров образцов дикого вида может быть использован в изучении особенностей переноса соответ- 
ствующего гена в диплоидные межвидовые гибриды 4х S. stoloniferum × 2х S. tuberosum.

В отличие от SCAR-маркера ysto4100, маркер CAPS GP122/EcoRV718 гена Ry-fsto был представ- 
лен лишь у части образцов S. stoloniferum (у 9 из 26), что предполагает его связь с признаком 
устойчивости к патогену у этого дикого вида. Однако и такое предположение требует подтверж- 
дения. Для дальнейших исследований нами отобраны сеянцы образца PI 205522, являющиеся 
носителями маркера GP122/EcoRV718.

 Поскольку гены Ry-sto и Ry-fsto уже достаточно давно используются в селекции картофеля  
и представлены у ряда сортов, проблема их повторной интрогрессии в селекционный материал 
не является актуальной. Для нас представляют интерес лишь маркеры данных генов. Это не 
относится к гену Rpi-sto1: насколько нам известно, в литературе отсутствуют сведения о перено-
се этого гена в генетический пул культурного картофеля, по крайней мере традиционными ме-
тодами, отличными от генно-инженерных. Поэтому нами использовано одновременно несколько 
маркеров этого гена и проведено секвенирование полученных продуктов амплификации, чтобы 
убедиться, что речь идет о функционально активных аллелях. Предполагается в ближайшее вре-
мя проведение полевых испытаний сеянцев и гибридов – носителей маркеров данного гена,  
а также разработка новых подходов для его интрогрессии в селекционный материал, не ограни-
ченных получением диплоидных гибридов 4х S. stoloniferum × 2х S. tuberosum.

Так как ни ген Rpi-blb1, ни его гомолог Rpi-sto1 в настоящее время не представлены в ком- 
мерческих сортах картофеля, ДНК-маркеров для их идентификации в рамках маркер-ассоци- 
ированного отбора не разработано. M. Wang [16] предложен набор из трех маркеров для иденти-
фикации этого гена у образцов диких видов, который использован в настоящем исследовании. 
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Прямой (F) праймер маркера 517/1519750 расположен выше стартового кодона гена, а обратный 
(R) – в области интрона (т. е. область амплификации затрагивает NBS-домен и часть интрона). 
Маркер RB820 (BLB1F/R) соответствует LRR-области гена. Прямой праймер маркера 1521/518704 
захватывает часть области LRR, которую амплифицирует RB820, а обратный праймер располо-
жен ниже стоп-кодона. Таким образом, этот набор маркеров покрывает значительную часть гена 
и прилегающие к нему районы.

Маркеры гена Rpi-sto1 представлены у образцов S. stoloniferum не так часто, как маркеры 
генов устойчивости к PVY и соответствующий гомолог гена мексиканского диплоидного вида  
S. bulbocastanum. Ген Rpi-sto1 с помощью всех трех пар праймеров детектирован только у одного 
образца S. stoloniferum (PI 205522) из  26 проанализированных (см. таблицу) и у 28 сеянцев его 
потомства от самоопыления. У 8 образцов дикого вида присутствовал один из маркеров (1521/518704). 
Амплификацию только отдельных маркеров можно объяснить наличием аллельных вариантов 
гена Rpi-sto1 у изученного набора образцов дикого вида, которые способны амплифицировать 
лишь часть из использованных маркеров.

 M. Wang [16] выявлены 2 образца S. stoloniferum (из 11 проанализированных), у которых при-
сутствовали все 3 вышеупомянутых маркера гена Rpi-sto1, у 1 образца – только маркер 1521/518704. 
У S. bulbocastanum, по данным этого автора, частота гена Rpi-blb1 составила 56 % (из 249 
изученных генотипов).

По мнению [16], доминантный аллель гена Rpi-sto1, с которым связана высокая устойчивость 
к фитофторозу, отличается от рецессивного аллеля делецией в 18 п. н. Из-за этого маркер 1521/518704 
у неустойчивых генотипов амплифицируется лишь частично, до места делеции. Также было 
показано, что неустойчивые генотипы не амплифицируют маркер 1 and 1ʹ [21]), располо- 
женный в пределах 1521/518704. Это дало основание предположить, что делеция затрагивает об-
ласть, которую амплифицирует один из праймеров 1 and 1.́ Секвенированный нами фрагмент 
1521/518704 полностью включает область маркера 1 and 1.́ Его последовательность практически 
полностью совпадает с аналогичной последовательностью ДНК клонированного гена Rpi-sto1 
двух образцов S. stoloniferum и гена Rpi-blb1 двух образцов S. bulbocastanum, выделенных из ге-
нотипов, обладающих высокой устойчивостью к фитофторозу. Один из образцов S. bulbocasta-
num (AY 303171.1) из международных баз данных имел делецию 18 п. н., которая затрагивала 
последовательность, амплифицируемую обратным праймером маркера 1 and 1.́ Очевидно, этот 
образец имеет рецессивный аллель гена Rpi-blb1. Полученные нами результаты подтвердили 
значительную ценность для селекции отобранного нами образца PI 205522: интрогрессия в се-
лекционный материал имеющегося у него аллеля гена Rpi-sto1 имеет большое практическое 
значение.

Локализация в геноме S. stoloniferum генов устойчивости к PVY неизвестна. Однако мож- 
но предположить, что они расположены на геноме А, так как успешно интрогрессированы  
в селекционный материал. Получение диплоидных гибридов между S. stoloniferum и дигаплоидами 
S. tuberosum и анализ их ДНК на предмет наличия маркеров этих генов и маркеров генома В 
(например, COSII 5B и FLintB469 [13]) позволит получить точный ответ на этот вопрос. Что каса-
ется гена Rpi-sto1, с высокой степенью вероятности можно предположить, что он расположен на 
геноме B, который гомологичен геномам диплоидных мексиканских видов картофеля, в частно-
сти S. bulbocastanum. Следовательно, его интрогрессия вышеназванным диплоидным межвидо-
вым гибридам может быть затруднена. Вероятно, потребуется разработка новых методов реше-
ния этой проблемы.

Заключение. Таким образом, в результате изучения представленности ДНК-маркеров генов 
устойчивости к PVY и фитофторозу у 26 образцов дикого аллотетраплоидного вида картофеля 
S. stoloniferum установлено, что у всех изученных образцов присутствовал маркер SCARysto4100 
гена Ry-sto устойчивости к PVY. Маркер GP122/EcoRV718 гена Ry-fsto устойчивости к PVY был 
представлен у 9 образцов. Все использованные маркеры гена Rpi-sto1 высокой долговременной 
устойчивости к фитофторозу имелись только у образца PI 205522. У этого образца присутствовали 
также оба маркера генов устойчивости к PVY, что дало основание отобрать его для дальнейшего 
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изучения особенностей интрогрессии генов устойчивости к болезням дикого вида в селекцион-
ный материал при использовании разных методов получения межвидовых гибридов. Отсутствие 
расщепления по маркерам генов Ry-fsto и Rpi-sto1 у потомства от самоопыления PI 205522 свиде-
тельствует о гомозиготном состоянии этих генов у данного образца. Сиквенс фрагмента 671 п. н. 
маркера 1521/518704 PI 205522 показал его гомологию (99 %) с известными последовательностями 
гена Rpi-sto1 S. stoloniferum и Rpi-blb1 S. bulbocastanum, ранее идентифицированными у образцов 
с высокой устойчивостью к фитофторозу.
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ОКСОФЕРРИЛЬНЫЕ ФОРМЫ МИОГЛОБИНА  
И ГЕМОГЛОБИНА В ПРИСУТСТВИИ ФЕНОЛСОДЕРЖАЩИХ  

СОЕДИНЕНИЙ КАТАЛИЗИРУЮТ ОКИСЛИТЕЛЬНУЮ  
ТРАНСФОРМАЦИЮ ТИАМИНА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ

С помощью спектрально-флуоресцентных методов и метода высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) показано, что после инкубации тиамина с миоглобином и пероксидом водорода в водном растворе образу- 
ются тиохром, оксодигидротиохром и тиаминдисульфид.

При добавлении тирозина или парацетамола в раствор метмиоглобина, пероксида водорода и тиамина резко 
повышается выход тиохрома, а выход оксодигидротиохрома и тиаминдисульфида снижается. В присутствии высо- 
ких концентраций парацетамола или тирозина тиамин превращается в тиохром, а выход оксодигидротиохрома и ти- 
аминдисульфида полностью ингибируется.

Тиаминмонофосфат и тиаминдифосфат, в отличие от тиамина, стабильны и не окисляются даже после длитель- 
ной инкубации в смеси с метмиоглобином и пероксидом водорода. Фосфорные эфиры тиамина не окисляются в соот-
ветствующие фосфаты тиохрома в отсутствие монофенолов.

Образование димеров тирозина, а также димеров и олигомеров парацетамола замедляется в присутствии ти- 
амина и его фосфорных эфиров. Обсуждается механизм сопряженного окисления тиамина и его фосфорных эфиров 
с окислением монофенолов в пероксидазной реакции, катализируемой метмиоглобином и пероксидом водорода.

Ключевые слова: метмиоглобин, метгемоглобин, оксоферрильные формы, ферри-форма, оксодигидротиохром, 
тиаминдисульфид, тиохром, феноксильные радикалы, тиаминмонофосфат, тиаминдифосфат.
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IN THE PRESENCE OF PHENOL-CONTAINING COMPOUNDS OXOFERRYL  
FORMS OF MYOGLOBIN AND HEMOGLOBIN CATALYZE OXIDATIVE TRANSFORMATION  

OF THIAMINE AND ITS DERIVATIVES

Using HPLC, absorption and fluorescence spectroscopy methods it was shown that incubation of thiamine with myoglobin 
and hydrogen peroxide in aqueous solution resulted in formation of thiochrome, oxodihydrothiochrome, and thiaminedisulfide.

If tyrosine or paracetamol are present in incubation mixture besides metmyoglobin, hydrogen peroxide, and thiamine  
we observed significant growth of thiochrome yield and formation of oxodihydrothiochrome and thiaminedisulfide decreased. 
At high excesses of paracetamol or tyrosine the production of oxodihydrothiochrome and thiamine disulfide were inhibited 
and thiochrome was the only product of thiamine oxidation. 

In comparison to thiamine, its phosphate esters (thiamine monophosphate and thiamine diphosphate) are stable in pres-
ence of metmyoglobin and hydrogen peroxide and even prolonged times of incubation did not lead to their oxidative transfor-
mations. However, addition of monophenol compounds to the incubation mixture leads to oxidation of thiamine phosphate 
esters to the corresponding thiochrome phosphates.

From the other side, formation of tyrosine dimers as well as paracetamol dimers and oligomers is lowered down in pres-
ence of thiamine and its phoshate esters. Mechanism of coupled oxidation of thiamine and its phosphate esters with oxidation 
of monophenols in peroxidase reaction catalyzed by metmyoglobin and hydrogen peroxide is discussed.

Keywords: myoglobin, hemoglobin, hemoprotein, oxoferryl form, ferri-form, oxodihydrothiochrome, thiaminedisulfide, 
tiochrome, metmyoglobin, methemoglobin, tyrosine radicals, tiaminpirofosfat, thiamin diphosphate.
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Введение. Результаты многочисленных исследований показали, что при взаимодействии перо-
ксида водорода с гемопротеинами, в том числе с миоглобинами и гемоглобинами, формируются 
высокореакционные оксоферрильные формы гемопротеинов, которые окисляют биомолекулы  
и инициируют перекисное окисление липидов [1, 2]. Пероксид водорода образуется в организме 
как вследствие прямой неэнзиматической реакции дисмутации супероксидов, так и в результате 
реакции, катализируемой СОД, а также генерируется аминооксидазой и глюкозооксидазой. 
Кроме того, постоянно образуют пероксид водорода макрофаги, клетки эндотелия. Перекисное 
окисление липидов сопровождается образованием органических пероксидов [3, 4].

Следует отметить, что оксоферрильные формы гемопротеинов могут образовываться не 
только в реакциях с пероксидами, но и при взаимодействии с пероксинитритом [5].

Стационарная концентрация пероксида водорода в крови вследствие разрушения каталазой  
и глутатионпероксидазой при нормальных условиях не превышает 0,2 нМ. Однако даже под 
действием этой низкой концентрации пероксида водорода метгемоглобин (или гемоглобин) по- 
стоянно окисляется с образованием оксоферрильной формы гемоглобина с радикалом, локализо- 
ванным на белковой глобуле.

Обе оксоферрильные формы гемоглобина (соединение I и соединение II) [6] обнаружены  
в крови при физиологических условиях. Концентрация пероксида водорода в крови и тканях 
сильно возрастает при патологических состояниях, например при ишемии-реперфузии, и может 
достигать 10 мкМ и выше в сердечной мышце при ишемии [7].

Цель работы – изучение сопряженного пероксидазного окисления тиамина и фенольных 
соединений, катализируемого оксоферрильными формами миоглобина лошади и оксоферриль- 
ными формами гемоглобина человека.

Материалы и методы исследования. В работе использовали тиамин, тиохром тиаминмонофос-
фат, тиаминдифосфат, парацетамол и миоглобин из сердца лошади (фирма Sigma, США), амино-
кислоты: L- и D-тирозин, D,L-аргинин, D,L-гистидин, D,L-валин, D,L-фенилаланин, L-серин, 
D-аспарагиновая кислота. D,L-треонин, а также феррицианид и гемин (Fluka, США). Все другие 
реагенты высокой очистки производства России и Беларуси.

Продукты окислительной трансформации тиамина, полученные после инкубации тиамина  
с метмиоглобином в присутствии пероксида водорода, разделяли на индивидуальные соединения 
на хроматографе Agilent-1100, сорбент Zorbax-extend-С18.

Оксигемоглобин получали из свежей донорской крови по известному методу [8]. Количество 
оксигемоглобина в растворе определяли, используя молярные коэффициенты поглощения 
ε412 = 125 000 М–1∙см–1 или ε542 = 14 250 М–1∙см–1. Метгемоглобин получали путем добавления 
10–20-кратного молярного избытка феррицианида к оксигемоглобину. От избытка низкомолеку-
лярных соединений отделялись методом гельфильтрации на cефадексе G-25. Концентрацию 
метгемоглобиа определяли, используя молярный коэффициент поглощения ε630 = 3700 М–1∙см–1 
(pH  7,2). Оксоферрильные формы гемоглобина получали, добавляя 100–1000-кратные молярные 
избытки пероксида водорода к метгемоглобину. Полоса Соре метгемоглобина с максимумом  
при 407 нм (ε407 = 190 000 М–1∙см–1) после добавления пероксида водорода смещалась до 418 нм 
(ε418 = 110 000 М–1∙см–1), рН 7,5. Концентрацию метгемоглобина и оксоферрильных форм гемогло-
бина в растворе определяли с помощью метода наименьших квадратов, разделяя спектр погло-
щения смеси на индивидуальные спектры. В качестве стандартов использовали спектры погло-
щения метгемоглобина и оксоферрильной формы гемоглобина. Концентрацию метмиоглобина  
в нейтральной или слабокислой среде определяли, измеряя оптическую плотность при 408 и 630 нм 
(ε408 = 188 000 М–1∙см–1, ε630 = 3900 М–1∙см–1), а при значении рН 9,5 использовали коэффициент погло-
щения для полосы Соре c максимумом при 411 нм (ε411 = 119 000 М–1∙см–1) [9]. Концентрацию оксофер-
рильных форм миоглобина определяли, измеряя поглощение при 421 нм (ε421 = 111 000 М–1∙см–1) [10].

К раствору метмиоглобина (1–10 мкМ) добавляли 100–1000-кратный молярный избыток 
H2O2 в 0,05 М фосфатном буфере (рН 7,0). После смешивания компонентов через 5–10 мин инку- 
бации контролировали спектрофотометрически полноту образования оксоферрильной формы 
по положению полосы Соре. Избыток H2O2 разрушали, добавляя в раствор каталазу.
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Концентрацию пероксида водорода определяли спектрофотометрически, используя моляр- 
ные коэффициенты поглощения при 240 нм (ε240 = 39,4 М–1∙см–1) [11], концентрацию пероксида 
водорода в водных растворах – добавляя избыток КI, концентрацию образовавшегося молеку-
лярного йода – используя коэффициент молярной экстинкции 26 000 М–1∙см–1.

Дитирозин получали путем добавления к 2 мМ тирозина 10 мкМ метмиоглобина и 2 мМ 
пероксида водорода. Реакцию проводили в 0,05 М фосфатном буфере (рН 7,5). После 30-минутной 
инкубации в реакционную смесь добавляли пероксид водорода и снова инкубировали при ком- 
натной температуре. Образование дитирозина контролировали спектрофотометрически, исполь- 
зуя молярный коэффициент поглощения ε315 = 5000 М–1·см–1 (pH  7,5) [12], а также флуоресцентным 
методом. Возбуждение флуоресценции проводили при длине волны 315 нм, а интенсивность 
флуоресценции измеряли при 410 нм [13].

Концентрацию тиохрома определяли флуоресцентным методом (длина волны возбуждения 
365 нм, длина волны флуоресценции 450 нм). В качестве стандарта использовали коммерческий 
тиохром фирмы Sigma (США) [14].

Измерения концентраций ферри- и оксоферрильных форм миоглобина и гемоглобина осуще- 
ствляли на спектрофотометре Cary-100 (США), измерения бифенольной флуоресценции и флуо- 
ресценции тиохрома – на спектрофлуориметре СМ2203 («Солар», Беларусь).

Результаты и их обсуждение. После смешивания метмиоглобина с пероксидом водорода 
наблюдали образование оксоферрильных форм миоглобина +•Мb (IV=O) (соединение I), которые 
легко регистрируются спектрофотометрически [2]:

                                           Mb (III) + H2O2 → +•Mb (IV=O) + H2O. (1)

Один эквивалент окислителя расходуется на образование оксоферрильной формы гема (Mb 
(IV=O)), а другой эквивалент окислителя расходуется на образование порфиринового катиона 
π-радикала [15]. При избытке пероксида водорода относительно концентрации гемопротеина белок 
проявляет каталазную активность, т. е. оксоферрильная форма +•Мb (IV=O) может реагировать  
с другой молекулой пероксида водорода с образованием метмиоглобина и кислорода (реакция 2):
                                                           +•Мb (IV=O) + H2O2 → Мb (III) + Н2О + O2.                                              (2)

В присутствии доноров электронов образуется соединение II:
                                                                +•Mb (IV=O) + AH → Mb (IV=O) + •А.                                                   (3)

В отсутствие легкоокисляющихся субстратов АН, являющихся донорами электронов, про- 
исходит быстрый перенос электронов с аминокислотных остатков тирозина на порфирин-ра- 
дикал с образованием тирозильных радикалов, которые аутоокисляются в долгоживущие орто-
семихинонные радикалы тирозина. Тирозин-103 в миоглобине находится вблизи гема миоглобина 
и поэтому с наибольшей вероятностью образуется свободный радикал, центрированный на этом 
остатке [16]. Кроме того, вследствие внутримолекулярного переноса электрона на порфирин-
радикал образуется свободный радикал на остатке тирозина-151 [17].

Позднее было показано, что пероксильный радикал формируется на 3-м атоме углерода 
индольного кольца остатка Trp-14 оксоферрильной формы [18].

Оксоферрильная форма миоглобина (соединение I), захватывает электрон с близлежащих 
функциональных групп с образованием свободнорадикальной формы метмиоглобина *•Мb (IV), 
у которой свободные радикалы центрированы на тирозильных или триптофанильных остатках:
                                                                             +•Мb (IV=O) → *•Мb (IV=O).                                                          (4)

При взаимодействии Мb (IV=O), а также *•Мb (IV=O) с пероксидом водорода образуются су-
пероксид-анионы:

                                          Мb (IV=O) + H2O2 → НO2 + H2O + Мb (III),                     (5)

                                        *•Mb (IV=O)  + H2O2 → НO2 + H2O + Мb (III).                       (6)
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Образование супероксиданиона способно привести к деградации гема [19]. Коэффициент моляр- 
ной экстинкции для полосы Соре оксоферрильных форм миоглобина ниже, нежели для полосы 
Соре метмиоглобина. Оксоферрильные формы миоглобина под действием пероксида водорода восста- 
навливались до метмиоглобина. Это приводит к расходованию пероксида водорода в реакциях 
взаимодействия с гемопротеином. Процесс восстановления оксоферрильных форм миоглобина  
в метмиоглобин под действием пероксида водорода описывается реакциями 2–6. После добавления 
пероксида водорода для метгемоглобина протекают такие же процессы, как и в случае метмиоглобина.

Нами показано, что в присутствии тиамина наблюдается возрастание скорости трансформа- 
ции оксоферрильных форм гемопротеинов в ферри-формы. Процесс восстановления оксофер- 
рильных форм миоглобина или гемоглобина сопровождался окислением тиамина с образованием 
тиохрома, оксодигидротиохрома и тиаминдисульфида. Результаты измерений для метмиоглобина 
представлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Выход продуктов окисления тиамина (Т) в пероксидазной реакции, катализируемой  
метмиоглобином (метМb), в зависимости от концентрации тиамина и времени инкубации 

T a b l e  1. The yield of the products of oxidation of thiamine (Т) in the peroxidase reaction catalyzed  
by metmyoglobin (metMb) depending on the concentration of thiamine and incubation time

Состав раствора Время 
инкубации, ч

ОДТх,  
мкМ

Тх или 
Тх-ФФ, мкМ

МетМb (10 мкМ) + Т (1 мМ) + Н2О2 (1 мМ) 0,5 – 0,7
МетМb (10 мкМ) + Т (5 мМ) + Н2О2 (1 мМ) 0,5 0,2 10
МетМb (10 мкМ) + Т (5 мМ) + Н2О2 (1 мМ) 24 144 15
МетМb (10 мкМ) + Т (5 мМ) + парацетамол (0,1 мМ) + Н2О2 (1 мМ) 0,5 12 275
МетМb (10 мкМ) + Т (5 мМ) + парацетамол (1,0 мМ) + Н2О2 (1 мМ) 0,5 – 310
МетМb (10 мкМ) + тиаминдифосфат (0,1 мМ) + Н2О2 (1 мМ) 2,0 > 0,15
МетМb (10 мкМ) + тиаминдифосфат (0,1 мМ) + Н2О2 (1 мМ) + парацетамол (0,1 мМ) 2,0 – 6,82

Тиохром, оксодигидротиохром и тиаминдисульфид были идентифицированы методом восхо- 
дящей хроматографии на бумаге и методом ВЭЖХ. 

Время удерживания соединений-стандартов – тиохрома, оксодигидротиохрома, тиамин- 
дисульфида – хорошо совпадало со временем удерживания соединений, полученных после инку- 
бации тиамина в растворах, содержащих метмиоглобин и пероксид водорода.

Структурные формулы тиамина и продуктов окислительной трансформации тиамина, а также 
их время удерживания при проведении хроматографии методом ВЭЖХ приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а  2. Структурные формулы тиамина и продуктов его окислительной трансформации  
и соответствующее время их удерживания на ВЭЖХ хроматограмме

T a b l e  2. Structural formulas of thiamine and products of its oxidative transformation.  
Retention times (Rt) of the compounds on HPLC chromatogram are also shown

Структурная схема Название соединения

 

Тиамин (Т)
Rt = 9,72 мин

Тиохром (Тх)
Rt = 25,06 мин

Оксодигидротиохром (ОДТх)
Rt = 29,47 мин
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Структурная схема Название соединения

Тиаминдисульфид (ТS-SТ)
Rt = 37,28 мин

Тиольная форма тиамина
(ТSН)

Трициклическая форма
 тиамина (ТФТ)

Нами показано, что в присутствии тиамина скорость трансформации оксоферрильных форм 
гемопротеинов в ферри-формы возрастает. Тиохром обладает интенсивной флуоресценцией, по- 
этому его образование легко измерить флуоресцентным методом. 

Однако выход тиохрома после инкубации тиамина с ферри-формами гемопротеинов в присут-
ствии пероксида водорода был низок (см. табл. 1).

Тиаминмонофосфат и тиаминдифосфат практически не проникают в гемовый карман оксо- 
феррильных форм гемопротеинов, и выход фосфатов тиохрома незначителен. В табл. 1 приведена 
концентрация образовавшегося тиохромдифосфата после инкубации в течение 2,0 ч тиаминди- 
фосфата с пероксидом водорода и метмиоглобином.

После добавления фенола к водным растворам, содержащим тиамин и оксоферрильные формы 
гемопротеинов, резко возрастал выход тиохрома, который являлся в этом случае практически 
единственным продуктом, ответственным за флуоресценцию. При высоких концентрациях 
фенола выход тиохрома для раствора, содержащего тиамин, метмиоглобин и пероксид водорода, 
возрастал более чем в 120 раз по сравнению с растворами без фенола (рис. 1).

Тирозин и тирамин также на 1–2 порядка усиливали катаболизм тиамина (табл. 3). В спектре 
поглощения смеси, содержащей метмиоглобин, тиамин, L-тирозин и пероксид водорода, наблюдали 
образование тиохрома, который имел полосу поглощения при 365 нм в нейтральной среде (рис. 2). 
После добавления в раствор тирозина выход тиохрома возрастал от 0,15 до 5,8 мкМ (табл. 3).

Тирозин легко проникал в гемовый карман метгемоглобина и восстанавливал оксофер- 
рильный катион в ферри-катион, а радикал, локализованный на порфириновом цикле, – до 
нейтральной молекулы порфирина [20]. В результате этих реакций молекула тирозина окислялся 
с образованием тирозильного радикала:

                                          +•Нb (IV=O) + Tyr  → Hb (IV=O) + •Tyr,  k1= 5∙101 М–1с–1 ,                                 (7)

                                Hb (IV=O) + Tyr  → Hb (III)OH2 + •Tyr, k2= 103 М–1с–1.                                 (8)

Ранее показано, что образование тиохрома происходит вследствие взаимодействия тирозильных 
радикалов с трициклической формой тиамина (ТФТ), а образование тиаминдисульфида – вследствие 
взаимодействия тирозильных радикалов с тиольной формой (TSH) тиамина (реакции 9 и 10) [2]:

                                                          2•Tyr + ТФТ → Тх + 2Tyr,                    (9)

                                                          2•Tyr + 2ТSН→ТS-SТ + 2Tyr.                                           (10)

Окончание табл. 2
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Рис.	1.	Кинетика	образования	тиохрома	после	инкубации	тиамина	с	метмиоглобином,	пероксидом	водорода	 
в	зависимости	от	концентрации	фенольных	соединений	в	растворе.	Концентрация	метгемоглобина	–	10	мкМ,	
тиамина	и	пероксида	водорода	–	1,0	мМ.	1 –	парацетамол,	2	–	L-тирозин,	3 –	салициловая	кислота,	4 –	фенол.	 

Время инкубации растворов	–	1	ч

Fig.	1.	Dependence	of	thiochrome	formation	kinetics	on	concentration	of	phenolic	compounds	in	solution.	1	mM	thiamine	
was	incubated	with	10	µM	metmyoglobin,	1	mM	hydrogen	peroxide	and	paracetamol	(1),	L-tyrosine	(2),	salicylic	acid	(3),	 

or	phenol	(4).	Incubation	time	of	the	solutions	–	1	hour

Рис.	2.	Спектр	поглощения	смеси,	содержащей	метмиоглобин,	тиамин,	L-тирозин	в	отсутствие	(1)	и	в	присутствии	
(2–10)	пероксида	водорода	в	зависимости	от	времени	инкубации	раствора.	Каждую	последующую	запись	спектра	

поглощения	раствора	производили	через	6	мин.	Концентрации	метмиоглобина	–	10	мкМ,	тиамина	–	1	мМ,	 
тирозина	–	1	мМ,	пероксида	водорода	–	5	мМ	(0,05	М	калий	фосфатный	буфер,	рН	7,5)

Fig.	2.	Absorption	spectrum	of	the	mixture	containing	metmyoglobin,	thiamine,	L-tyrosine	in	the	absence	(1)  
and	presence	of	hydrogen	peroxide	(2–10)	depending	on	incubation	time	of	the	solution.	Time	interval	between	recordings	 

of	the	absorption	spectra	–	6	min.	10	µM	metmyoglobin	was	incubated	with	1	mM	thiamine,	1	mM	tyrosine,	 
5	mM	hydrogen	peroxide	in	0.05	M	potassium	phosphate	buffer	pH	7.5
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Т а б л и ц а  3. Изменение выхода тиохрома после инкубации тиамина с гемоглобином,  
пероксидом водорода в присутствии фенольных соединений и аминокислот.  

Концентрация метгемоглобина – 1,0 мкМ, тиамина – 1,0 мМ, фенольного соединения  
или аминокислоты – 2,0 мМ, пероксида водорода – 2,0 мМ (рН растворов 7,0 ± 0,5)

T a b l e  3. Thiochrome production after thiamine incubation with hemoglobin, hydrogen peroxide  
in the presence of phenolic compounds and amino acids. Concentration of metmyoglobin – 1.0 µM,  

thiamine – 1.0 mM, phenolic compounds or amino acids – 2.0 mM, hydrogen peroxide – 2.0 mM (pH 7.0 ± 0.5)

Состав инкубационной смеси Выход тиохрома, мкМ

МетНb + тиамин + Н2O2 0,15
МетНb + тиамин + L-валин + Н2O2 0,15
МетНb + тиамин + DL-аргинин + Н2O2 0,11
МетНb + тиамин  + ацетилсалициловая кислота + Н2O2 0,32
МетНb + тиамин  + салициловая кислота + Н2O2 0,45
МетНb + тиамин + D-тирозин + Н2O2 5,80
МетНb + тиамин  + тирамин + Н2O2 4,80
МетНb + тиамин  + фенол + Н2O2 8,10
МетНb + тиамин  + парацетамол + Н2O2 12,2
МетНb + тиамин + дофамин + Н2O2 0,01
МетНb + тиамин + кверцетин + Н2O2 0,02

В присутствии парацетамола, тирозина, фенола эффективно протекает также окисление фос- 
форных эфиров тиамина – тиаминмонофосфата и тиаминдифосфата в соответствующие тиохром 
фосфаты (табл. 1). Образование фосфатов тиохрома протекает под действием феноксильных 
радикалов. Поэтому низкая проницаемость фосфатов тиамина совершенно не сказывается на 
скорости их окисления в соответствующие фосфаты тиамина в присутствии монофенолов. На- 
пример, выход тиохром фосфатов, образованных в растворе после инкубации тиаминдифосфата 
с миоглобином и пероксидом водорода и парацетамолом, сравним по порядку величин с выходом 
тиохрома, образованного после инкубации тиамина с миоглобином, пероксидом водорода и пара-
цетамолом (табл. 1, 3).

Тирозильные радикалы взаимодействуют между собой и образуют димер – дитирозин 
(реакция 11):

                                                                2Tyr • → Tyr – Tyr.                                              (11)
Структурная формула дитирозина приведена на рис. 3. На спектре поглощения дитирозина  

в нейтральной и щелочной средах длинноволновой максимум расположен при 315 нм (рис. 4).
Ранее методом ВЭЖХ нами показано, что низкие концентрации метмиоглобина в присутствии 

пероксида водорода катализируют полимеризацию парацетамола [21]. Реакция полимеризации 
парацетамола, в отличие от тирозина, не останавливается на стадии образования димеров. Кроме 
димеров происходит образование тримеров, тетрамеров парацетамола, что сопровождается 
cнижением выхода флуоресценции и длинноволновым сдвигом максимума поглощения в абсорб- 
ционном спектре реакционной смеси. Молекулярные веса димеров и олигомеров парацетамола 
определены с использованием с квадрупольно-времяпролетного тандемного масс-спектрометри- 
ческого детектора Q-TOF 6550 в режиме ионизации-электрораспыления (ESI) [21].

Рис. 3. Структурная формула дитирозина

Fig. 3. Dityrosine structure
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Димеры	 парацетамола	 в	 основном	 ответ- 
ственны	 за	 бифенильную	 флуоресценцию	
(λвоз	=	325	нм,	λфл	=	425	нм).	Эти	результаты	
находятся	 в	 хорошем	 соответствии	 с	 ранее	
полученными	 данными	 об	 ускорении	 по- 
лимеризации	 парацетамола	 под	 действием	
пероксидазы	хрена	и	пероксида	водорода	[22].

Тиамин	и	его	фосфорные	эфиры	в	свою	
очередь	ингибировали	образование	дитиро- 
зина	или	димеров	и	олигомеров	фенольных	
соединений,	например	парацетамола	[19,	21]. 
Выход	 дитирозина	 в	 присутствии	 тиамина	
снижался	 (табл.	 4).	 Снижение	 образования	
дитирозина	 и	 возрастание	 выхода	 тиохрома	
свидетельствует	о	том,	что	в	регенерации	ти- 
розильных	радикалов	наряду	с	тиольной	фор- 
мой	тиамина	участвует	трициклическая	форма	
тиамина,	которая	окисляется	в	тиохром.

Полученные	 результаты	 позволяют	 за- 
ключить,	что	вход	тиамина	в	 гемовый	кар- 
ман	 оксоферрильных	 форм	 гемопротеинов	
затруднен.	Тиамин-монофосфат	и	тиаминди-
фосфат,	 в	 отличие	 от	 тиамина,	 еще	 более	
стабильны	 и	 практически	 не	 испытывают	

окислительных	превращений	даже	после	длительной	инкубации	в	смеси	с	метмиоглобином	и	перо- 
ксидом	водорода.	Образование	тиохром-фосфатов	наблюдали	только	после	инкубации	фосфорных	
эфиров	тиамина	с	метмиоглобином	и	пероксидом	водорода	в	присутствии	парацетамола	или	
других	монофенолов	(см.	табл.	1).

Т	а	б	л	и	ц	а		4.	Уменьшение выхода дитирозина после инкубации тиамина с миоглобином, пероксидом 
водорода в зависимости от концентрации тиамина в растворе. Концентрация метмиоглобина – 1,0  

и 10,0 мкМ, L-тирозина – 1,0 мМ, пероксида водорода – 1,0 мМ (рН 7,0 ± 0,5)

T	a	b	l	e		4.	Decrease in dityrosine formation after thiamine incubation with myoglobin, hydrogen peroxide,  
depending on concentration of thiamine in the solution. Concentration of metmyoglobin – 1.0 and 10.0 µM,  

L-tyrosine – 1.0 mM, hydrogen peroxide – 1.0 mM (pH 7.0 ± 0.5)

Состав	раствора Концентрация		
дитирозина,	мкМ

Концентрация		
тиохрома,	мкМ

Концентрация
тиамин-дисульфида

МетMb	(0,1	мкМ)	+	L-тирозин	+	Н2О2	(1	мМ) 72 –
МетMb	(0,1	мкМ)	+	L-тирозин	+	Т	(0,01	мМ)	+	Н2О2 69 1,5 0,1
МетMb	(0,1	мкМ)	+	L-тирозин	+	Т	(0,1	мМ)	+	Н2О2 58 7,5 2,0
МетMb	(0,1	мкМ)	+	L-тирозин	+	Т	(0,5	мМ)	+	Н2О2 49 22,5 10,0
МетMb	(0,1	мкМ)	+	L-тирозин	+	Т	(1,0		мМ)	+	Н2О2 29 35 19
МетMb	(0,1	мкМ)	+L-тирозин	+	Т	(5,0	мМ)	+	Н2О2 11 60 90
МетMb	(10	мкМ)	+	T	(1	мМ)	+	Н2О2 0,45

Мы	предполагаем,	что	в	окисление	тиамина	до	тиохрома	и	тиаминдисульфида	вносят	небольшой	
вклад	 также	и	 тирозильные	 радикалы,	 локализованные	на	 поверхности	 белковой	 глобулы.	
Тирозильные	радикалы	образуются	вследствие	внутримолекулярного	переноса	электрона	с	тиро- 
зильных	остатков	белковых	макромолекул	к	свободным	радикалам,	локализованным	на	порфи- 
риновых	 циклах	 гема.	 В	 результате	 внутримолекулярного	 переноса	 электрона	 порфириновые	
радикалы	восстанавливаются,	а	на	белке	возникают	долгоживущие	тирозильные	радикалы.	
Последние,	вероятно,	ответственны	за	образование	следовых	количеств	тиохромдифосфата	 
в	отсутствие	в	реакционной	смеси	монофенола	(табл.	1,	предпоследняя	строка).

 
Рис.	4.	Спектры	поглощения	метмиоглобина	и	тирозина	 
до	(1)	и	после	(2–12)	смешивания	с	пероксидом	водорода.	

Интервалы	записи	спектров	поглощения:	 
2–9 – через	5	мин,	10  – через	2	ч,	11 –	через	4	ч,	 

12 –	через	сутки.	Концентрация метмиоглобина – 10	мкМ,	
тирозина – 4 мМ,	Н2О2 – 1	мМ

Fig.	4.	Absorption	spectra	of	10	µM	metmyoglobin	and	4	mM	
tyrosine	before	(1)	and	after	mixing	with	1	mM	hydrogen	 

peroxide	(2–12).	Absorption	spectra	2–9	were	recorded	with	
time	interval	5	min,	10	–	2	hours,	11	–	4	hours,	12	–	24	hours
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Нами установлено, что пероксидазное окисление тиамина в присутствии монофенолов харак- 
теризуется большим ростом скорости окисления тиамина, в то время как в присутствии био- 
флавоноидов наблюдается четко выраженное ингибирование окисления тиамина. Например, 
отмечается активация пероксидазного окисления тиамина для фенолов, тирозина, тирамина, 
салициловой кислоты, парацетамола. Фенол, парацетамол, тирозин, тирамин на 1–2 порядка уве- 
личивают выход продуктов окисления тиамина под действием оксоферрильных форм миогло- 
бина или оксоферрильных форм гемоглобина. В данном случае реализуется регенерация фенола 
и других монофенольных соединений за счет окисления тиамина и его производных (реакции 8, 9).

Монофенольные соединения выступают в роли челноков, обеспечивая перенос электронов от 
тиольной и трициклической форм тиамина к оксоферрильному комплексу гема (реакции 7–10). 
При достаточно высокой концентрации тиамина (более 5 мМ) образования дитирозина не наблю- 
дали. В этих условиях тирозильные радикалы полностью восстанавливались до молекул тирозина 
вследствие реакций 7 и 8.

В присутствии монофенольных соединений блокируется протекание реакций двухэлектронного 
окисления и оксодигидротиохром не образуется (табл. 1). Тиохром образуется вследствие протекания 
одноэлектронных реакций с радикалами тирозина или радикалами парацетамола (реакция 9).

В качестве челноков выступают также молекулы диоксида азота, обеспечивающие перенос 
электронов от тиольной и трициклической форм тиамина до оксоферрильного комплекса гема [23].

Кверцетин, диоксифенилаланин (ДОФА), биофлавоноиды, напротив, полностью ингибируют 
окисление тиамина (табл. 3). Высокая ингибирующая эффективность ДОФА, а также кверцетина, 
рутина и других биофлавоноидов отражает, во-первых, их бόльшую реакционную способность 
при взаимодействии с оксоферрильным катионом гемина, нежели у монофенолов. Под действием 
бифенолов очень эффективно происходит восстановление оксоферрильных форм гемопротеинов 
в ферри-формы. Во-вторых, свободные радикалы кверцетина, биофлавоноидов, вероятно, не 
способны регенерироваться за счет окисления молекул тиамина и поэтому для них не характерно 
сопряженное окисление совместно с тиамином.

Заключение. В данной работе нами показано, что при взаимодействии пероксида водорода  
с ферри-формами миоглобина лошади и гемоглобина человека формируются высокореакционные 
оксоферрильные формы гемопротеинов, которые окисляют тиамин до тиохрома, оксодигидротио- 
хрома и тиаминдисульфида. Фенольные соединения на 1–2 порядка увеличивают выход тио- 
хрома, но при высоких концентрациях практически полностью ингибируют окисление тиамина 
с образованием оксодигидротиохрома. 

Полученные результаты позволяют заключить, что при окислительном стрессе, когда резко 
возрастают уровни активных форм кислорода и оксоферрильных форм гемопротеинов, моно- 
фенольные соединения усиливают катаболизм тиамина и тиаминдифосфата, окисляя их в тиох- 
ром и тиаминдисульфид и соответствующие фосорные эфиры тиохрома или фосфорныые эфиры 
дисульфида тиамина.

Снижение концентрации тиаминдифосфата при окислительном стрессе может вызывать ин-
гибирование активности тиамин-зависимых ферментов и вносить дополнительный вклад в раз-
витие патофизиологических процессов при окислительном стрессе.

Следовательно, при применении фенольных соединений, в том числе лекарств, содержащих 
монофенольные структуры (например парацетамола, особенно при длительном его использова-
нии), необходимо дополнительное поступление в организм тиамина или его производных как 
для снижения токсического действия свободных радикалов парацетамола и продуктов его мета-
болизма, так и для ускорения разрушения пероксидов водорода и возмещения концентрации ти-
амина, окисленного в тиохром.
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ЧУЖЕРОДНАЯ ФРАКЦИЯ ФЛОРЫ НА ПЛАНТАЦИЯХ КЛЮКВЫ КРУПНОПЛОДНОЙ 
OXYCOCCUS MACROCARPOS (AIT.) PURSH В БЕЛАРУСИ

Проведена оценка устойчивости во вторичном ареале выявленных ранее чужеродных видов клюквы крупно- 
плодной и действенности предпринимаемых мер контроля их расселения на плантациях в двух районах Брестской 
области. Из 23 новых для флоры Беларуси чужеродных видов после 3 лет планомерных работ по их искоренению 
(2011–2014) у 3 видов сократилась численность популяции, у 7 она сохранилась стабильно низкой, у 10 – стабильно 
высокой, а 3 вида, у которых увеличилась численность популяции, вселились в естественные фитоценозы. После 
усиления мер борьбы в течение 2015–2016 гг. численность всех новых чужеродных видов существенно снизилась. 
Наибольшей устойчивостью отличаются Persicaria sagittata и Lycopus uniflorus, проективное покрытие которых на 
некоторых чеках и в близлежащем заболоченном лесу достигает 40 %. 

Ключевые слова: инвазия, чужеродные виды растений, плантации клюквы, Беларусь.
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ALIEN SPECIES ON PLANTATIONS OXYCOCCUS MACROCARPOS (AIT.) PURSCH IN BELARUS

Invasive potential and control effectiveness were evaluated on 23 North American alien weed species within plantations 
of American cranberry (Oxycoccus macrocarpos) in two districts of the Brest region in Belarus.  Among the 23 alien species, 
after three years (2011–2014) of control efforts, 3 species have reduced their populations, 7 have maintained stable low popu-
lations, 10 have retained consistently high populations, and 3 species have increased population size and moved into natural 
plant communities. As a result of intensification of control measures in 2015–2016 the number of invasive alien species was 
reduced considerably. However, Persicaria sagittata and Lycopus uniflorus demonstrated resistance to the control measures 
and their projected cover within plantations and wet peat land forest communities could reach 40 % in certain areas.

Keywords: invasion, alien species, cranberry, Oxycoccus, Vaccinium, Belarus.

Введение. В США клюкву крупноплодную Oxycoccus macrocarpos (Ait.) Pursh (=Vaccinium 
macrocarpon Ait.) культивируют уже более 200 лет. На клюквенных плантациях, основные из 
которых сосредоточены в штатах Висконсин, Массачусетс и Нью-Джерси, отмечено 179 сорных 
аборигенных видов растений [1]. В Висконсине к наиболее опасным сорнякам клюквы относятся 
Lysimachia terrestris, Solidago spp., Rubus hispidus, Populus deltoides, Eupatorium maculatum и 7 так- 
сонов комплекса Hypericum spp. [2]. В штате Массачусетс в качестве злостных засорителей  
культуры помимо упомянутых сорняков отмечены Cuscuta gronovii и Toxicodendron radicans [3], 
а в штате Нью Джерси экономический ущерб причиняют Apios americana, Erechtites hieracifolia, 
Bidens frondosa, Solidago spp., Aster spp., Cuscuta spp., Lysimachia terrestris, Acer rubrum [4]. 

Борьба с фитопатогенами и сорняками на американских плантациях клюквы ведется 
постоянно. За вегетационный сезон менеджеры по защите растений должны давать заключение 
о состоянии насаждений не менее 14 раз [5, 6]. Для уничтожения сорняков используются гербициды. 
Отмечен положительный эффект глифосата и тербацила в борьбе с аборигенными видами Aster 
subspicatus Nees, Spiraea douglasii C., Carex vesicaria L. [6]. В последнее время в Нью-Джерси 
испытывается экспериментальный гербицид последнего поколения BCS-AA10717 фирмы Bayer [4].
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Первые опытные плантации клюквы на территории бывшего СССР были заложены в Ган- 
цевичском районе Беларуси в 1980 г. из материала ботанических садов, а через 2 года для заклад-
ки промышленной плантации черенки были закуплены уже непосредственно в штате Висконсин. 
В 2010–2013 гг. в Беларуси на промышленных плантациях клюквы крупноплодной  Д. Дубовиком, 
А. Скуратовичем и, независимо от них, М. Джусом [7–9] обнаружен комплекс чужеродных видов 
растений североамериканского происхождения, диаспоры которых (семена и вегетативные 
части) были непреднамеренно занесены из США с посадочным материалом. Из примерно 40 се- 
вероамериканских сорняков 22 явились новыми для флоры Беларуси, из них 16 – новыми нату- 
рализовавшимися видами для флоры Европы [7]. 

К новым для флоры Европы отнесены: Aster ontarionis Wiegand., Campanula aparinoides Pursch., 
Cicuta bulbifera L., Eleocharis obtusa (Willd.) Schult., Eutrochium maculatum (L.) E. E. Lamont 
(=Eupatorium maculatum L., E. dubium auct. non Willd.), Hypericum boreale (Britton) E. P. Bicknell 
(H. mutilum L. s. l.), Hypericum ellipticum Hook., Juncus breviacaudatus (Engelm.) Fernald., Lycopus 
uniflorus Michx. (L. virginicus auct. non L.), Lysimachia terrestris (L.) Britton, Sterns et Poggenb., 
Myriophyllum farwellii Morong, Penthorum sedoides L., Persicaria sagittata (L.) H. Gross (Truellum 
sagittatum (L.) Soják), Stellaria longipes Goldie, Triadenum fraseri (Spach) Gleason (Hypericum frase-
ri (Spach) Steud), Viola pallens (Banks ex Ging.) Brainerd. (рис. 1). 

К новым для флоры Беларуси видам, помимо перечисленных выше, относятся Agrostis scabra 
Willd. (A. hyemalis auct. non (Walt.) Britt.), Carex crawfordii Fernald, Hypericum canadense L., 
Ludwigia palustris (L.) Elliott, Scirpus cyperinus (L.) Kunth. и Solidago graminifolia (L.) Salisb. =  
Euthamia graminifolia (L.) Nutt. В 2015–2016 гг. на Ганцевичской НЭБ «Журавинка» (за пределами 

 
Рис. 1. Чужеродные североамериканские виды: a – Juncus brevicaudatus; b – Campanula aparinoides;  
c – Eutrochium maculatum;  d – Lysimachia terrestris; e – Myriophyllum farwellii; f – Lycopus uniflorus;  

g – Ludwigia palustris; h – Carex crawfordii;  i – Persicaria sagittata;  j – Scirpus cyperinus
Fig. 1. Alien species of  North American: a – Juncus brevicaudatus; b – Campanula aparinoides;  

c – Eutrochium maculatum;  d – Lysimachia terrestris; e – Myriophyllum farwellii; f – Lycopus uniflorus;  
g – Ludwigia palustris; h – Carex crawfordii;  i – Persicaria sagittata;  j – Scirpus cyperinus
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чеков) отмечен еще один новый для Беларуси заносный  таксон многолетних американских астр 
(предположительно гибрид  A. lanceolatus Willd. × A. dumosus L.)

Установлено [7], что конкурентные взаимоотношения этих видов с аборигенными таксонами 
пока слабые и значительная часть выявленных растений не распространяется за пределы план- 
таций, однако некоторые из них обладают высоким инвазионным потенциалом и в дальнейшем 
могут расселиться не только в республике, но и в сопредельных странах. Руководителям 
хозяйств были даны научные рекомендации по борьбе с наиболее агрессивными чужеродными 
видами. По рекомендации ученых на плантациях несколько лет проводили планомерные работы 
по искоренению чужеродных растений: пескование, ручную прополку, затопление, обработку гер- 
бицидами. Для химической обработки использовали агрегат, который «прокатывался» над чеком 
и смазывал Раундапом те сорные растения, которые превосходили клюквенный «ковер» по вы- 
соте. Верхняя часть побега с точкой роста у сорняков таким образом «выжигалась», но непосред-
ственно на клюкву гербицид не попадал. Однако борьба с сорняками идет с переменным успехом. 

Объекты и методы исследования. В июле 2014 г. члены Комиссии по инвазионным видам 
растений Совета ботанических садов России и Беларуси во время экспедиционного выезда 
участников международного семинара «Стратегия и методы ботанических садов по сохранению 
и устойчивому использованию биоразнообразия природной флоры-II» (авторы данной статьи) 
собрали гербарный материал (MSK, MSKH) и провели общую оценку устойчивости выявлен-
ных ранее чужеродных видов и действенность предпринимаемых мер контроля их расселения 
на Ганцевичской научно-экспериментальной базе «Журавинка» ЦБС НАН Беларуси (Ганце- 
вичский район Брестской области; 52°45ʹ42ʹʹ с. ш., 26°25ʹ40ʹʹ в. д.) и в ОАО «Полесские журавины» 
(Пинский район Брестской области; 52°18ʹ29ʹʹ с. ш., 26°42ʹ07ʹʹ в. д.). В 2016 г. плантацию 
Ганцевичской НЭБ обследовали дважды – в июле и сентябре.

Исследования проводили маршрутным методом, обследовали непосредственно чеки с клюк- 
вой, борта чековых каналов и прилегающие к плантациям участки, где ранее производилось 
складирование остатков после очистки клюквы. Особое внимание уделялось участкам, где ранее 
Д. Дубовиком, А. Скуратовичем были обнаружены чужеродные виды североамериканского 
происхождения. Динамику численности видов определяли по отсутствию/присутствию их на 
описанном ранее участке, по расширению площади популяции и по появлению на плантации 
новых инициальных микропопуляций. Общее проективное покрытие рассчитывали как среднее 
из проективного покрытия видов на 14 чеках размером 1 га каждый.

В 2014 г. на Ганцевичской НЭБ за пределами плантации заложены пробные площадки разме-
ром 1×1 м со 100 %-ным проективным покрытием для каждого из 3 модельных таксонов: Aster 
lanceolatus × A. dumosus, Persicaria sagittata и Lycopus uniflorus. В июле и сентябре 2016 г. на этих 
площадках (по 3 для каждого вида) проведена оценка численности «сбежавших» в естественный 
фитоценоз видов. 

Определение растений проведено с помощью ключей американских «Флор» [9, 10]. Названия 
видов приведены согласно базе данных Tropicos (www. tropicos.org). Правильность определения 
североамериканских видов подтвердил участвующий в экспедиционном выезде доктор Даниэль 
Миллер, специалист по сорным растениям. Собранные гербарные образцы приведенных в статье 
видов хранятся в Гербарии Института экспериментальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Бе- 
ларуси (MSK) и в гербарии Центрального ботанического сада НАН Беларуси (MSKH), небольшая 
часть дублетов передана в Гербарий БИН РАН (LE) и Гербарий ГБС РАН (MHA).

Результаты и их обсуждение. Все новые для региона чужеродные виды можно считать 
довольно устойчивыми: за 5 лет наблюдений ни один из них не выпал. Хотя некоторые таксоны 
после применяемых мер борьбы и представлены лишь единичными особями, они смогли сфор- 
мировать банк семян в почве, поскольку ежегодно появляются то на одном, то на другом чеке, 
меняя локализацию в соответствии с датой проведения последней обработки. Часть видов смогли 
«ускользнуть» за пределы плантаций и закрепиться лишь там.

Наблюдается динамика численности отмеченных ранее чужеродных видов в обоих изучен- 
ных локалитетах. Только 9 из 22 выявленных североамериканских видов произрастают на обеих 
плантациях (Cicuta bulbifera, Lycopus uniflorus, Lysimachia terrestris, Persicaria sagittata, Triadenum 
fraseri, Viola pallens, Agrostis scabra, Carex crawfordii, Scirpus cyperinus), причем их обилие  



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, biological series, 2017, no. 2, pp. 66–77   69

и численность варьируются по годам. Только в локалитете на Ганцевичской НЭБ отмечены 
Campanula aparinoides, Aster lanceolatus × A. dumosus, Eutrochium maculatum и Juncus breviacau-
datus, тогда как в Пинском районе встречены Eleocharis obtusa, Hypericum ellipticum, H. boreale, 
H. canadense, Myriophyllum farwellii, Penthorum sedoides, Stellaria longipes, Ludwigia palustris, 
Solidago graminifolia и Aster ontarionis. 

Кроме явно заносных растений (непосредственно из Северной Америки) на обеих этих план- 
тациях растут и другие чужеродные североамериканские виды (Conyza canadensis (L.) Cronq., 
Solidago canadensis L., Bidens frondosa L., B.connata Willd., Epilobium adenocaulon Hausskn.,  
E. pseudorubescens Skvortz., Juncus tenuis Willd., Erechtites hieracifolius (L.) Raf. ex DC., Elodea 
nuttallii (Planchon) St. John, Lemna turionifera Landolt, Xanthoxalis stricta (L.) Small и др.), которые 
в Беларуси распространены уже довольно широко. Факт попадания их сюда с посадочным мате-
риалом дискуссионен, возможно, они распространились из сопредельных территорий. Однако 
такие виды, как Spiraea alba Du Roi и S. tomentosa L., вряд ли могли распространиться таким путем, 
поскольку на соседних территориях они в качестве заносных растений не встречаются, появление 
их с посадочным материалом из Северной Америки наиболее очевидно. Не исключено и форми- 
рование локальных популяций Solidago canadensis L., занесенных непосредственно из первичного 
ареала. Морфотип Solidago canadensis на Ганцевичской опытной станции отличается от типич-
ных образцов более слабым опушением стебля и менее зазубренными листовыми пластинками.

Важные результаты получены в результате обследования прилегающего к плантациям 
клюквы крупноплодной лесного массива (березняк мелиоративно-производный с ольхой черной 
и елью) и его опушечной части, куда утилизировались отходы (растительная масса, мусор) при 
флотационном способе сбора ягод. Здесь отмечены факты натурализации 6 североамериканских 
видов, причем некоторые из них, встречаемые в массе, уже прочно вошли в состав окружающего 
плантацию растительного сообщества. «Старые» (Bidens frondosa, Solidago canadensis, Erigeron 
canadensis) и новые (Viola pallens, Lycopus uniflorus, Carex crafwordii, A. lanceolatus × A. dumosus, 
Persicaria sagittata, Agrostis scabra) вселенцы вытесняют аборигенные виды Rubus idaeus, 
Calamagrostis arundinaceae, Dryopteris carthusiana, Lysimachia vulgaris, Juncus effusus, Moehringia 
trinervia, Chamerion angustifolium, Carex lasiocarpa и др. Ниже нами приводятся более подробная 
характеристика динамики каждого из выявленных видов на протяжении периода наблюдений  
с 2012 по 2016 г. и количественные данные.

Agrostis scabra отмечен на Ганцевичской НЭБ и в Пинском районе [7, 8]. В 2012–2013 гг. она, 
по наблюдениям Д. Дубовика и А. Скуратовича, произрастал в Ганцевичском р-не в большом 
количестве по краям плантаций, по бортам чековых каналов, по центральной дамбе и непосред- 
ственно на чековых полях совместно с клюквой, выступая как кодоминант растительности, 
местами вид аспектировал. В Пинском районе вид менее обилен, чем в Ганцевичах, хотя на 
некоторых чеках и создает многочисленные желтоватые пятна. Из-за относительно небольших 
размеров и позднего цветения вид достаточно устойчив к выкашиванию и применению 
гербицидов [7]; может произрастать как однолетнее или малолетнее растение [8]. В 2014 г. в обо-
их локалитетах его численность оставалась стабильной. В Пинском районе вид дополнительно 
отмечен у дорог по дамбам, а в Ганцевичском районе единичные растения найдены в местах, где 
производилось складирование отходов от очистки клюквы. В 2016 г. вид отмечен на 3 чеках 
плантации и по дамбам в единичных экземплярах и в виде небольших групп, вне плантации он 
не обнаружен.

Aster ontarionis найден Д. Дубовиком и А. Скуратовичем в 2013 г. [7] в виде плотной куртины 
на площади 4 м2  по борту чекового канала в Пинском районе. Вид активно выкашивается 
несколько раз за сезон и подвергается протравке гербицидами. В 2014 г. нами в Ганцевичском 
районе неожиданно обнаружен в массе похожий на Aster ontarionis таксон в вегетативном 
состоянии на опушке пушистоберезового леса, куда выбрасывались остатки от очистки клюквы. 
На отличие этого таксона от A. ontarionis обратил внимание в 2016 г. один из участников выезд-
ного семинара сотрудник Ландшафтного арборетума Университета Миннесоты David Remucal. 
Эта астра выступала в качестве доминанта опушечного фитоценоза, образуя практически моно-
доминантные заросли площадью около 2 га. В сентябре 2016 г. нам удалось собрать цветущие 
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экземпляры этой многолетней астры и высадить их на экспериментальный участок в ЦБС НАН Бе- 
ларуси. Нами идентифицирован как гибрид A. lanceolatus × A. dumosus. Следует отметить, что 
вcя группа многолетних американских астр является сложной в систематическом отношении, 
виды нередко гибридизируют между собой, поэтому идентификация таксонов затруднена даже  
в их естественном ареале. После разъяснительной работы с руководством НЭБ заросли астры 
обработали гербицидом. В 2016 г. площадь зарослей сократилась до 0,2 га, однако осенью на уже 
обработанной площади наблюдали молодые отрастающие от корневищ побеги. Необходимы 
дальнейшие мониторинговые исследования поведения этого таксона и продолжение прямого 
изъятия растений из естественного ценоза.

Campanula aparinoides найден в 2012 г. в окр. Ганцевич [7] в виде нескольких клонов по цен-
тральной дамбе, разделяющей чековые каналы, и по бровке канала. В 2013 г. вид стал встречать-
ся чаще, в том числе и по бортам чековых каналов среди зарослей рогоза. В 2014–2015 гг. его 
численность оставалась относительно стабильной, отмечено небольшое увеличение числа его 
клонов. В 2016 г. обнаружены лишь единичные экземпляры этого вида, что связано с многократ-
ным выкашиванием и обработкой гербицидами.

Carex crawfordii отмечен на Ганцевичской НЭБ и в Пинском районе [7, 8]. В 2012 г., по наблю-
дениям Д. Дубовика и А. Скуратовича, встречался изредка по бортам и днищам пересыхающих 
чековых каналов на Ганцевичской НЭБ и присутствовал в довольно большом количестве в Пинском 
районе, где рос по бортам дренажных канав вокруг клюквенных чеков. В 2014 г. численность 
вида осталась приблизительно прежней в обоих локалитетах, наблюдались лишь незначитель-
ные сезонные флуктуации, что связано, вероятно, со степенью обводненности каналов, выкаши-
ванием растительности, фазами их развития и применением гербицидов. В виде одиночных 
растений найден в Ганцевичском районе на опушке березняка (примыкающего к плантации).  
В 2016 г. за пределами плантации отмечены единичные экземпляры по открытым участкам, а на 
плантации число его локусов снизилось в 3 раза.

Cicuta bulbifera отмечен на Ганцевичской НЭБ и в Пинском районе [7, 9]. В 2012 г. он, по на-
блюдениям Д. Дубовика и А. Скуратовича, массово произрастал по бортам и днищам многих 
чековых каналов, местами формировал заросли, нередко рос в воде. В Пинском районе отмечен  
в 2013 г., но встречался редко [7]. В настоящее время численность этого вида сократилась – он 
встречен на Ганцевичской НЭБ в нескольких чековых каналах у уреза воды. Из-за довольно боль- 
ших размеров он одним из первых уничтожается гербицидами, однако может восстанавливать 
численность благодаря наличию мелких луковичек. На Ганцевичской НЭБ максимальное число 
особей наблюдалось к концу лета, когда гербициды уже не применяли, при этом выживали 
низкорослые морфотипы. В 2016 г. на плантации отмечены только единичные экземпляры.

Eleocharis obtusa (Willd.) Schult. найден в Пинском районе в 2011 г. [7, 8]. В 2013 г. на этой же 
плантации обнаружено несколько небольших групп в чековых каналах (на их мелководье), ме-
стами вид аспектировал. В 2014 г. наблюдения за состоянием популяции не проводили, поскольку 
на этом участке были проведены переустройство плантаций и прочистка чековых каналов.

Eutrochium maculatum собран в Ганцевичском районе [7, 9], где в 2010–2012 гг. отмечен в неболь-
шом числе экземпляров по центральной дамбе и по бортам чековых каналов. В 2012 г. растения 
были низкорослые и в угнетенном состоянии (не цвели), поэтому изначально были неверно иден-
тифицированы как E. dubium [7]. В 2014 г. Eutrochium maculatum собран уже в период цветения.

В 2014 г. на Ганцевичской НЭБ найдены три микропопуляции, каждая из которых занимала 
территорию не более 4 м2. Численность вида относительно стабильна по годам, но сильно зависит 
от периода наблюдения, поскольку растения уничтожаются путем протравливания гербицидами  
и выкашивания. В 2016 г. также отмечено два локуса по бортам чековых каналов, растения цвели.

Hypericum boreale найден в 2012 г. в Пинском районе на смежной с клюквой плантации голуби-
ки высокорослой, где он встречался часто и на значительной площади [8]. Нами в Пинском районе 
вид в 2013 г. не выявлен, однако найден за пределами клюквенных плантаций в окр. г. п. Лельчицы 
Гомельской области [7], где он рос на значительном удалении по кромке магистрального канала, 
который ранее сообщался с плантациями. Вероятно, этот вид легко разносится околоводными  
и водными животными, водой и ветром. Ожидается его дальнейшее прогрессивное распространение. 
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Hypericum canadense найден в 2011 г. в Пинском районе [8], где он встречался по бортам чеко-
вых и обводного каналов и расселялся на соседние плантации голубики. В 2013 г. вид не был от-
мечен, возможно, из-за высокого уровня воды в каналах в период дождей. В 2014 г. найден нами  
в массе по берегам обводного канала и некоторых чековых каналов, а также у края плантацион-
ной посадки клюквы. Растения отличались по высоте, что характерно и для другого близкого  
и чужеродного для в Беларуси вида – H. majus (A. Gray) Britton., который стал активно расселяться 
в республике после 1991 г. [11, 12]. Благодаря наличию многочисленных и очень мелких семян 
может успешно расселяться при помощи водных и околоводных животных (особенно птиц), ветра 
и воды. В дальнейшем возможно его появление за пределами плантаций ягодных культур. Вид 
нуждается в тщательном мониторинге его расселения.

Hypericum ellipticum отмечен в Пинском районе [7, 8] по бровке чекового канала (на площади 
2×0,5 м) и на чеке среди клюквы (на площади 4 м2). В 2014 г. нами обнаружено несколько новых 
небольших локусов по бровке чековых каналов (вблизи магистрального канала). Вид образует 
плотные заросли, устойчив к выкашиванию. В настоящее время его численность относительно 
стабильна. Способен быстро разрастаться благодаря наличию ползучих побегов.

Juncus breviacaudatus выявлен в 2012 г. Д. Дубовиком и А. Скуратовичем в Ганцевичском 
районе по бортам и днищу пересыхающих чековых каналов, в воде, встречался изредка [7].  
К 2014 г. вид сохранил невысокую численность и отмечен по урезу воды в нескольких дренаж-
ных канавах. В 2016 г. он обнаружен также в небольшом количестве по днищу чековых каналов.

Ludwigia palustris отмечен в Пинском районе [7, 8]. В 2013–2014 гг. этот вид массово про- 
израстал на плантации в обводном канале, накопительном водоеме и близлежащих мелиора- 
тивных каналах [8]. Он выступал как доминант и субдоминант водного фитоценоза, формируя 
сообщества с Elodea nuttallii и Lemna turionifera. Изредка встречался и по оглеенному песку по 
берегу канала (сухопутная форма). Численность вида стабильно высокая, вероятно его дальней-
шее расселение из данного локалитета с помощью водоплавающих птиц.

Lycopus uniflorus выявлен Д. Дубовиком и А. Скуратовичем [7]  в 2012 г. в количестве не-
скольких экземпляров в Ганцевичском районе на центральной дамбе, разделяющей чековые ка-
налы. В этом же году он обнаружен на площади 20 м2 в Пинском районе по берегу обводного 
канала [8]. В 2014 г. вид неожиданно отмечен нами в массе в Ганцевичском районе за пределами 
плантационных посадок в мелиорированном пушистоберезовом лесу, который находится рядом 
с плантацией (вблизи места складирования отходов от очистки клюквы). Вид успешно конкури-
рует под пологом леса с аборигенными видами растений, активно размножается длинными под-
земными побегами, которые легко обламываются. Расселение вида идет угрожающе быстрыми 
темпами, поэтому необходимо принятие срочных мер по ограничению численности и ликвида-
ции этого инвазионного растения.

Cобранные нами растения (без корневой системы) первоначально были определены как  
L. virginicus [7], однако массовые сборы 2014 г. позволили отнести их к L. uniflorus, с которым 
они более близки по большинству морфологических признаков (утолщенное основание стебля, 
пятираздельный венчик, длина зубцов чашечки до 1 мм и т. д.). В то же время растения сочетают 
и некоторые признаки близкородственного L. virginicus (довольно густо опушенный стебель, сла-
бая сиреневая подкраска листьев). Возможно, они являются гибридом L. × scherardii Steele, кото-
рый в Северной Америке встречается довольно часто. Для более точного определения вида 
необходимы дополнительные исследования. 

В 2016 г. на плантации нами этот вид не обнаружен, а вне плантации численность вида оста-
ется стабильно высокой, вид сохраняется даже в густых зарослях Urtica dioica. Необходимы 
дальнейшие мониторинговые исследования за поведением этого вида и продолжение усиленной 
борьбы с ним, поскольку проективное покрытие растений все же остается достаточно высоким  
и составляет в среднем около 45 %.

Lysimachia terrestris выявлен на Ганцевичской НЭБ и в ОАО «Полесские журавины» [7, 8].  
В 2011–2013 гг. вид рос одиночно и небольшими группами по днищу и бортам чековых каналов 
среди плантаций клюквы, а также на прилегающих луговинах и вырубках. В 2014 г. его числен-
ность по сравнению с предыдущими годами оставалась довольно стабильной, наблюдались 
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лишь ее сезонные флуктуации, что связано с применением гербицидов и выкашиванием бровок 
каналов. В Пинском районе вид нуждается в мониторинге его расселения. На Ганцевичской НЭБ 
в 2016 г. отмечено снижение численности вида из-за выкашивания и применения гербицидов.

Myriophyllum farwellii отмечен Д. Дубовиком и А. Скуратовичем в 2013 г. в большом количе-
стве в Пинском районе [7]. Вид нередко образует заросли, местами аспектирует в чековых кана-
лах с открытой водой, сохраняется в мокром торфе при понижении уровня воды (благодаря ту-
рионам), образует многочисленные семена, активно размножается вегетативным способом. Несмотря 
на предпринимаемые меры борьбы, популяция разрастается, хотя и медленными темпами.

Penthorum sedoides выявлен в Пинском районе [7, 9]. Вид массово произрастал по склонам 
дренажных каналов, а также на мелководье по их днищу. В 2014 г. его численность оставалась 
стабильной. Местами он аспектирует, предпочитая места с открытой водной гладью. Вид зано-
сится на недавно заложенные клюквенные чеки, успешно переносит выкашивание и обработку 
гербицидами. Площадь, занятая популяцией, увеличивается довольно быстрыми темпами, не-
смотря на предпринимаемые меры борьбы.

Persicaria sagittata выявлен на Ганцевичской НЭБ [7, 8] и в 2013 г. один экземпляр обнаружен 
в ОАО «Полесские журавины» [7]. В Пинском районе вид пока очень редок: отмечены единич-
ные экземпляры за весь период наблюдений. Другая картина наблюдается в Ганцевичском райо-
не, где он местами образует заросли по бортам чековых каналов, реже встречается по их краям  
и дамбам. Благодаря наличию шипиков закрепляется на одежде и легко может разноситься на 
далекое расстояние. Обработка гербицидами не способна кардинально сдержать расселение этого 
вида, и оно идет угрожающе быстрыми темпами. В 2014 г. он отмечен в большом количестве вне 
плантаций клюквы (в местах складирования остатков от ее очистки и вблизи них). Он также вне-
дряется в опушечный фитоценоз и образует местами монодоминантные заросли на значительной 
площади (около 1 га). После его обнаружения за пределами плантаций проведены мероприятия 
по уничтожению вида (обработка гербицидами). В июле 2016 г. организована акция по борьбе с 
ним вручную силами участников международного семинара «Стратегия и методы ботанических 
садов по сохранению и устойчивому использованию биоразнообразия природной флоры-IV» и 
проведена обработка гербицидами. В результате к сентябрю площадь инициальной инвазионной 
популяции уменьшилась до 0,5 га. Необходимо проводить дальнейшие мониторинговые иссле-
дования характера распространения Persicaria sagittata с целью сдержать его расселение. 

Scirpus cyperinus отмечен на Ганцевичской НЭБ и в Пинском районе [7, 8] . Численность вида 
в разные вегетационные периоды наблюдений в обоих локалитетах сильно варьировалась. Вид 
выявлялся то в массе (аспектировал), то в виде немногочисленных экземпляров. Это связано 
прежде всего с предпринимаемыми мерами борьбы с сорными растениями на плантациях 
(выкашивание, протравливание гербицидами). Вид дает многочисленные мелкие семена, кото- 
рые обладают хорошей летучестью из-за наличия длинных околоцветных щетинок, поэтому 
быстро восстанавливает численность после его уничтожения. Семена могут разноситься на 
довольно большие расстояния.

Имеются данные [7] о произрастании этого вида в Лельчицком р-не Гомельской области. Там 
популяция более многочисленна: камыш встречается не только на плантации клюквы, но и по ее 
периметру, а также по берегам магистрального канала, который впадает в р. Уборть. В пойме 
реки S. cyperinus местами уже образовал сообщества с Carex acuta L. Есть опасность прогрес-
сивного расселения этого вида в Гомельской области Беларуси и сопредельных регионах Украины. 
Из Беларуси этот вид с посадочным материалом был занесен в Костромскую область России [13]. 
На Ганцевичской НЭБ приняты безотлагательные меры по ограничению его численности, в ре-
зультате чего в 2016 г. на плантации обнаружены единичные вегетирующие особи этого вида.

Solidago graminifolia найден в Пинском районе [7, 9]. В 2013 г., по наблюдениям Д. Дубовика и 
А. Скуратовича, вид встречался здесь часто как по бортам чековых каналов, так и среди посадок 
клюквы, выступая в качестве доминанта и кодоминанта [7]. В 2014 г. удалось обнаружить лишь 
несколько клонов, произрастающих по урезу воды вдоль дренажных канав, и единичные расте-
ния среди клюквенного ковра. Это связано с применением различных агрономических приемов 
(прополка, выкашивание, применение гербицидов), которые были оперативно проведены здесь 
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после разъяснительной работы с руководством ОАО «Полесские журавины». Вопреки утвержде-
нию, что этот вид обладает меньшим по сравнению с S. canadensis инвазионным потенциалом [8], 
золотарник злаколистный способен расселяться гораздо быстрее, поскольку имеет в 2 раза более 
длинные корневища и в 5–10 раз более высокое число почек возобновления. Как показывает 
опыт, на начальных стадиях борьбы с этим видом комплекс перечисленных мероприятий дает 
положительный эффект.

Stellaria longipes выявлен Д. Дубовиком и А. Скуратовичем в 2013 г. в Пинском районе [7]. 
Вид встречался изредка среди посевов клюквы и по бровкам чековых каналов, наиболее обильно – 
на недавно заложенных чеках. В 2014 г. мониторинговые исследования не проводились, посколь-
ку на этом участке был проведен кардинальный комплекс мероприятий по уходу за плантацией 
и чековыми каналами.

Triadenum fraseri выявлен на Ганцевичской НЭБ и в ОАО «Полесские журавины» [7, 8]. Как 
правило, он рос одиночно или небольшими группами по днищу и бортам каналов, часто в воде. 
В 2014 г. его численность практически не изменилась. Прогнозируется его дальнейшее прогрес-
сивное расселение, поскольку он отмечен вне плантаций клюквы в Лельчицком районе Гомельской 
области в пойме р. Уборть [7]. Вид имеет очень мелкие семена, которые могут успешно разно-
ситься ветром, околоводными и водными видами птиц и других животных, при помощи воды. 
Вид нуждается в тщательном мониторинге его расселения. На Ганцевичской НЭБ в 2016 г. на 
плантации обнаружены единичные экземпляры этого вида.

Viola pallens выявлен Д. Дубовиком и А. Скуратовичем в 2012 г. на Ганцевичской НЭБ, где 
отмечен по склонам дренажных канав, местами в довольно значительном количестве, и в 2013 г. 
в ОАО «Полесские журавины» [7]. Из-за небольших размеров фиалка успешно растет под поло-
гом клюквы, что препятствует ее уничтожению гербицидами [7]. Численность вида остается 
стабильно высокой, несмотря на принимаемые меры борьбы. В виде небольших «пятен» он най-
ден на опушке березняка (примыкающего к плантации) в Ганцевичском районе, где производи-
лось складирование отходов от очистки клюквы. Вид габитуально похож на аборигенные 
таксоны – Viola palustris L. и V. epipsila Ledeb., которые также присутствуют на плантациях или 
вблизи них. Их надежная идентификация возможна в период цветения (май), однако исследования 
проводились обычно со второй половины лета (когда заметна большая часть чужеродных видов), 
поэтому реально оценить его численность на этом этапе сложно. Необходимы дополнительные 
исследования в более ранние сроки. В 2016 г. отмечено снижение численности этого вида (воз-
можно, из-за засушливого вегетационного периода в 2015 г.), на некоторых чеках он отсутствовал 
полностью. За пределами плантации клюквы в Ганцевичском районе (в березняке) численность 
вида оставалась стабильной.

В 2014 г. отмечалось, что меры борьбы с чужеродными видами, предпринимаемые на планта-
циях, оказались особенно эффективными для Solidago graminifolia, Scirpus cyperinus, Cicuta 
bulbifera, численность инициальных популяций которых существенно сократилась. Ряд чуже-
родных растений (Eutrochium maculatum, Сampanula aparinoides, Juncus brevicaudatus, Eleocharis 
obtusa и др.) за 3 года не изменили степени инвазионного статуса и медленно разрастались, 
поэтому борьбу с ними необходимо было продолжить. Распространенность Penthorum sedoides, 
Triadenum fraseri, Hypericum canadense, Agrostis scabra, Carex crawfordii, Lysimachia terrestris, 
Ludwigia palustris Aster ontarionis и Myriophyllum farwellii оставалась на стабильно высоком 
уровне. Борьбу с этими видами нужно было усилить. 

Таким образом, было выделено 4 группы чужеродных видов в зависимости от их реакции на 
комплексные меры борьбы (см. таблицу):

виды, сократившие численность (сократилась занятая видом площадь, число микропопуляций 
уменьшилось, на некоторых участках, где растения наблюдались ранее, их найти не удалось);

виды, сохранившие стабильно низкую численность (на протяжении 3 лет практически не 
меняются небольшая площадь микропопуляций и их число); 

виды, сохранившие стабильно высокую численность (на протяжении 3 лет практически не 
меняются значительная площадь, занятая видом, и число микропопуляций);
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Влияние мер борьбы на численность чужеродных видов (данные 2014 г.)
The impact of control measures on the number of alien species (data of 2014)

Виды,  
сократившие численность

Виды, сохранившие 
стабильно низкую численность

Виды, сохранившие 
стабильно высокую численность

Виды,  
увеличившие численность

Solidago graminifolia
Scirpus cyperinus  
Cicuta bulbifera

Juncus breviacaudatus
Stellaria longipes
Eleocharis obtusa
Eutrochium maculatum
Campanula aparinoides
Hypericum boreale
Hypericum ellipticum

Carex crawfordii
Penthorum sedoides
Triadenum fraseri
Hypericum canadense
Agrostis scabra
Ludwigia palustris
Lysimachia terrestris
Viola pallens
Aster ontarionis
Myriophyllum farwellii

Persicaria sagittata
Lycopus uniflorus
Aster lanceolatus × A. dumosus

виды, увеличившие численность (увеличилась занятая видом площадь, число микропопуля- 
ций повысилось, растения расселяются по различным типам местообитаний, включая естест- 
венные ценозы за пределами плантации).

В 2016 г. констатирована действенность усиления мер борьбы с чужеродными видами на план-
тациях. Все виды из группы 3, которые сохранили стабильно высокую численность, значительно 
сократили проективное покрытие: отмечены лишь единичные локусы этих таксонов на одной или не-
скольких чеках (рис. 2). Реально опасным сорняком на плантациях остался только Persicaria sagittata.

Самые неотложные меры воздействия требуют виды, которым, несмотря на предпринятые 
меры борьбы, удалось «сбежать» за пределы плантации Ганцевичской опытной станции. Около 
места, где выбрасывали остатки от очистки клюквы, в 2014 г. в массе обнаружены Persicaria 
sagittata, Lycopus uniflorus и  Aster lanceolatus × A. dumosus. Эти три вселенца вкупе с уже достаточно 
давно занесенной североамериканской Solidago сanadensis внедрились в естественный опушечный 
фитоценоз и начали вытеснять аборигенные виды: Rubus idaeus L. (ее проективное покрытие 
снизилось с 80 до 20 %), Calamagrostis arundinaceae (L.) Roth  (снижение с 40 до 5 %), Dryop- 
teris carthusiana (Vill.) H. P. Fuch (снижение с 20 до 2 %), Lysimachia vulgaris L. (снижение  

Рис. 2. Относительная численность новых для Беларуси чужеродных видов на плантации клюквы  
на Ганцевичской НЭБ: a – Persicaria sagittata, b – Agrostis scabra, c – Scirpus cyperinus, d – Carex crawfordii,  

e – Triadenum fraseri, f – Viola pallens, g – Lysimachia terrestris, h – Cicuta bulbifera, i – Campanula aparinoides,  
j – Juncus breviacaudatus, k – Eutrochium maculatum

Fig. 2.  The relative number of new alien species for Belarus Cranberry plantation at Gancevichy  NEB:  
a – Persicaria sagittata, b – Agrostis scabra, c – Scirpus cyperinus, d – Carex crawfordii, e – Triadenum fraseri,  

f – Viola pallens, g – Lysimachia terrestris, h – Cicuta bulbifera, i – Campanula aparinoides, j – Juncus breviacaudatus,  
k – Eutrochium maculatum
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с 8 до 2 %), Juncus effuses L., Moehringia trinervia (L.) Clairv., Chamerion angustifolium (L.) Scop.  
и Carex lasiocarpa Ehrh. (у последних 4 видов проективное покрытие снизилось с 5 % до единич-
ных экземпляров). Особенно опасная ситуация сложилась с Lycopus uniflorus, который вошел  
в состав фитоценозов пушистоберезового леса и имеет длинные подземные побеги, что серьезно 
затрудняет борьбу с ним. В процессе исследований нами выявлен его естественный вредитель – 
жук листоед Chrysolina polita. 

Наши рекомендации по немедленному уничтожению инициальных инвазионных популяций 
североамериканских видов вне территории плантации и жесткому ограничению их расселения 
были учтены. Обследование 2016 г. показало действенность проведенных мер борьбы (рис. 3): на 
заложенных в 2014 г. пробных площадках со 100 %-ным проективным покрытием инвазионных 
видов наблюдалось снижение их численности. Проективное покрытие Persicaria sagittata соста- 
вило в среднем 32 %, Aster lanceolatus ×A. dumosus  – 24, Lycopus uniflorus – 47 %. 

Ганцевичская НЭБ и ОАО «Полесские журавины» явились первичными центрами интродук- 
ции клюквы крупноплодной на территории бывшего СССР и, соответственно, сопутствующих 
этому виду чужеродных растений. Именно отсюда поставлялись черенки клюквы в Россию,  
в частности в Костромскую область. Несколько лет назад там обнаружен всего один инвазионный 
североамериканский вид – Scirpus cyperinus [13], однако не исключается возможность находок  
и других чужеродных видов. 

В связи с этим в 2016 г. Ю. К. Виноградовой проведено обследование опытных и промышлен-
ных плантаций клюквы крупноплодной в Костромской области России. На промышленной план-
тации ОАО «Кремь» (6 км к cеверо-западу от дер. Мисково, 58°12ʹ с. ш., 40°99ʹ в. д.) новых для 
России чужеродных сорных растений не выявлено, однако активно дичает «черноплодная рябина» 
Aronia mitschurinii A. Skvorts. et Maitulina: на некоторых участках насчитывается до 5–7 всходов 
этого растения на 1 м2. Помимо химических методов борьбы здесь применяют хотя и трудоемкую, 
но очень действенную прополку вручную, поэтому опасность фитоинвазии значительно снижена. 

В то же время недалеко от промышленной плантации (1,5 км к западу от оз. Карасево, 58°09ʹ с. ш., 
41°17ʹ в. д.), где расположена заброшенная около 10 лет назад опытная плантация клюквы, 

Рис. 3. Сокращение численности инвазионных североамериканских видов (a – Persicaria sagittata;  
b – Aster lanceolatus × A. dumosus; c – Lycopus uniflorus) за пределами плантации Ганцевичской НЭБ 

Fig. 3. Reduction in invasive North American species видов (a – Persicaria sagittata;  
b – Aster lanceolatus × A. dumosus; c – Lycopus uniflorus) outside the plantation Gancevichy NEB
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зафиксирован новый для России Scirpus cyperinus [13]. Поскольку борьба с ним не велась, зарос-
ли этого вида занимают сейчас площадь более 10 га и вид прочно вошел в состав естественного 
березняка, формирующегося на зарастающем торфянике. Общее проективное покрытие вида со-
ставляет не менее 50 %. На 1 м2 насчитывается от 2 до 3 экземпляров, у каждого из которых по 
5–7 соцветий. По-видимому, искоренить эти заросли уже не удастся.

Заключение. Предпринимаемые меры контроля расселения чужеродных видов на плантациях 
клюквы крупноплодной в двух районах Брестской области позволили сдержать процесс инвазии, 
однако к полному уничтожению вселенцев не привели. Из 23 новых для флоры Беларуси чужерод-
ных видов после 3 лет планомерных работ по их искоренению у 3 видов сократилась численность 
их популяции, у 7 она сохранилась стабильно низкой, у 10 – стабильно высокой, а 3 вида, у которых увели-
чилась численность популяции, вселились в естественные фитоценозы. После 5 лет борьбы численность 
всех новых для Беларуси чужеродных видов снизилась, однако требуется постоянный мониторинг  
и уничтожение растений вне плантации любыми методами. Наибольшую опасность представляет 
Persicaria sagittata, численность которого снижается недостаточно быстрыми темпами.
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КОМПЛЕКСНАЯ ШКАЛА ДИАГНОСТИКИ ИНТРОДУКЦИОННОЙ  
ЦЕННОСТИ РАСТЕНИЙ В АРИДНЫХ УСЛОВИЯХ МАНГИСТАУ 

Дано описание комплексной шкалы определения интродукционной ценности растений в аридных условиях 
пустыни Мангистау, включающей 24 диагностических признака, разбитых на четыре раздела (группы): 1) биологи- 
ческая устойчивость; 2) декоративно-габитуальные свойства; 3) репродуктивная способность; 4) хозяйственно-биоло- 
гическое и научное значение. Приведены результаты ее апробации на примере 155 видов и форм аборигенной  
и инорайонной флоры. Предлагается специальная компьютерная программа DInCeR, которая кроме диагностики 
перспективности интродукции позволяет вводить в память компьютера разнообразную регистрационную информа-
цию о растениях, формировать списки по семействам и родам, готовить делектус семян, подбирать ассортимент по 
заданным биоэкологическим, декоративным, репродуктивным и озеленительным свойствам. Все хранящиеся в базе 
данных сведения о таксонах можно отправить на печать, сервер, по электронной почте или экспортировать во внешние 
редакторы в различных графических и текстовых форматах. В DInCeR также реализована возможность програм- 
много вывода географического расположения растений на интерактивную Яндекс-карту в Интернете по заранее 
определенным координатам в формате GPS или десятичных градусов. В данное время в электронной базе данных 
программы имеются записи для 814 коллекционных  интродуцентов из 5 таксономических отделов, 8 классов, 11 
подклассов, 24 надпорядков, 49 порядков, 8 подпорядков, 49 семейств и 111 ботанических родов. На нее в Мини- 
стерстве юстиции Республики Казахстан получено Свидетельство о государственной регистрации прав на объект 
авторского права за № 2339 от 14 декабря 2015 г.

Ключевые слова: интродукционная ценность, перспективность, апробация, шкала, компьютерная программа, 
базы данных.

А. A. Imanbayeva, I. F. Belozerov

Mangyshlak Experimental Botanical Garden, Aktau city, Republic of Kazakhstan 

COMPLEX SCALE OF DIAGNOSTICS OF INTRODUСTION VALUE  
OF PLANTS IN ARID CONDITIONS OF MANGISTAU

The description of a complex scale of determination of plants introduction in Mangistau desert arid conditions is given.  
It includes following 24 diagnostic features: 1) biological stability, 2) arts and habitually properties, 3) reproductive ability, 
and 4) economic-biological and scientific importance. The results of its approbation by the example of 155 species and forms 
of indigenous flora and flora from other regions are provided. Special computer program – DinCeR is proposed. Program allow 
to diagnose prospects of  introduction and to enter in the computer’s memory a variety of registration information about the 
plants, forming lists for families and genera, to prepare seeds delektus, to select the plant list baswd on bioecological, decora-
tive, landscaping and reproductive characteristics. All stored data can be sent to print in the database information on the taxa 
database, server, e-mail or exported to external editors in various graphical and text formats. The ability to program the out-
put geographic location of the plant on interactive Yandex map online at predetermined coordinates in the GPS format or 
decimal degrees is also implemented in DinCeR. There are 814 entries for the collection of exotic species from 5 taxonomic 
divisions, 8 classes, 11 subclasses, nadporyadkov 24, 49 orders, 8 suborder, 49 families and 111 botanical genera are in the 
electronic database of the program at this time. Certificate of state registration of the copyright is received for the program 
from Ministry of Justice of the Republic of Kazakhstan # 2339 dated 14 December 2015.

Keywords: introduction value, prospects, approbation, scale, computer program, databases.

Введение. Крайне жесткие природно-климатические условия пустыни Мангистау, отличаю- 
щиеся экстрааридностью климата, засоленностью, мелкопрофильностью и бедностью почв и на- 
пряженностью ветрового режима, обусловливают очень низкий интродукционный отбор расте- 
ний, составляющий в среднем за последние более 40 лет всего 2–3 %. Поэтому с самого начала 
ботанического освоения мангистауского региона очень остро стоит проблема диагностики пер- 
спективности растений для интродукции. Имеющиеся разработки по данному вопросу в основ- 
ном предназначены для лесной и лесостепной природных зон [1–5] и мало подходят для засуш-
ливого климата и неблагоприятных почвенно-мелиоративных условий полуострова. Большин- 
© Иманбаева А. А., Белозеров И. Ф., 2017
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ство из них включают достаточно узкий перечень диагностических параметров (в основном без 
декоративных качеств интродуцентов), а кроме того, приоритет, как правило, отдается показате-
лю зимостойкости, который в экстрааридной среде обитания не может рассматриваться в каче-
стве основного. В связи с этим в Мангышлак ском экспериментальном ботаническом саду была 
поставлена задача составления региональной шкалы определения интродукционной ценности 
растений, которая учитывала бы максимально возможное количество факторов и свойств, свя-
занных с ростом, развитием и применением интродуцентов человеком, а также реакцию расти-
тельного организма на особенности пустынной среды обитания.

Материалы и методы исcледования. При составлении шкалы одновременно принимали во 
внимание характер природных условий пустыни Мангистау, более 40-летний опыт интродук- 
ционных исследований в регионе, результаты анализа среднемноголетних биоэкологических 
свойств коллекционных видов и апробации наиболее распространенных в других ботанических 
центрах методик определения жизнеспособности и перспективности растений [1–5].

Для реализации шкалы в специальную компьютерную программу использованы 4 языка 
программирования: Microsoft Visual FoxPro 9 SP2, Visual Basic For Applications 7.0, HTML 4.0  
и JavaScript API 2. Для упрощения ввода таксономических единиц использовали базу данных, 
созданную по списку родов R. K. Brummitt [6].  В основу систематики была положена филогене-
тическая система А. Л. Тахтаджяна [7].

Результаты и их обсуждение. Структурно разработанная Региональная шкала включает  
24 диагностических признака (табл. 1), разбитых на четыре раздела (группы): 1) биологическая 
устойчивость (п = 6); 2) декоративно-габитуальные свойства (п = 8); 3) репродуктивная способ- 
ность (п = 3); 4) хозяйственно-биологическое и научное значение (п = 7).

Толерантность интродуцентов к условиям среды обитания складывается как сумма баллов 
их засухо-, соле- и зимоустойчивости, требовательности к плодородию почвы, фитофаго- и газо- 
устойчивости. Оценочные параметры приведены в шкале в порядке уменьшения их значимости 
в формировании общей устойчивости. К примеру, на засухоустойчивость может приходиться до 
30 % (п = 15) итоговой балльной суммы (п = 50), на газоустойчивость – всего до 10 % (п = 5). При 
оценке декоративно-габитуальных свойств учитывается форма роста, общая декоративность 
вегетативной части, листопадность, обилие, продолжительность и эстетичность цветения и пло- 
доношения.  Максимальное  число  оценочных  баллов – 20. Репродуктивная способность, оцени- 
ваемая 10 баллами, диагностируется на основе учета успешности возобновления растений в условиях 
культуры семенным и вегетативным способами. При определении хозяйственно-биологического 
и научного значения принимается во внимание возможность их использования в озеленительных, 
фитомелиоративных, пищевых, кормовых, лекарственных и технических целях, а также учи- 
тывается фитооохранный статус. В итоге сумма баллов не должна превышать 20.

Т а б л и ц а  1. Комплексная шкала диагностики интродукционной ценности растений  
в аридных условиях Мангистау 

T a b l e  1. Comprehensive range of diagnostics of plants introduction values in Mangistau arid conditions

№ признака Показатель, признак Оценочные варианты и условия Оценка, балл

I. Биологическая устойчивость
1.1 Засухоустойчивость Очень низкая 0

Низкая 3
Средняя 7
Высокая 12

Очень высокая 15
1.2 Солевыносливость Несолевыносливые 0

Очень слабосолевыносливые 1
Слабосолевыносливые 2

Солевыносливые 5
Наиболее солевыносливые 7

Солеустойчивые 9
Наиболее солеустойчивые (галофиты) 10



80 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 2. C. 78–86 

№ признака Показатель, признак Оценочные варианты и условия Оценка, балл

1.3 Зимостойкость Высокозимостойкие 8
Зимостойкие 6

Среднезимостойкие 3
Малозимостойкие 1

Незимостойкие 0
1.4 Требовательность  

к плодородию почвы
Малотребовательные 6

Среднетребовательные 4
Требовательные 2

Очень требовательные 0
1.5 Фитофагоустойчивость Высокая 6

Средняя 3
Низкая 1

Очень низкая 0
1.6 Газоустойчивость Газоустойчивые 5

Относительно газоустойчивые 3
Слабогазоустойчивые 1

Негазоустойчивые 0
Итого 50

II. Декоративно-габитуальные свойства
2.1 Форма роста  

и продолжительность жизни
Деревья 4

Кустарники, лианы 3
Полукустарники, кустарнички, полукустарнички 2

Многолетние и двулетние травянистые растения, эфемероиды 1
Однолетние травянистые растения, эфемеры 0

2.2 Оригинальность формы роста Выражена 1
Не выражена 0

2.3 Общая декоративность  
вегетативной части 
в период вегетации

Очень высокая 3
Высокая 2
Средняя 1
Низкая 0

Очень низкая 0
2.4 Листопадность Хвойное вечнозеленое 3

Хвойное листопадное 2
Лиственное вечнозеленое 2

Лиственное полувечнозеленое 1
Лиственное листопадное 0

2.5 Интенсивность (обилие)  
цветения

Явно выражена 1
Слабо выражена или не выражена 0

2.6 Продолжительность цветения, 
дней

Менее 10 0
10–25 1

Более 25 2
2.7 Эстетичность цветения Очень высокая 4

Высокая 3
Средняя 2
Низкая 1

Очень низкая 0
2.8 Декоративность  

плодоношения
Очень высокая 2

Высокая 1
Средняя 1
Низкая 0

Очень низкая 0
Итого 20

III. Репродуктивная способность
3.1 Размножается семенами Хорошо 6

Удовлетворительно 4
Плохо 1

Не размножается 0

Продолжение табл. 1
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№ признака Показатель, признак Оценочные варианты и условия Оценка, балл

3.2 Размножается вегетативно Хорошо 4
Удовлетворительно 3

Плохо 1
Не размножается 0

3.3 Размножается при создании 
специальных условий или  
при использовании других 

способов возобновления

Хорошо 2
Удовлетворительно 1

Плохо 0

Итого 10
IV. Хозяйственно-биологическое и научное значение

4.1 Можно использовать:
для целей озеленения  

при создании

древесных массивов и рощ 1
линейных посадок деревьев и кустарников 1

биогрупп 3
солитеров 5

живых изгородей 4
вертикальных композиций 8

почвопокровных композиций 7
композиций водных растений 7

газонов 9
цветников 12
розариев 14

не применяется 0
4.2  для фитомелиорации песков 5

техногенно загрязненных земель 4
почвенных массивов, нарушенных ветровой и водной  

эрозией и хозяйственной деятельностью человека 2
не применяется 0

4.3 как пищевое очень ценное 9
ценное 4

малоценное 1
не применяется 0

4.4 как кормовое очень ценное 8
ценное 4

малоценное 1
не применяется 0

4.5 как лекарственное очень ценное 7
ценное 4

малоценное 2
не применяется 0

4.6  как техническое очень ценное 5
ценное 3

малоценное 1
не применяется 0

4.7 Фитоохранный статус Исчезающее 11
Редкое 7

Эндемичное 4
Реликтовое 3

Сокращающееся, но не в угрожащих существованию вида 
размерах (сокращающееся)

2

Неопределенное 1
Не подвергающееся угрозе сокращения численности (безопасное) 0

Итого (не более) 20
Всего 100

Окончание табл. 1
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Шкала 100-балльная, ранжированная на 10 классов (групп) ценности интродуцентов (табл. 2).
Ниже приводятся пояснения по некоторым оценочным признакам раздела 1. «Биологическая 

устойчивость».
Засухоустойчивость. В условиях пустыни Мангистау все культурные растения нуждаются  

в поливах, а сухость воздуха наблюдается ежегодно в течение всего периода вегетации, особенно 
в летние месяцы. Поэтому при разделении растений по степени засухоустойчивости нами исполь- 
зован несколько модифицированный вариант шкал С. С. Пятницкого [8] и М. Н. Косаева [1]. 

Т а б л и ц а  2. Классы, суммы баллов и индексы ценности интродуцентов

T a b l e  2. Classes, total points and indexes values of exotic species

Класс Сумма баллов Индекс ценности

I 0–10 Не представляющий ценности
II 11–20 Крайне низкий
III 21–30 Очень низкий
IV 31–40 Низкий
V 41–50 Пониженный
VI 51–60 Средний
VII 61–70 Повышенный
VIII 71–80 Высокий
IX 81–90 Очень высокий
X 91–100 Максимально высокий (эталонный)

Для растений с очень низкой засухоустойчивостью требуется регулярный полив в течение 
вегетации, летом – не реже 2–3 раз в неделю. В основном в эту группу входят гигрофиты и ча-
стично мезогигрофиты. У растений с низкой устойчивостью к засухе необратимый ущерб их 
росту и развитию наблюдается при перебое с поливом более 15–20 дней. Группа объединяет 
большинство мезогигрофитных и мезофитные растения. Среднезасухоустойчивые растения мо-
гут выжить без полива 20–25 дней, но при этом у них отмечается усыхание до половины листьев 
и молодых побегов. Сюда входят в основном ксеромезофиты, частично мезофиты и мезоксеро-
фиты. У интродуцентов с высокой засухоустойчивостью заметные негативные признаки, обу-
словленные засухой, проявляются при 30–35-дневном перерыве в орошении. К данной группе 
относятся часть мезоксерофитов и большинство ксерофитов. Растения с очень высокой засухо- 
устойчивостью для поддержания достаточно высокой декоративности и прироста также нужда-
ются в поливе (1 раз в 10–15 дней), но в то же время могут выжить, особенно во взрослом состо-
янии, без значительных повреждений при полном отсутствии орошения в течение всего вегета-
ционного периода. Группа включает некоторых ксерофитов и всех ультраксерофитов.

Солевыносливость. Разделение интродуцентов на группы проводится в обобщенном виде по 
классификациям Е. С. Мигуновой [9] и И. А. Смирнова [10]: а) галофиты (вполне успешно произ-
растают при содержании солей 2,5–3 % и более); б) наиболее солеустойчивые (предельное содер-
жание солей в почве, при котором растения не теряют декоративных и мелиоративных качеств, – 
2–3 %); в) солеустойчивые (1,5–2 %); г) наиболее солевыносливые (1,1–1,5 %); д) солевыносливые 
(0,7–1,1 %); е) слабосолевыносливые (0,4–0,7 %); ж) очень слабосолевыносливые (менее 0,3–0,4 %) 
и з) несолевыносливые.

Зимостойкость диагностируется по шкале, применяемой в практике работы отдела дендро-
логии ГБС РАН [2], и по шкале, предложенной А. С. Татаринцевым [11]: а) высокозимостойкие – 
не повреждаются морозами даже в необычно суровые зимы; б) зимостойкие – незначительно 
подмерзают (в основном однолетние побеги (до 50–100 % длины) в суровые зимы; в) среднезимо-
стойкие – значительно  повреждаются морозами (двулетние и более старые побеги) в суровые 
зимы; г) малозимостойкие – заметно подмерзают даже в обычные зимы, а в суровые вымерзают 
полностью; д) незимостойкие – вымерзают в обычные зимы.

Требовательность к плодородию почвы в узком смысле понимается как требовательность  
к насыщенности почвы элементами питания (олиготрофы, мезотрофы, мегатрофы и эвтрофы).
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Фитофагоустойчивость. Для диагностики применяется схема классификации повреждаемо- 
сти растений А. Н. Калиниченко [12], при этом исключен индекс 0 («здоровое растение») и группы 
названы в обратном порядке, но по индексу автора: 1) высокая устойчивость – растение не 
повреждается вообще вредителями и болезнями или повреждается не более 10 % анатомических 
органов; 2) средняя – повреждаемость по максимуму составляет 11–25 % поверхности габитуса, 
сильно пораженные органы не встречаются; 3) низкая (25–50 %); 4) очень низкая – зачастую 
растения сильно поражается, что приводит к гибели свыше 50 % из них.

Газоустойчивость. Используется деление на группы по И. А. Добровольскому [13] и Т. М. Иль- 
куну [14] на газоустойчивые, относительно газоустойчивые, слабогазоустойчивые и негазоустойчивые.

В соответствии с разделом II шкалы «Декоративно-габитуальные свойства» в связи с низким 
процентом в местной флоре Мангистау растений долговечных форм роста деревьям и кустар- 
никам присваивается большее количество баллов. При возникновении спорных ситуаций по 
признакам 2.5 и 2.7. «Обилие» и «Эстетичность цветения» можно оценивать их коллегиально, 
привлекая 4–5 опытных интродукторов. 

Последний раздел шкалы IV («Хозяйственно-биологическое и научное значение») – един- 
ственный, построенный по разомкнутому принципу, т. е. сумма оценочных баллов потенциально 
может выйти за предел отведенных (п = 20). Причиной этого стал тот факт, что общая значимость 
интродуцентов обусловливается одновременно многоплановостью практического использования 
и ценностью в каждой отдельно взятой отрасли хозяйственной деятельности человека, а также 
уникальностью с точки зрения сохранения генофонда. 

Для проверки объективности оценки перспективности растений первоначально была прове- 
дена апробация шкалы на примере представителей дендрофлоры (31 аборигенного и 124 инорай- 
онных видов), различных по форме роста, декоративности, устойчивости и хозяйственному 
значению. В итоге в IX класс (очень высокая интродукционная ценность) вошли гребенщик 
ветвистый и можжевельник виргинский (82–83 балла); в VIII класс (высокая ценность) – мягко- 
плодник критмолистный, лох остроплодный, гребенщики удлиненный и Мейера, гибрид Мейера × 
удлиненный, саксаул черный и вьюнок персидский (71–76 баллов); в VII класс (повышенная 
ценность) – вяз приземистый, гребенщик тонкоколосый, рыхлый, Гогенакера и его гибриды  
с удлиненным и ветвистым, чингил серебристый, селитрянка Шобера, жузгуны Борщова и голова 
Медузы (62–70 баллов); в VI класс (средняя ценность) – гребенщик Бунге и жестер Синтениса 
(51–59 баллов); в IV класс (низкая ценность) – гребенщик Литвинова (39 баллов). 

Комплексная шкала даже в пределах сравнительно небольшой (155 таксонов) выборки расте- 
ний местной и инорайонной флоры, преимущественно с высокой и очень высокой биологической 
устойчивостью, дает существенный разброс оценочных баллов, что подтверждает ее комплекс- 
ность, объективность и достаточно высокую достоверность, совпадающую с общим предвари- 
тельным мнением интродукторов о ценности тех или иных таксонов. Распределение таксонов по 
классам выглядит по сравнению с ранее апробированными шкалами [1–5] почти симметрично 
относительно «среднего» индекса, на который приходится 23,9 % растений. «Крайне низкая» 
перспективность диагностирована для 2,6 % учтенных видов и форм; «очень низкая» – для 4,5; 
«низкая» – для 9,7; «пониженная» – для 16,8; «повышенная» – для 22,6; «высокая» – для 14,2, 
«очень высокая» – для 5,8 %.

В 2015 г. в МЭБС были завершены работы по переводу Региональной шкалы на электронный 
язык специальной компьютерной программы DInCeR, которая кроме модуля диагностики инт-
родукционной ценности растений содержит также процедуры, формы и базы данных, предна-
значенные для ввода и хранения разнообразной регистрационной информации по систематике, 
расположению в коллекции, ареалам распространения, морфологии, экологии, гербарным образ-
цам, с иллюстрацией фотографий и рисунков таксонов. 

Главное меню программы содержит 11 пунктов: «Файл», «Правка», «Bвод», «Поиск», «Про- 
смотр», «Cписки», «Гербарий», «Ассортимент», «Базы данных», «Сервис» и «Cправка» (рис. 1). 

Все 254 поля флористической базы данных разделены на формах ввода и просмотра на 12 групп 
(страниц): Таксономия (рис. 2, c. 1), Названия, Расположение и ареалы, Морфология, Биологи- 
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ческая устойчивость (рис. 2, c. 2), Декоративные качества, Репродуктивная способность, Применение, 
Дополнительные сведения, Карта, Рисунки и Текстовые сообщения. Практически из любого ме-
ста программы сведения о растении можно отправить на печать, сервер, по электронной почте 
или экспортировать во внешние редакторы и программы в различных форматах (txt, doc, docx, 
xls, xlsx, rtf, pdf, tif и xml и др.). Ассортимент растений можно подбирать в программе в двух ва-
риантах: по диагностическим признакам и по интродукционной ценности. Кроме того, в DInCeR 
реализована возможность программного вывода географического расположения растений на 
интерактивную Яндекс-карту в Интернете по заранее определенным координатам в формате 
GPS или десятичных градусов.

Всего в настоящее время в электронной базе данных программы имеются записи для 814 кол- 
лекционных  интродуцентов из 5 таксономических отделов, 8 классов, 11 подклассов, 24 надпо- 
рядков, 49 порядков, 8 подпорядков, 49 семейств и 111 ботанических родов. По итогам прове- 
денной с использованием программы диагностики интродукционной ценности 628 таксонов  
в список наиболее перспективных для условий Мангистау включено 304 наименования, в том 
числе 28 таксонов хвойных, 49 – инорайонно-лиственных, 26 – вьющихся и 61 – плодово-
ягодных древесных растений, 20 – представителей местной дендрофлоры и 120 – сорто- 
вых роз. На программу DInCeR в Министерстве юстиции Республики Казахстан получено 
Свидетельство о государственной регистрации прав на объект авторского права за № 2339 от 
14 декабря 2015 г.

Рис. 1. Главное окно программы DInCeR
Fig. 1. The main window of DInCeR  program

   

Рис. 2. Вид формы ввода и просмотра информации: страница 1 – таксономия, страница 2 – устойчивость
Fig. 2. View entry form and view the information: page 1 – taxonomy, page 2 – stability
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 Заключение. Дальнейшее совершенствование и внедрение комплексной шкалы диагностики 
интродукционной ценности растений и программы для ЭВМ в практику ботанических исследо- 
ваний в аридных регионах значительно упростит создание информационных баз данных, что 
позволит оперативно осуществлять поиск таксонов и в целом расширит возможности работы  
с информацией об интродуцентах, а также снизит затраты на подбор  дифференцированного по 
почвенно-мелиоративным условиям ассортимента для создания зеленых устройств различного 
функционального назначения.
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МИКРОБНЫЙ СИНТЕЗ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДА ЭТАПОЛАНА  
НА РАЗЛИЧНЫХ ВИДАХ ОТРАБОТАННЫХ РАСТИТЕЛЬНЫХ МАСЕЛ

С целью повышения экономической эффективности технологий продуктов микробного синтеза в качестве суб-
стратов используются промышленные отходы. Отработанные (пережаренные) растительные масла являются деше-
выми и доступными в необходимых для применения в микробных технологиях количествах. Однако при жарке  
в маслах образуются токсические вещества (ингибиторы синтеза целевого продукта), количество которых зависит 
от состава масла, в частности от соотношения в нем моно- и полиненасыщенных жирных кислот. 

Изучен синтез микробного экзополисахарида (ЭПС) этаполана на отработанных маслах с различным соотноше-
нием моно- и полиненасыщенных жирных кислот.

Культивирование Acinetobacter sp. IМВ B-7005 (продуцент этаполана) осуществляли в жидкой среде, содержа-
щей в качестве источника углерода отработанные масла (5 %), характеризующиеся высоким содержанием как поли-
ненасыщенных (подсолнечное, кукурузное), так и мононенасыщенных (оливковое, рапсовое) жирных кислот. Коли- 
чество ЭПС определяли весовым методом после осаждения изопропанолом, ЭПС-синтезирующую способность – как 
отношение концентрации ЭПС к концентрации биомассы.

Максимальная концентрация ЭПС (11–14 г/л) наблюдалась при выращивании продуцента на отработанных по-
сле жарки мяса подсолнечном и кукурузном маслах с использованием инокулята, выращенного на соответствующем 
рафинированном масле. Количество этаполана, синтезированного в аналогичных условиях культивирования Acineto- 
bacter sp. ИМВ В-7005 на отработанных рапсовом и оливковом маслах, было ниже (9–10 г/л), однако его ЭПС-
синтезирующая способность (10–15 г ЭПС/г биомассы) превышала в 1,6–2,4 раза таковую при применении подсол-
нечного и кукурузного масел. 

Возможность синтеза этаполана на отработанном масле любого качества (подсолнечное, кукурузное, рапсовое, 
оливковое) позволяет не только утилизировать накапливающиеся в больших количествах токсичные отходы, но  
и разработать универсальную технологию получения этого полисахарида, не зависящую от типа, качества и постав-
щика отработанного масла.

Ключевые слова: Acinetobacter sp. ИМВ В-7005, экзополисахариды, отработанное подсолнечное, кукурузное, 
оливковое и рапсовое масла.

T. P. Pirog, N. A. Ivakhniuk, A. A. Voronenko

National University of Food Technologies, Kyiv, Ukraine 

MICROBIAL SYNTHESIS OF EXOPOLYSACCHARIDE ETHAPOLAN ON VARIOUS TYPES  
OF WASTE VEGETABLE OILS

The research on the use of industrial waste to obtain practically valuable microbial metabolites was intensified. Oil-
containing waste are cheap and available in necessary for use in microbial technologies quantities. Nevertheless in the litera-
ture there are only a few reports about the possibility of their application as substrates for the biosynthesis of microbial poly-
saccharides. 

To investigate the synthesis of exopolysaccharide eрtapolan (produser – Acinetobacter sp. IMV B-7005) on waste (fried) 
oil of various qualities (with different ratios of mono- and polyunsaturated fatty acids).

It was established that the highest ethapolan concentration (11–14 g/l) was observed under Acinetobacter sp. IMV B-7005 
cultivation on waste after frying meat sunflower and corn oils at concentration 5 %, with using inoculum grown on refined 
oils. Replacing these oils in the cultivation medium on olive and rapeseed accompanied by some decrease in EPS concentra-
tions (to 9‒10 g/l), the EPS-synthesizing ability was higher in several times (6.3–7.6 g EPS/ g biomass).

The possibility of exopolysaccharide ethapolan biosynthesis on waste vegetable oils, characterized by a high content  
of polyunsaturated (sunflower, corn) and monounsaturated (olive, rapeseed) fatty acids was shown. 

Keywords: Acinetobacter sp. IMV B-7005, exopolysaccharide, waste sunflower, corn, olive and rapeseed oils.
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Введение. В мировом сельском хозяйстве значительное внимание уделяется выращиванию 
масличных культур, общее производство которых с каждым годом увеличивается [1, 2], что  
в свою очередь сопровождается повышением объема получаемых растительных масел, в частности 
пальмового, соевого, рапсового и подсолнечного. Среди стран-производителей подсолнечного 
масла лидерами являются Украина (2,78 млн т в год), страны ЕС (2,36 млн т в год) и Аргентина 
(1,41 млн т в год) [www.saleprice.com.ua/ ua/publications _sunflower_oil_market]. Эти же страны,  
а также Китай – основные производители рапсового масла [3].

На предприятиях, перерабатывающих растительное сырье, а также в учреждениях общест- 
венного питания образуется значительное количество отходов. Наиболее распространенным 
способом утилизации отработанного масла является использование его для производства био- 
дизеля [4, 5]. Несмотря на экологические перспективы, данная технология имеет ряд недостатков: 
высокую стоимость, образование значительных объемов побочного продукта (глицерола), 
короткий срок хранения биодизеля [4]. Более перспективным методом утилизации отработанных 
масел является использование их в качестве субстрата для получения продуктов микробного 
синтеза, в том числе и экзополисахаридов (ЭПС) – высокомолекулярных экзогенных метаболитов 
углеводной природы, способных к гелеобразованию и изменению реологических характеристик 
водных систем [4].

В наших предыдущих исследованиях [6–9] установлена способность штамма Acinetobacter 
sp. ИМВ В-7005 к синтезу ЭПС этаполана на широком наборе С2–С6-моно- и смешанных суб-
стратов, а также на рафинированном и отработанном после жарки мяса и картофеля подсолнеч-
ном масле. 

Из литературы известно, что в процессе жарки при температуре выше 180 °С в маслах 
образуются токсические вещества, количество которых зависит от состава масла, в частности от 
соотношения в нем моно- и полиненасыщенных жирных кислот [10–12]. Так, например, 
подсолнечное и кукурузное масла характеризуются высоким содержанием полиненасыщенных 
кислот. При нагревании таких масел изменяется их молекулярная структура, в результате чего 
происходит окисление кислородом воздуха с образованием токсичных альдегидов и перекисей 
липидов [10–12]. Оливковое и рапсовое масла холодного отжима в процессе жарки образуют 
гораздо меньше альдегидов, поскольку они содержат больше мононенасыщенных и насыщенных 
жирных кислот, которые в меньшей степени окисляются при нагревании. Кроме того, качество 
пережаренного масла зависит от продукта, поддающегося термической обработке [10–12]. 
Образованные альдегиды и перекиси могут быть потенциальными ингибиторами роста и син- 
теза целевого продукта. 

В работе [9] нами отмечалось, что до настоящего времени для получения микробных ЭПС 
используются углеводные субстраты и имеются лишь отдельные сообщения о биосинтезе поли- 
сахаридов на маслосодержащих субстратах. Кроме того, в доступной литературе нам не удалось 
обнаружить сведений о влиянии состава и качества отработанного масла на синтез целевого 
продукта.

Цель данной работы – исследовать синтез микробного экзополисахарида этаполана на отра- 
ботанном растительном масле, характеризующемся высоким содержанием полиненасыщенных 
(подсолнечное, кукурузное) и мононенасыщенных (оливковое, рапсовое) жирных кислот.

Объект и методы исследования. В качестве объекта исследований использовали ЭПС-син- 
тезирующий штамм Acinetobacter sp. 12S, депонированный в Депозитарии Института микробио-
логии и вирусологии Национальной академии наук Украины под номером ИМВ В-7005.

Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 культивировали в жидкой среде, содержащей (г/л): КН2РО4 – 
6,8; КОН – 0,9; MgSO4×7H2O – 0,4; CaCl2×2H2O – 0,1; NH4NO3 – 0,6; FeSO4×7H2O – 0,001; рН 6,8–
7,0. В среду дополнительно вносили 0,5 % (по объему) дрожжевого автолизата и в качестве 
источника пантотената (витамин В5) – мультивитаминный комплекс «Комплевит» в концентра-
ции 0,00095 % (в пересчете на пантотенат), поскольку Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 является 
ауксотрофом по пантотенату.

В качестве источника углерода и энергии использовали рафинированные и отработанные 
после жарки картофеля и мяса масла: подсолнечное (ТМ «Олейна», Днепропетровский масло- 
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экстракционный завод, Украина), кукурузное (ООО «КАМА», Полтава, Украина), рапсовое 
(ТМ “Bio Planete”, Франция) и оливковое масло холодного отжима (ТМ “Salvadori”, Италия),  
а также подсолнечное масло холостой жарки. Концентрация масла в среде составляла 5 %  
(по объему), поскольку ранее [8, 9] показано, что при таком содержании субстрата показатели 
синтеза этаполана  максимальны. Пережаренное подсолнечное масло получали из сети ресто-
ранов быстрого питания Mcdonald’s (г. Киев), другие масла – в домашних условиях после трех-
кратной жарки в течение 20 мин.

Содержание поли- и мононенасыщенных жирных кислот в маслах представлено в табл. 1 
[http://www.argo-shop.com.ua/article-9182.html].

Т а б л и ц а  1. Характеристика растительных масел, используемых в качестве субстратов

T a b l e  1. Characteristic of vegetable oils, used as substrates

Масло
Содержание жирных кислот (в % от общего количества)

полиненасыщенных мононенасыщенных

Подсолнечное 60 33
Кукурузное 54 27
Оливковое 12 87
Рапсовое 28 63

В качестве инокулята использовали культуру в экспоненциальной фазе роста, выращенную  
в среде указанного выше состава, содержащей 0,5 % (по объему) масла, а также 0,5 % (по углеводам) 
мелассы. Количество посевного материала составляло 10 % от объема питательной среды. 
Культивирование бактерий осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке 
(320 об/мин) при 28–30 ºС в течение 5 сут.

Биомассу определяли по оптической плотности клеточной суспензии, которую пересчи- 
тывали на сухую биомассу по калибровочному графику.

Количество синтезированных ЭПС устанавливали весовым методом. Для этого к 10–15 мл 
культуральной жидкости добавляли 1,5–2,0 объема изопропанола, осадок ЭПС промывали  
в чистом изопропаноле и высушивали при комнатной температуре в течение 24 ч. Синтези- 
рующую способность определяли как отношение количества синтезированного ЭПС к биомассе 
и выражали в граммах ЭПС на 1 г биомассы.

Все опыты проводили в трех повторностях, количество параллельных определений состав- 
ляло от 3 до 5. Статистическую обработку данных проводили по Лакину [13]. Различия средних 
показателей считали достоверными при уровне значимости р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. На первом этапе исследовали синтез этаполана на отработанных 
подсолнечном и кукурузном маслах (табл. 1), в составе которых преобладали полиненасыщенные 
жирные кислоты. В ходе экспериментов посевной материал выращивали на соответствующем 
рафинированном или отработанном масле (табл. 2).

Согласно представленным в табл. 2 данным, при использовании инокулята, выращенного на 
рафинированном масле, наиболее высокие показатели синтеза этаполана наблюдались при 
культивировании Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 на рафинированном и отработанном после жар-
ки мяса подсолнечном масле. Замена подсолнечного масла в среде культивирования продуцента 
на кукурузное сопровождалось некоторым снижением концентрации ЭПС (до 10‒11 г/л), при 
этом ЭПС-синтезирующая способность оставалась без изменений и составляла 6,3‒7,6 г ЭПС/г 
биомассы. Таким образом, закономерности синтеза полисахарида при выращивании продуцента 
в среде, содержащей отработанные масла с высоким содержанием полиненасыщенных жирных 
кислот, оказались достаточно похожими.

Отметим, что при использовании отработанных подсолнечного и кукурузного масел для 
получения инокулята и биосинтеза ЭПС наблюдали снижение концентрации образуемого этапо- 
лана по сравнению с его концентрацией при применении посевного материала, выращенного на 
соответствующем рафинированном масле (табл. 2).
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Т а б л и ц а  2. Синтез этаполана на растительном масле с высоким содержанием  
полиненасыщенных жирных кислот

T a b l e  2. Ethapolan synthesis on vegetable oils with a high content of polyunsaturated fatty acids

Масло Масло в среде 
для получения инокулята

Масло в среде 
для биосинтеза ЭПС ЭПС, г/л г ЭПС/г биомассы

Подсолнечное рафинированное рафинированное 13,1 ± 0,66 7,5 ± 0,38
после жарки мяса 14,4 ± 0,72 6,3 ± 0,32
после жарки картофеля 4,2 ± 0,21 3,3 ± 0,10

после жарки мяса после жарки мяса 9,7 ± 0,49 5,9 ± 0,29
после жарки картофеля после жарки картофеля 8,1 ± 0,41 4,3 ± 0,2

Кукурузное рафинированное рафинированное 10,0 ± 0,50 7,6 ± 0,38
после жарки мяса 11,2 ± 0,56 6,3 ± 0,32
после жарки картофеля Н. о. Н. о.

после жарки мяса после жарки мяса 8,5 ± 0,43 7,4 ± 0,37
после жарки картофеля после жарки картофеля 8,1 ± 0,41 7,8 ± 0,39

Подсолнечное холостой жарки холостой жарки 3,0 ± 0,15 6,5 ± 0,33

П р и м е ч а н и е. Н. о. – не определяли. 

Представляют интерес данные о синтезе этаполана на подсолнечном масле холостой жарки 
(табл. 2). При культивировании штамма ИМВ В-7005 на таком субстрате концентрация ЭПС 
составляла всего 3,0 г/л. Полученные результаты подтверждают литературные данные о том, что 
целесообразность использования отработанного масла в качестве субстрата обусловливается 
наличием в нем питательных веществ, переходящих из пищи в процессе жарки [11, 14]. Кроме 
того, при холостом нагреве масла образуется в 2 раза больше токсичных альдегидов, поскольку 
при жарке продуктов эти соединения частично удаляются вместе с паром [11, 14].

На следующем этапе изучали возможность применения отработанных масел с высоким 
содержанием мононенасыщенных жирных кислот (оливкового, рапсового) для синтеза этаполана 
(табл. 3).

Т а б л и ц а  3. Синтез этаполана на масле с высоким содержанием мононенасыщенных жирных кислот

T a b l e  3. Ethapolan synthesis on oils with a high content of monounsaturated fatty acids

Масло Масло в среде для получения инокулята Масло в среде для биосинтеза ЭПС ЭПС, г/л г ЭПС / г биомассы

Оливковое рафинированное рафинированное 7,7 ± 0,39 14,0 ± 0,70
после жарки мяса 9,6 ± ,48 14,8 ± 0,74
после жарки картофеля 9,0 ± 0,45 13,8 ± 0,69

после жарки мяса после жарки мяса 8,3 ± 0,42 10,2 ± 0,51
после жарки картофеля после жарки картофеля 8,0 ± 0,40 8,4 ± 0,42

Рапсовое рафинированное рафинированное 8,1 ± 0,41 9,3 ± 0,47
после жарки мяса 8,9 ± 0,45 10,2 ± 0,51
после жарки картофеля 8,6 ± 0,43 10,3 ± 0,52

после жарки мяса после жарки мяса 7,8 ± 0,39 9,6 ± 0,48
после жарки картофеля после жарки картофеля 6,1 ± 0,31 6,8 ± 0,34

Эксперименты показали, что независимо от качества масла в среде для получения инокулята 
(рафинированного или отработанного) концентрация этаполана, синтезированного на отрабо- 
танном оливковом или рапсовом масле (9–10 г/л), несколько ниже, чем на подсолнечном или 
кукурузном (11–14 г/л) (см. табл. 2), однако его ЭПС-синтезирующая способность (10–15 г ЭПС/г 
биомассы) превышала в 1,6–2,4 раза таковую при применении подсолнечного и кукурузного 
масел (см. табл. 2, 3). 

Данные, представленные в табл. 3, свидетельствуют о том, что показатели синтеза этаполана 
на оливком и рапсовом маслах, характеризующихся высоким содержанием мононенасыщенных 
жирных кислот, являются практически одинаковыми. 
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Полученные результаты (см. табл. 2, 3) оказались неожиданными, поскольку из литературы 
известно, что в отработанном масле с высоким содержанием полиненасыщенных жирных кислот 
(подсолнечное или кукурузное) количество токсичных соединений (потенциальных ингибиторов 
роста микроорганизмов и синтеза целевого продукта) выше, чем в масле, содержащем в основном 
мононенасыщенные кислоты (оливковое или рапсовое) [11]. В то же время оливковое и рапсовое 
масла характеризуются наличием фенольных соединений [15], которые, очевидно, также влияют 
на накопление биомассы и ЭПС.

В последующих экспериментах исследовали синтез этаполана на отработанном кукурузном, 
оливковом и рапсовом маслах с использованием инокулята, выращенного на мелассе (см. рису- 
нок). Это было обусловлено тем, что углеводы мелассы, внесенные вместе с инокулятом в среду 
культивирования, могут являться предшественниками синтеза ЭПС и непосредственно вклю-
чаться в его состав. Однако концентрация этаполана, синтезированного на всех субстратах, 
практически не зависела от способа получения посевного материала (см. рисунок). В то же время 
в работе [9] нами показано, что замена подсолнечного масла в среде для получения посевного 
материала на мелассу сопровождалась некоторым снижением синтеза ЭПС на этом отработан-
ном масле. 

Ранее [9, 16] нами отмечалось, что данные о синтезе микробных полисахаридов на отходах 
различных производств (не только маслосодержащих) весьма немногочисленны. В последнее 
время в литературе появились новые сведения. Так, штамм Komagataeibacter sucrofermentans 
DSM 15973 при культивировании в среде, содержащей 17 г/л технического глицерина (отход про-
изводства биодизеля), синтезировал 13,3 г/л целлюлозы [17]. При выращивании Rhizobium legu- 
minosarum ATCC 10004 в среде со сточными водами после переработки рыбы концентрация 
ЭПС достигала 11 г/л [18]. Отметим, что отработанные растительные масла являются подхо- 
дящими субстратами для синтеза микробных поверхностно-активных веществ [19, 20], однако  
в литературе нам не удалось обнаружить сведений о влиянии качества и состава таких субстратов 
на образование целевого продукта.

Заключение. Таким образом, в результате проведенной работы впервые показана возможность 
применения для синтеза микробного полисахарида этаполана не только отработанного подсол- 
нечного, но также кукурузного, рапсового и оливкового масел.

Результаты исследования свидетельствуют о том, что масло любого состава и качества может 
быть использовано для получения этого ЭПС, что позволяет разработать универсальную техно- 
логию его производства независимо от региона, типа отработанного масла и его поставщика.

Синтез этаполана на отработанном после жарки мяса масле в зависимости от способа получения инокулята.  
Масло для биосинтеза ЕПС: а – кукурузное, b – оливковое, c – рапсовое. Источник углерода в среде  

для получения инокулята: 1 – меласса, 2 – соответствующее рафинированное масло

Ethapolan synthesis on waste after frying meat oil, depending on the inoculum preparation method Oil  
for the EPS biosynthesis: а – corn, b – olive, c – rapeseed. The carbon source in the medium for inoculum preparation:  

1 – molasses, 2 – corresponding refined oil
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ОСОБЕННОСТИ РОСТА И РАЗВИТИЯ  
СОРТОВ ХРИЗАНТЕМЫ КОРЕЙСКОЙ (CHRYSANTHEMUM COREANUM NAKAI), 

ИНТРОДУЦИРОВАННЫХ В БЕЛАРУСИ

В статье приведены данные о биологических особенностях (сезонном росте и развитии) сортов хризантемы 
корейской, находящихся в коллекции Центрального ботанического сада Национальной академии наук Беларуси. 
Представлены результаты интродукции сортов зарубежной селекции. Приведены фенологические наблюдения 
развития хризантемы корейской (начало активного роста, бутонизации, цветения). Выделены группы по срокам 
цветения, высоте куста, окраске и типам соцветий. Показана зависимость периода цветения и обилия цветения 
хризантемы корейской от климатических условий. 

Приведены результаты комплексной оценки декоративных и хозяйственно-биологических качеств, основанные 
на методике сортооценки цветочных культур по В. Н. Былову. Рекомендован 31 сорт хризантемы корейской для зелe- 
ного строительства Беларуси.

Ключевые слова: бутонизация, интродукция, коллекция, комплексная оценка, озеленение, сезонный рост, сорт, 
соцветие, сроки цветения, окраска и типы соцветий, хризантема, фенологические наблюдения.

S. V. Tsekhanovich

Central Botanical Garden of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

FEATURES GROWTH AND DEVELOPMENT OF KOREAN CHRYSANTHEMUM VARIETY 
(CHRYSANTHEMUM COREANUM NAKAI) INTRODUCED IN BELARUS

The data on the seasonal growth and development of the Korean Chrysanthemum in the collection of the Central 
Botanical Garden of NAS of Belarus are presents. The results of introductions of varieties of foreign selection are given. Phe- 
nological observations of the development of Korean chrysanthemum (the beginning of active growth, budding, flowering). The groups 
under considiration were formed according to the phenological time of flowering, height of the bush, the color and types  
of inflorescences. The dependence of the flowering period and the abundance of flowering of Korean chrysanthemum on cli-
matic conditions is described.

The results of a comprehensive assessment of decorative and economic-biological qualities based on the method of vari-
ety evaluation of floral cultures are presented. It was the old, and the Korean chrysanthemum 31 varieties recommended for 
the green construction of Belarus.

Keywords: butonization, introduction, collection, comprehensive assessment, planting, seasonal growth, grade, inflores-
cence, blossoming terms, color and types of inflorescences chrysanthemum, рhenological observations.

Введение. Хризантема корейская (Chrysanthemum coreanum) – многолетнее корневищное 
растение семейства Астровые (Asteraceae), которое относится к зимостойким цветочно-декора-
тивным растениям летне-осеннего срока цветения в условиях Беларуси.

Родиной хризантем является Юго-Восточная Азия. В результате их многовековой селекции  
в Китае и Японии, а в последнее столетие и в странах Европы и Америки, получено более 10 тыс. 
сортов. За рубежом корейская хризантема является одной из ведущих культур декоративного 
садоводства. Но, в отличие от Востока, в Европе в ландшафтном дизайне наряду с дорогими 
крупноцветными хризантемами прижились также и кустовые хризантемы, и теперь «западная» 
(изначально – американская) мода на кустовые хризантемы пришла и в Японию. Беларусь не яв-
ляется исключением. Все чаще можно увидеть хризантему корейскую не только на приусадеб-
ных участках, но и в цветниках городов и поселков. Это стало возможным благодаря тому, что 
наступление осенних заморозков в последние годы фиксируется в первой–второй декаде октября, 
и хризантема корейская успевает раскрыть свой декоративный потенциал в полном объеме. Наличие 
большого количества сортов с соцветиями разнообразной формы и окраски, продолжительное 
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цветение (с конца лета до поздней осени), неприхотливость и зимостойкость, хорошее сочетание 
с кустарниками и хвойными породами – все это позволяет использовать эти растения в разных 
типах зеленых насаждений.

Одной из проблем озеленения, ввиду очень малого числа осенних растений, является цветоч- 
ное оформление городов Беларуси. Как показали исследования, осенние растения представлены 
в основном лишь видами Sedum spectabile, Callistenhus chinensis.

В связи с этим зеленое строительство Беларуси ставит перед специалистами задачи по рас- 
ширению ассортимента именно осеннецветущих сортов данных растений. 

Цель работы – оценить биологические особенности интродуцированных сортов хризантемы 
корейской в климатических условиях Беларуси и выделить сорта для озеленения.

Объекты и методы исследования. Объектом изучения послужили около 180 сортов хризанте-
мы корейской коллекции ЦБС НАН Беларуси, которые отличались декоративными признаками, 
устойчивостью к низким температурам в зимний период при культивировании в открытом грунте. 
Растения выращивали в грядах, подготовленных в соответствии с требованиями культуры, на 
открытом солнечном участке согласно общепринятым методикам [1]. Уход за хризантемами осу-
ществляли по традиционной технологии [2, 3]. Фенологические наблюдения проводили по пока-
заниям, соответствующим данному виду растений [4, 5]. Типы соцветий хризантем клас- 
сифицировали по К. Ф. Дворяниновой [2]. За основу комплексной сортооценки декоративных  
и хозяйственно-биологических качеств взяты методики сортооценки цветочных культур по  
В. Н. Былову [6, 7].

Результаты и их обсуждение. Все сорта хризантемы корейской коллекции ЦБС имеют ино-
странное происхождение, из них 69 сортов (55 % коллекционного фонда) созданы на Украине, 42 со-
рта (23 %) выведены в России. В коллекции представлены также сорта селекции Латвии, Литвы  
и Молдовы. Таксономический состав коллекции хризантем постоянно менялся в силу выпада 
малоустойчивых сортов и привлечения новинок. Так, в последние годы коллекция пополнилась 
мелкоцветковыми хризантемами с безупречной шаровидной формой куста, не требующей фор-
мирования (Gigi White, Бiлоснежка, Жар Пустелi, Кмiс), а также сортами из популярной сейчас 
группы «мультифлора»: Brandindio Brandindio, Beacon, Rinco Bella, Белый Шар, Розовая Фея. 
Высота этих растений не превышает 20–40 см, куст правильной шаровидной формы, диаметром 
до полуметра, с соцветиями широкой цветовой гаммы. Однако вышеназванные сорта группы 
«мультифлора» незимостойки и их использование в озеленительных посадках в условиях Бела- 
руси возможно только как однолетней культуры.

Фенологические наблюдения за сезонным ростом и развитием хризантемы корейской пока- 
зали, что их отрастание в климатических условиях Беларуси начинается c конца марта – начала 
апреля. Активный вегетативный рост растений отмечается с середины мая, при среднесуточной 
дневной температуре около 15 –18 ºС [1, 8].

Сроки цветения и обилие цветения некоторых сортов хризантемы корейской  непостоянны  
и изменяются в зависимости от температурных и световых условий сезона.

Бутонизация. Хризантема корейская относится к растениям короткого дня, сокращение светового 
периода ускоряет ее развитие, вызывая формирование соцветий (бутонизацию) и тем самым влияя 
на начало цветения [2, 4]. Длина дня, обусловливающая закладку бутонов и цветение у разных 
сортов, неодинакова. В климатических условиях Беларуси бутонизация ранних сортов начина- 
ется при длине светового дня 16–17 ч, у средних – при длине светового дня 14–15 ч. Для закладки 
бутонов среднепоздним и позднецветущим сортам необходим световой день не более 9–13 ч.

Цветение. С момента бутонизации до массового цветения у ранних сортов проходит в среднем 
около 30 дней, световой день к этому времени уменьшается до 15–16 ч. Хризантемы средних 
сроков цветения зацветают приблизительно через 32 дня после начала бутонизации, при свето- 
вом дне 12–14 ч. У среднепоздних сортов до начала цветения проходит 35 дней, при этом про- 
должительность светового дня составляет 8–11 ч. Цветение ранних сортов длится около 40 дней, 
средних – от 40 до 60, среднепоздних – около 20 дней (до устойчивых заморозков). 
Позднецветущие сорта обычно не успевают войти в стадию цветения, которое возможно только 
в годы с теплой продолжительной осенью.
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Анализ сортов хризантемы корейской, находящихся в коллекции ЦБС НАН Беларуси, по 
срокам цветения позволил выделить 5 фенологических групп (рис. 1). Среди них 37 % со сред-
ним сроком цветения, зацветающих со второй декады августа (Бiлоснежка, Гранат, Жар Пустелi, 
Золотистый Апельсин, Перлинка Белая, Фанфары и др.); 27 % с ранним сроком цветения, начало 
цветения которых приходится на третью декаду июля (Вродлива, Журавлинка, Крижинка, 
Промениста, Сонечко и др.); 19 % со средне-поздним сроком цветения, чьи соцветия начинают 
открываться во второй декаде сентября (Гранатовый Браслет, Звездопад, Крохiтка, Кружевница, 
Перстень Королевы и др.); 13 % с поздним сроком цветения, зацветающих в начале или во второй 
половине октября (Jolder, Вересневий Бiсер, Олеся, Юрий Богатиков и др.); и 4 % с очень ранним 
сроком цветения, зацветающих со второй декады июня (Swemba Care, Дочь Розетты, Золотово- 
лоска и др).

В коллекции представлены сорта хризантемы корейской с соцветиями различной окраски. 
Больше всего хризантем (22 %) с оранжевыми соцветиями, 15 % сортов имеют розовые, 14 % – 
сиреневые, 13 % – желтые, 10 % – красные соцветия, в меньшем количестве представлены сорта 
с малиновыми (9 %), сиренево-розовыми (8 %), белыми (6 %), смешанными (2 %) и лососевыми 
(1 %) соцветиями (рис. 2).

По типу соцветий сорта коллекции корейских хризантем ЦБС представлены семью классами: 
простыми немахровыми, полумахровыми, анемоновидными, махровыми: плоскими, полушаро- 

Рис. 1. Распределение сортов хризантемы корейской по срокам цветения

Fig. 1. Distribution of varieties of chrysanthemums blooming lifecycle of Korea Rice

Рис. 2. Распределение сортов хризантемы корейской по окраске соцветий

Fig. 2. Distribution of Chrysanthemum varieties of Korean Rice inflorescence color
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видными, лучевидными, помпонными (рис. 3). Как видим, наибольшее количество сортов име-
ют махрово-плоские (26 %) и полумахровые (23 %) соцветия, около 15 % – помпонные и 12 % – 
простые немахровые соцветия. Наименьшим количеством представлены сорта с оригинальными 
типами соцветий: 9 % – полушаровидные, 8 % – лучевидные и 7 % – анемовидные.

По высоте куста сорта хризантемы корейской разделены на низкорослые, среднерослые  
и высокорослые (рис. 4). Среднерослые хризантемы высотой до 40–65 см составляют 65 % кол-
лекционного фонда. Они представлены в основном сортами среднего и среднепозднего сроков 
цветения – Sunny Blaze, Жар Пустелi, Золотоволоска, Метеорит, Перлинка Белая и др., которые 
пригодны для миксбордеров и бордюров. Среди среднерослых хризантем бордюрных сортов 
около 30 %. Высота компактных кустов, устойчивых к полеганию и патогенным факторам, не 
превышает 50 см – Buissonet, Gigi White, Айса, Звездопад, Лемуния, Пак Желтый, Ромента и др. 
Высокорослых сортов с высотой куста более 70 см в коллекционном фонде 15 %. Это в основном 
сорта с поздним сроком цветения – Вересневий Бiсер, Маркiза, Меланхоличный Вальс, Романтiчна, 
Славяночка и др.

Установлено, что продуктивность цветения сортов хризантемы корейской зависит от погод- 
ных условий, среди которых важнейшими факторами, влияющими на развитие растений, явля- 
ются свет и температура [2]. Считается, что высокая температура при интенсивном освещении 
не только тормозит рост хризантем, но и отрицательно сказывается на бутонизации и цветении 
растений. Так, засушливая погода в вегетационный период 2015 г. (с высокими дневными темпера-
турами в июле – первой половине августа) отрицательно сказалась на декоративности многих 

Рис. 3. Распределение сортов хризантемы корейской по типам соцветий

Fig. 3. Distribution of varieties of chrysanthemums Korean by types of inflorescence

Рис. 4. Распределение сортов хризантемы корейской по высоте куста

Fig. 4. Distribution of varieties of chrysanthemums Korean height bush
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сортов хризантемы (на яркости окраски, количестве соцветий и их размере). Период цветения  
у очень ранних и ранних хризантем сократился на 8–11 дней (Айса, Вродлива, Журавлинка, Лето, 
Марта, Янтарь). У некоторых сортов среднего срока цветения (Дикий Мед, Золушка, Казачка,  
Кружевница, Лето, Натали, Пак Белый, Розовая Драгоценность) наблюдались уменьшение бутонов  
и задержка цветения на 10–14 дней. Высокая температура воздуха также вызвала торможение 
роста у большинства хризантем со средним и среднепоздним сроками цветения. По сравнению  
с предыдущим годом высота куста была ниже на 10–13 см, а у сортов позднего срока цветения – 
на 12–17 см.

Снижение температуры воздуха в конце августа–сентябре благоприятно отразилось на буто- 
низации и цветении хризантем со средним и среднепоздним сроками цветения. Теплая продол- 
жительная осень с незначительными заморозками на 12 дней увеличила продолжительность 
цветения среднепоздних сортов (Gigi White, Snow Elfe, Гранат, Гранатовый Браслет, Гебе, Пер- 
стень Королевы, Розовая Фея, Ромента и др.) и стимулировала зацветание поздних сортов. Общая 
продолжительность цветения сортов составила 3,5 мес.

Декоративность и приспособленность сортов хризантемы корейской для Беларуси были 
оценены по 5-балльной шкале. В результате этой оценки выделены перспективные сорта с оце- 
ночным баллом не ниже 4. С целью отбора хризантем для зеленого строительства проведена также 
комплексная оценка декоративных и хозяйственно-биологических признаков перспективных 
сортов по 150-балльной шкале. При этом декоративность оценивали в пределах 100-балльной 
шкалы по 9 показателям: форме и величине соцветия, обилию цветения, яркости окраски, устой- 
чивости к выгоранию, форме куста, его устойчивости к полеганию, числу бутонов, количеству 
одновременно открытых цветков. Хозяйственно-биологические признаки оценивали суммарно 
по 4 наиболее значимым показателям (коэффициенту размножения, зимостойкости, продолжи- 
тельности цветения и устойчивости к болезням), используя 50-балльную шкалу. Согласно мето- 
дике, сорта, получившие не менее 130 баллов в сумме (из 150 возможных), можно рекомендовать 
для широкого использования в климатических условиях Беларуси. По результатам сравнитель- 
ного сортоизучения для озеленения рекомендован 31 сорт хризантемы корейской разных сроков 
цветения, высоты кустов, формы и окраски соцветия, отличающихся обильным и продолжитель- 
ным цветением, относительно устойчивых к болезням и вредителям. Среди них 3 сорта очень 
раннего срока цветения – Swemba Care, Дочь Розетты, Золотоволоска; 7 ранних сортов – Айса, 
Вродлива, Журавлинка, Крижинка, Пектораль, Сонечко, Янтарь; 16 сортов средних сроков цве-
тения – Бiлоснежка, Жар Пустелi, Золота Амфора, Золушка, Кмiс, Лелiя, Линда, Марта, Мете- 
орит, Опал, Пак Белый, Перлинка Белая, Промениста, Светлячок, Танго, Фанфары и 5 сортов  
с средне-поздним сроком цветения – Gigi White, Дюймовочка, Плюшевый Мишка, Кружевница, 
Розовая Фея.

Заключение. Фенологические наблюдения за ростом и развитием сортов хризантемы корей- 
ской, находящихся в коллекции ЦБС НАН Беларуси, показали, что климатические условия нашей 
страны вполне благоприятны для выращивания большинства из них.

Оценка декоративных и хозяйственно-биологических признаков сортов хризантемы корей- 
ской показала, что большинство из них декоративны, достаточно зимостойки, устойчивы к болез- 
ням и неблагоприятным факторам окружающей среды. Использование отобранных сортов заметно 
улучшит эстетику цветников и обогатит состав растений, используемых в летне-осенний период 
в озеленении городов Республики Беларусь.
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АГЛЯДЫ
REVIEWS

И. С. Соболевская, О. Д. Мяделец, Е. С. Пашинская1

Витебский государственный медицинский университет, Витебск, Республика Беларусь

ЦИРКАДНЫЕ РИТМЫ И МЕТАБОЛИЗМ ЛИПИДОВ В ЖИВОТНЫХ КЛЕТКАХ. 
ЧАСТЬ I. МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЧАСОВ

В статье обзорного характера рассматриваются вопросы природы, свойств, организации и функционирования 
циркадных ритмов и их значение в регуляции физиологических процессов. Анализируются также молекулярно-
генетические аспекты биологических часов и вопросы их взаимосвязи с метаболизмом липидов. Одними из наиболее 
важных процессов в организме являются метаболические циркадные ритмы. Установлено, что существует прямая 
зависимость между синхронозом и процессами регуляции синтеза, всасывания и секреции липидов. При этом связь 
отмечается на нескольких уровнях: биохимическом, молекулярном и генетическом. 

Особое внимание уделено влиянию циркадных ритмов на функционирование и строение кожи и жировой ткани, 
которые, в свою очередь, обладают автономными циркадными осцилляторами. При этом часовые гены регулируют 
активность многочисленных тканеспецифичных генов, тем самым переводя суточную информацию в физиологи- 
чески значимые сигналы. 

 Значительная часть работы посвящена вопросам десинхроноза, его причинам и последствиям. Суточные нару- 
шения, вызванные внешними или внутренними факторами, могут привести к срыву регуляторных систем организма, 
который заключается в развитии метаболических нарушений и тканевых повреждений, что в свою очередь может 
привести к дезадаптации организма. 

Ключевые слова: циркадные ритмы, десинхроноз, гены, метаболизм липидов, кожа, белая жировая ткань.

I. S. Sobolevskaya, O. D. Myadelets, E. S. Pashinskaya

Vitebsk State Medical University, Vitebsk, Republic of Belarus

CIRCADIAN RHYTHM AND LIPID METABOLISM IN ANIMAL CELLS.  
PART I. MOLECULAR AND GENETIC ASPECTS OF THE BIOLOGICAL CLOCK

This review (consisting of 2 parts) deals with the subjects of nature, properties, organization and functioning of the circa-
dian rhythm and its importance in the regulation of physiological processes. Molecular and genetic aspects of the biological 
clock and its interrelation with lipid metabolism are also considered. Metabolic circadian rhythms are among the most import-
ant processes in an organism. It is established that there is a direct relationship between synchronicity and the processes  
of regulation of synthesis, absorption and secretion of lipids. The connection is observed at several levels: biochemical, mole- 
cular and genetic.

Particular attention is paid to the influence of the circadian rhythm on the functioning and structure of skin and fat tis-
sues which, in its turn, have autonomous circadian oscillators. In this case, the watch genes regulate the activity of numerous 
tissue-specific genes, thereby translating the daily information into physiologically significant signals.

Considerable part of the work is devoted to the issues of desynchronizes, its causes and consequences. Diurnal disorders 
caused by external or internal factors can lead to disruption of the organism’s regulatory systems, which represents the devel-
opment of metabolic disorders and tissue damage, which, in turn, can lead to maladaptation of the organism.

Keywords: circadian rhythm, desynchronizes, gens, lipid metabolism, skin, white adipose tissue. 

Суточная синхронизация – фундаментальная биологическая система, которая позволяет 
практически всем живым организмам «предвидеть» ежедневные изменения в окружающей среде 
и подготовиться к ним. Циркадные ритмы (циркадные часы) принадлежат к свободнотекущим 
эндогенным процессам, которые напрямую связаны с циклической сменой освещенности [1, 2]. 

Установлено, что околосуточные изменения запрограммированы генетически и обеспечи- 
вают особенности протекания всех биохимических, молекулярных и физиологических процессов 
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в организме гомойотермных животных, к числу которых относится и человек. К настоящему 
времени выявлено более 300 функций, которые имеют суточную синхронность. Среди огромного 
числа показателей, которые подвержены цикличности в течение 24 ч, можно выделить следу- 
ющие: массу тела, количество эритроцитов и лейкоцитов в крови, уровень гормонов в плазме, 
артериальное давление, физическую выносливость, температуру тела, болевой порог чувстви- 
тельности и др.

Анализ результатов недавних исследований позволил сделать вывод, что существует тесная 
взаимосвязь между системой синхронизации и процессами регулирования обмена веществ и энер- 
гии [3]. Это связано в первую очередь с тем, что работа циркадных ритмов помогает млеко- 
питающим регулировать такие физиологические этапы, как прием пищи во время бодрствования, 
а также голодание и восстановление сил в момент сна.

Одними из наиболее важных процессов в организме являются метаболические циркадные 
ритмы. Установлено, что существует прямая зависимость между синхронозом и процессами регу- 
ляции синтеза, всасывания и секреции липидов [4, 5]. При этом связь отмечается на нескольких 
уровнях: биохимическом, молекулярном и генетическом. 

Циркадные ритмы у млекопитающих. У млекопитающих центр циркадных ритмов находится 
в супрахиазматическом ядре (SCN) переднего отдела гипоталамуса, которое входит в состав 
фотопериодической системы головного мозга [6]. SCN состоит из нескольких популяций нейро-
нов, часто называемых циркадными (осцилляторы, контролирующие ритмы), которые при на- 
личии синхронизации генерируют скоординированные ответы в виде транскрипционно-транс-
ляционного механизма обратной связи [7, 8]. Для синхронизации этих колебаний с окружающей 
средой необходимы постоянные, регулярно повторяющиеся сигналы об изменениях, происходя-
щих в ней. Подобные процессы обнаружены и в некоторых периферических тканях и органах 
(жировой ткани, печени, кишечнике, сердце и сетчатке) [3, 8, 9].

Свет является первичным и самым мощным стимулом для SCN, хотя и другие факторы, 
такие как потребление пищи и двигательная активность, оказывают влияние на время сигнали- 
зации. При этом происходит активация и синхронизация нейронов SCN, которые, в свою очередь, 
координируют поведенческие ритмы. 

Таким образом, центральный отдел циркадных часов (Master-часы) находится в пределах SCN, 
в то время как периферические участки, которые часто называют «ведомые часы», находятся 
других областях нервной системы (эпифизе и др.) [3, 8, 9]. При этом «ведомые часы» согласованы  
с центральным отделом через неспецифические нервные и гуморальные ответы [10].

В настоящее время установлено, что фотопериодическая информация, переключаясь в SCN, 
поступает через ряд промежуточных этапов к эпифизу, который обеспечивает процессы времен-
ной адаптации организма. При этом гормон шишковидной железы, мелатонин, по принципу об-
ратной связи ограничивает ритмичность и метаболические процессы в этих ядрах. Некоторые 
авторы высказывали предположение, что эта железа выполняет функцию центральных биологи-
ческих часов организма [11]. Однако некоторые исследователи, например Э. Б. Арушанян [12], 
полагают, что эндогенная ритмичность формируется именно в SCN, в то время как сетчатка гла-
за и эпифиз участвуют только в предотвращении десинхронизации внутренних ритмов.

Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин) принимает участие в создании и корректировке 
циркадного ритма, осуществляя его синхронизацию с циклом «свет–темнота». Это достигается 
за счет его воздействия на SCN, а также путем изменения секреции других гормонов и биологи-
чески активных веществ. Мелатонин считается контролером работы многих желез внутренней 
секреции. Под его регуляцией находятся такие процессы организма, как «сон–бодрствование», 
локомоторная активность, температура тела и некоторые другие [2, 13]. Установлено, что синтез 
гормона эпифиза имеет суточные особенности и начинается за несколько часов до сна. При этом 
самый высокий уровень его в крови отмечается к середине ночи, а к моменту пробуждения его 
количество постепенно уменьшается. 

Суточные изменения уровня мелатонина облегчает поведенческую и физиологическую адап-
тацию, что необходимо для поддержания энергетического баланса и увеличения выживаемости 
организма.



102 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 2. C. 100–111 

Гормон мелатонин оказывает влияние на ритмическую экспрессию clock-генов (часовых генов) 
в периферических органах через свои МТ1, МТ2 и NRs (ядерные) рецепторы, которые находятся 
практически в любых органах и тканях [14]. 

L. Brydon и соавт. [16] доказали наличие рецепторов MT1 и MT2 в клетках белой и бурой жи-
ровой ткани. При этом мелатонин оказывает воздействие на белую жировую ткань не только  
с помощью рецепторов на адипоцитах, но и через действие симпатической нервной систе- 
мы. Установлено, что нервные пути идут к белой жировой ткани от нейронов SCN [14]. R. Reiter  
и соавт. [14]  продемонстрировали, что увеличение выработки мелатонина днем приводит к более 
интенсивной стимуляции МТ1-рецепторов в нескольких областях переднего мозга, в том числе  
в SCN. В результате симпатическое влияние на жировую ткань увеличивается, что в конечном 
счете приводит к липолизу и уменьшению размеров адипоцитов. Эти исследования показывают 
обратную связь между мелатонином и SCN. 

Поскольку адипоциты имеют clock-гены, экспрессию которых определяет мелатонин, то  
и активность этих клеток способна меняться в течение суток. Так, при воздействии мелатонина 
на адипоциты жировой ткани происходит экспрессия некоторых clock-генов (CLOCK и BMAL), 
которые, в свою очередь, стимулируют активацию генов, регулирующих уровень глюкозы, дея-
тельность сердца и печени [15]. В 2008 г. M. Alonso-Vale доказал периодическое воздействие ме-
латонина на адипоциты. 

Во время индуцированной ночи (моделированной пребыванием экспериментальных животных 
в течение 24 ч без света) происходит увеличение экспрессии мРНК генов CLOCK и Per1, а также 
повышение липогенных реакций наряду с уменьшением липолитической активности. Однако 
при ожирении эта регуляция снижается, что позволяет установить зависимость между чувстви-
тельностью внутриклеточного циркадного механизма жировых клеток и количеством внутри-
клеточного жира [17]. В экспериментах D. Rasmussen и соавт. [18] четко продемонстрирована 
тесная связь между уровнем мелатонина и абдоминальным ожирением. 

У животных (крыс) с высоким содержанием жира установлено существенное уменьшение 
уровня мелатонина ночью и изменения в экспрессии часовых генов [19].

Кроме мелатонина существуют и другие гормоны, которые демонстрируют циркадные коле- 
бания и оказывают влияние на метаболизм липидов (например, адипонектин, кортикостерон, 
лептин и грелин). 

Адипонектин получен в результате поиска продуктов транскрипции генов жировой ткани  
в проекте «Геном человека». Экспрессия мРНК адипонектина встречается исключительно в жиро-
вой ткани. 

Адипонектин обладает антиатерогенными и противовоспалительными свойствами. В отличие 
от некоторых других адипоцитокинов (лептина, резистина, ФНО-α, ИЛ-6), он регулирует мета- 
болизм липопротеинов, богатых триацилглицеролами. У людей, страдающих ожирением, кон- 
центрация этого гормона в плазме снижена, особенно у лиц с висцеральным ожирением. Концен- 
трация адипонектина в плазме у пациентов с сахарным диабетом II типа ниже, чем у пациентов 
с соответствующим индексом массы тела контрольной группы. 

Адипонектин активно участвует в метаболизме глюкозы и липидов, проявляя при этом 
циркадный характер активности (его максимальное содержание отмечается с 12.00 до 14.00, 
минимальное – с 03.00 до 04.00) [17]. Экспрессия гормона опосредуется фактором транскрипции 
SREBP-1C («спираль–петля–спираль»). В исследованиях H. Ando  и соавт. [17]. установлено, что  
синтез адипонектина регулируется белком CLOCK в клетках белой жировой ткани через 
циркадное выражение фактора транскрипции PPARγ и его ко-активатора PGC1α. Кроме того, 
белки-активаторы CLOCK активируют промотор (последовательность нуклеотидов ДНК) адипо- 
нектина, который опосредует его экспрессию [17, 20]. 

F. Scheer и соавт. [20] путем экспрессии клонирования обнаружили два рецептора адипонек-
тина – AdipoR1 и AdipoR2. Экспрессия AdipoRs регулируется различными факторами, в том 
числе многочисленными ядерными рецепторами, гормоном роста и старением [21]. Следует от-
метить, что для обоих рецепторов (AdipoR1 и AdipoR2) характерен параллельный циркадный 
ритм экспрессии генов с ее понижением с 20.00 до 06.00 [21]. 
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Установлено, что адипонектин действует непосредственно на ЦНС, регулируя, таким образом, 
аппетит и расход энергии [22]. При этом он является сильным индикатором метаболических на-
рушений. Уровень этого гормона отрицательно коррелирует с метаболическим синдромом, дис-
липидемией, атеросклерозом и сахарным диабетом II типа [23, 24]. S. Chung и соавт. [25] показа-
ли, что недостаток сна подавляет синтез адипонектина. Тем не менее, в ряде других исследований 
установлено, что суточный ритм секреции этого гормона не находится под влиянием каких-либо 
циклов [20].

 Лептин – гормон адипоцитарного происхождения, который действует на специфические 
рецепторы в гипоталамусе, подавляя при этом аппетит, и увеличивает метаболизм. Этот гормон 
проявляет циркадные особенности экспрессии генов и белков, причем пики активности у чело- 
века отмечаются в течение фазы сна. Установлено, что количество лептина в крови зависит от 
размера адипоцитов [26]. При этом гормон служит показателем количества запасенной энергии. 
Экспрессия лептина зависит от концентрации кортизола. У людей минимальный уровень лепти-
на наблюдается утром, когда количество глюкокортикоидов увеличивается. При этом пик содер-
жания лептина отмечается в темное время суток, когда уровень кортизола снижен. Лептин уве-
личивает липолиз в жировой ткани, что, в свою очередь, приводит к снижению уровня триацил-
глицеролов. Гормон стимулирует также апоптоз адипоцитов. Вероятно, некоторые причины 
метаболических нарушений могут быть результатом лептинрезистентности, при которой разви-
вается перегрузка клеток липидами – липотоксичность и апоптоз адипоцитов.

Грелин вырабатывается преимущественно париетальными клетками слизистой оболочки 
желудка. Этот гормон выступает в роли нейромедиатора в аркуатном ядре гипоталамуса. Уровень 
грелина в плазме крови контролируется потреблением пищи и другими метаболическими 
факторами. Его уровень увеличивается при голодании, а уменьшается после приема пищи. По 
данным A. Rodríguez и соавт. [27], грелин оказывает влияние на липогенез, а также способствует 
аккумуляции энергии в жировой ткани. Так, длительное введение этого гормона подопытным 
животным приводит к увеличению массы жировой ткани. Это, вероятно, происходит по двум 
причинам: во-первых, за счет усиления процесса поглощения триацилглицеролов, а во-вторых, 
за счет антиапоптотического эффекта на адипоциты. Грелин повышает также экспрессию генов 
PPARg и SREBP1 в дифференцирующихся адипоцитах. Таким образом, грелин способствует 
отложению жира, в то время как лептин стимулирует расход энергии.

Влияния гормональной системы, синхронизирующие ритм активности генераторов времен- 
ных процессов разных структур клеток, органа или организма, могут проявляться по-разному.  
В master-часы гормоны-комедиаторы головного мозга в ответ на свет запускают и поддерживают 
распространение нервного импульса от нейронов SCN к зоне выхода аксонов, способствуя после- 
довательному экзоцитозу разных комплексов нейропептидов и медиаторов, а также Са-зависи- 
мой транскрипции часовых генов [27]. 

Молекулярно-генетические аспекты циркадных ритмов. Каждая клетка на молекулярном 
уровне имеет специальные белки и транскрипционные цепи, которые в определенное время 
необходимо «включать» или «выключать» для обеспечения их надлежащего функционирования. 
Молекулярные циркадные часы могут контролировать метаболические процессы, ритмично 
активируя или подавляя гены, вовлеченные в обмен веществ [29]. Тысячи часовых генов облада-
ют циркадным характером экспрессии продолжительностью приблизительно 24 ч, но на самом 
деле только около трети из них проявляют цикличность в конкретных тканях [30]. Множество 
белков-осцилляторов, находящихся под контролем циркадных ритмов, заметно различаются  
в тканях. Однако это указывает на то, что программа транскрипции является тканеспецифической 
и определяется экспрессией определенных генов [29]. 

Наибольшие циклические колебания экспрессии отмечаются в таких белках часовых генов 
(clock-genes proteins), как period (часовые белки Per1, Per2, Per3), cryptochrome (фоторецерторные 
белки Cry1, Cry2), CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput и его функциональный 
дублер белок NPAS2), BMAL1 (Вrain and Muscle Arnt-like protein 1, или Arnt1), TIMELESS, PGC-1α 
(ко-активатор PPARγ), которые взаимосвязаны петлями положительных и отрицательных обратных 
связей [31]. 
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Clock-белки способны выполнять следующие функции: регуляцию обмена веществ и энергии 
и формирование метаболических циркадных ритмов; формирование суточных ритмов двига- 
тельной активности, сна и бодрствования; взаимодействие с другими осцилляторами циркади- 
анного ритма и некоторые другие. Все clock-белки относятся к семейству транскрипционных 
факторов, содержащих домены basic-helix-loop-helix (bHLH) и PAS. Они способны связывать бе-
лок с ДНК-промоторами часовых генов, запуская их транскрипцию, что приводит к повышению 
уровня мРНК и соответствующих часовых белков, которые являются отрицательными элемен-
тами петли. 

Центральным звеном часового механизма являются лишь несколько пар белков clock-генов, 
которые способны взаимодействовать между собой с образованием транскрипционных гетеро- 
димерных комплексов: Per (из гена period) + Cry (из гена cryptochrome), CLOCK (из гена clock) + 
BMAL1 (из гена Bmal1).  

Так, комплекс белков CLOCK/BMAL1 транслоцируется в ядро, где активирует транскрипцию 
генов с одним или несколькими сайтами Е-бокс (Enhanсer-box). При этом родственность Е-бокс 
к гетеродимеру определяет степень влияния CLOCK/BMAL1 на контролируемые ими гены (per, 
cry, семейство Ror, Rev-erbα, PPARα, PPARγ), которые в свою очередь регулируют транскрипцию 
или активность белков CLOCK/BMAL1 [31]. 

E-бокс, являясь одним из пяти крупнейших семейств транскрипционных факторов, связан-
ных с циркадной фазой, присутствует в большинстве тканей (SCN, печени, аорте, надпочечниках, 
белой жировой ткани и др.) [30].

Система белков CLOCK/BMAL участвует в дневной регуляции уровня глюкозы и триацил-
глицеролов [29], тогда как белок BMAL1 регулирует синтез липидов и адипогенез [4]. При этом 
колебание экспрессии BMAL1 обусловлено ритмическими изменениями со стороны генов семейств 
Ror и Rev-erbα. 

При подавлении транскрипционной активности Bmal1, молекула которого содержит репрес- 
соры PAS A и PAS В, связывается с разными доменами: Per2 – с PAS A и частично  
с соседним доменом, осуществляющим связь с ДНК, – bHLH, тогда как белки Cry1 и Cry2 –  
с PAS B [31]. Это определяет попеременное доминирование функций Per/Cry и Clock/Bmal1 в те-
чение суток. 

Однако результаты исследований дают более сложную картину. Показано, что в клетках 
печени частота связывания с ДНК была наибольшей для белков BMAL1, Clock и Npas2 в утренние 
часы (6.00–10.00), для Per1, Per2, Cry2 максимум активности приходился на 16.00, тогда как для 
Cry1 – на 24.00–01.00. Изучение динамики и локализации эффектов Cry1 показало, что этот 
белок участвует в контроле собственной транскрипции в зависимости от ультрадианных фаз 
околосуточного ритма. Он может воздействовать на связывание соответствующих транскрип- 
ционных факторов c разными последовательностями ДНК: «утренними» (Clock/Bmal1 – с Е/Е 
box в промоторе гена cry1), «дневными» (DBP – c D-box в составе проксимального промотора 
гена cry1) и «ночными» (Rev-erbα или ROR с RRE – Rev-erbα, в составе интрона энхансерной 
области гена cry1) [32].

Установлена также роль белкового комплекса CLOCK/BMAL1 в регуляции долголетия кле- 
ток. Так, через промотор Е-бокс циркадных генов они контролируют транскрипцию гена NAMPT, 
который при снижении уровня энергетического обмена кодирует белок-фермент, который и ката- 
лизирует окислительно-восстановительные реакции. Увеличение содержания и активности NAMPT 
на определенной фазе циркадианного ритма приводит к росту уровня NAD+ и активации NAD+-
зависимой гистоновой деацетилазы SIRT-1 (silent information regulator 1, sirtuin 1) в цитоплазме  
и SIRT-3 и SIRT-4 – в митохондриях, а также NAD+-ADP-рибозил трансферазы 1 (или PARP-1, Poly 
[ADP ribose] polymerase 1). Часовые осцилляторы через изменение в циркадианном ритме NAD+, 
а также SIRT-3 и SIRT-4, деацетилирующих и активирующих ферменты митохондрий, обусло- 
вливают когерентные вариации уровня окислительных процессов. SIRT1 в цитоплазме деацети- 
лирует часовые белки ClOCK, BMAL1, Per2 и PGC-1α. Это приводит к ослаблению свойств 
гистоновой ацетилтрансферазы у белка ClOCK и, следовательно, к снижению взаимодействия 
белков в димере ClOCK/BMAL1 с последующим уменьшением сродства BMAL1 к E-бокс [31]. 
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Деацетилированный PGC-1α является ко-активатором транскрипционного фактора белка 
RORα, который, в свою очередь, отвечает за экспрессию генов Bmal1 и Clock [33]. При этом Per2, 
деацетилированный SIRT-1, подвергается убиквитированию и протеасомному протеолизу, что 
уменьшает его репрессорное воздействие на транскрипционную активность гетеродимера 
ClOCK/BMAL1. Однако сам Per2, вне его функций в осцилляторе, регулирует уровень гликогена 
в печени при голодании и возвратном питании. Кроме того, при снижении температуры тела 
Per2 в митохондриях активирует транскрипционные процессы, важные для энергетического го-
меостаза [31]. 

Установлено, что PGC-1α является ключевым регулятором биогенеза митохондрий, печеноч- 
ного глюконеогенеза, окисления жирных кислот и биосинтеза гема. Выраженность PGC-1α  
в метаболических тканях показывает устойчивость по отношению к циркадным ритмам [34, 35]. 
Это частично происходит из-за прямой транскрипционной репрессии гена Rev-erbα. С другой 
стороны, PGC-1α стимулирует экспрессию генов Bmal1 и Rev-erbα через ко-активацию рецеп- 
торов RORα и RORγ (описание далее по тексту) [35]. Недавние исследования показали, что 
регулирование обратной связи между REV-ERBα и PGC-1α отмечается за счет гормона FGF21, 
который регулирует углеводный и липидный обмен.

Ядерные рецепторы (NRs) совместно с другими белками способны регулировать экспрессию 
генов, которые имеют важное значение для развития организма, гомеостаза и метаболизма [10]. 
NRs способны связываться с конкретными областями ДНК и регулировать скорость ее транс- 
крипции. Большинство ядерных рецепторов связываются с ДНК в виде димеров (гомо- или гетеро-
димеров). Небольшое количество NRs обладает способностью связываться с ДНК в качестве 
мономеров. Связывание лиганда вызывает конформационные изменения в пределах карбокси-
терминального лиганд-связывающего домена (LBD, или Е-область), обнажая поверхность для 
конкретных взаимодействий. Это приводит к набору дополнительных белков, которые впослед- 
ствии модифицируют хроматин и изменяют транскрипцию генов. NR-лиганды представляют 
собой небольшие гидрофобные молекулы, такие как стероидные гормоны, жирные кислоты, 
липофильные производные витаминов, биологически активные метаболиты, а также антиби- 
отики и синтетические наркотики. Примерно у половины NRs, найденных у человека, обнару- 
жены эндогенные лиганды. По результатам многочисленных исследований установлена тесная 
связь между количеством NRs, функцией рецепторов и их участием в контроле различных мета- 
болических процессов [10]. 

Существует несколько ядерных рецепторов (REV-ERBs: REV-ERB-α и REV-ERB-β), рецепто- 
ров-активаторов пролиферации (PPARa, PPARγ и PPARd), а также рецепторов, ассоциированных 
с рецепторами ретиноевой кислоты (ретиноевые orphan-рецепторы, RORs: RORα и RORγ), 
которые являются ключевыми компонентами в регуляции уровня часовых белков BMAL1 и CLOCK, 
обеспечивающими механизм циклической регуляции липидного обмена в белой и бурой жировых 
тканях, печени и мышцах посредством транскрипционной репрессии метаболических генов [30]. 

Ученые обнаружили, что ядерные рецепторы REV-ERBα и REV-ERBβ в клетках мышей имеют 
значение для поддержания нормального сна и циклов приема пищи, а также метаболизма пита- 
тельных веществ. Считается, что уровень REV-ERBα резко увеличивается во время дифферен- 
цировки адипоцитов, является негативным регулятором выраженности BMAL1. REV-ERBα де-
монстрирует также уникальные суточные вариации экспрессии в жировой ткани и печени крыс 
[10]. В ходе дифференцировки адипоцитов REV-ERBα действует противоположно фактору диф-
ференцировки PPARγ. Эктопическая экспрессия REV-ERBα в преадипоцитах способствует их 
дифференцировке в зрелые клетки [4]. 

Исследования L. Solt и соавт. [10] подтвердили, что связывание рецепторов REV-ERBs с ли-
гандами приводит к изменению экспрессии генов, регулирующих обмен липидов и глюкозы,  
а его блокирование стимулирует гипергликемию. Кроме того, обнаружены эффекты снижения 
уровня экспрессии липогенных генов в печени, повышения уровня ферментов, ответственных за 
окисление глюкозы и жирных кислот, транспорта жирных кислот в мышечную ткань. Отмечена 
связь между синхронозом и липогенезом, который включается через рецептор REV-ERBα. Так, 
REV-ERBα контролирует сигналы SREBP и гомеостаз желчных кислот. Оба этих процесса имеют 
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важное значение для липидного обмена. Часовые гены также косвенно регулируют липогенез 
через PPARs [10].

Следует отметить, что под суточным контролем находятся также все члены семейства рецеп- 
торов PPAR [30], в том числе и PPARα, который способствует транспортировке, а также мито- 
хондриальному β-окислению жирных кислот. PPARα является членом семьи ядерных рецепто-
ров, который регулирует транскрипцию генов, вовлеченных в обмен жиров и глюкозы. Ритмич- 
ность производства PPARα представляет собой пример взаимной связи между циркадными  
и метаболическими процессами. У млекопитающих выраженность PPARα достигает своего пика 
в начале ночи.

PPARγ (рецептор, активизирующий пролиферацию пероксисом γ) регулирует процессы хра-
нения жирных кислот и метаболизма глюкозы. Активированные с помощью PPARγ гены стиму- 
лируют поглощение липидов жировыми клетками, а также  кодируют митохондриальные, перо- 
ксисомальные и некоторые микросомальные ферменты метаболизма жирных кислот в печени. 

Установлено, что PPARγ является главным регулятором дифференцировки мезенхимальных 
стволовых клеток в адипоциты [32]. Транскрипция белков PPARγ индуцируется CLOCK и BMAL1 
через интронный E-box [32]. В противоположность этому экспрессия белков PPARγ регулирует-
ся двумя генами управления: DBP и E4bp4 (промотор E4 А-связывающий белок 4). При этом 
DBP является активатором, в то время как E4BP4 – репрессором. Отмечается, что ко-активато-
ром для фактора транскрипции PPARγ является PGC-1α (см. выше). При этом PGC-1α активирует 
экспрессию генов Bmal1 и Rev-erbα путем совместного воздействия на orphan-рецепторы RORα  
и RORγ [22]. PGC-1α индуцирует также экспрессию lipin1, который способствует активации PPAR. 
Следовательно, система PGC-1α/lipin1 является регулирующим модулем, который осциллирует 
как единое целое и способствует окислению жирных кислот во время увеличения двигательной 
активности [22]. 

RORα является регулятором липогенеза и накопления жиров в скелетной мышечной ткани  
и положительным регулятором гена Bmal1 [30]. RORα конкурирует с REV-ERBα за связывание  
с их общими ДНК элементами. Колебание выраженности RORα и REV-ERBα в SCN приводит  
к изменению экспрессии белка BMAL1 [10]. Таким образом, PPARγ, REV-ERBα, RORα являются 
ключевыми компонентами циркадного осциллятора, который объединяет суточные ритмы и ли- 
пидный обмен. 

Функциональным «дублером» часового белка CLOCK является NPAS2, который образует 
гетеродимеры с BMAL1 и эффективно участвует в регуляции циркадных ритмов у млекопита- 
ющих. Недавно установлено, что ген NPAS2, как и BMAL1, являются мишенью для RORα  
и REV-ERBα. При этом последние регулируют экспрессию NPAS2 [10]. 

Циркадные часы также участвуют в регуляции экспрессии транскрипционного регулятора 
Spot14, который контролирует гены, отвечающие за синтез жирных кислот. Этот регулятор акти- 
вируется в ответ на липогенные раздражители. Опытным путем показано, что уровни печеноч- 
ных Spot14 мРНК достигали своего пика в начале темного периода (обычное время для приема 
пищи у грызунов). В период голодания концентрация Spot14 мРНК обычно уменьшается, но по-
прежнему сохраняет зависимость от времени суток [10]. 

Метаболизм липидов и суточные ритмы. Одними из наиболее важных процессов в организме 
являются метаболические циркадные ритмы. Установлена прямая зависимость между синхроно- 
зом и процессами регуляции синтеза, всасывания и секреции липидов [2, 5]. 

M. Sotak и соавт. [41].  в исследованиях на грызунах установили, что часовые гены жировой 
ткани (Bmal1 и Per2) регулируют гидролиз триацилглицеролов в жировой ткани и обеспечивают 
ритмичное высвобождение свободных жирных кислот и глицерола из адипоцитов. При этом 
нарушение их работы снижает общую липолитическую активность и притупляет ответ на голо- 
дание. Таким образом, мобилизация триацилглицеролов в жировой ткани и высвобождение сво- 
бодных жирных кислот в кровь имеет решающее значение для выживания в период длительной 
физической активности.

У человека установлены два отдельных скачка уровня триацилглицеролов в плазме крови: 
первый – через 8 ч после пробуждения, второй – через 20 ч. При этом показано, что эксперимен- 
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тальный десинхроноз не оказывает влияния на первый скачок, но приводит к потере второго.  
На основании этого L. Morgan и соавт. [36] выдвинули предположение, что первый пик в основном 
зависит от эндогенного циркадного регулирования, а второй, вероятно, от более тонко настро- 
енных циклов сна. Из этого следует, что внутренние циркадные часы являются главным регу- 
лятором колебаний липидного профиля плазмы. Следовательно, изменения в графике сна или 
приема пищи не могут влиять на эту систему. 

Ряд исследователей установили, что молекулярные часы участвуют в контроле липогенеза. 
Так, F. W. Turek и соавт. [4] доказали, что у мышей с мутацией в часовом гене возможно развитие 
гипертриацилглицеролемии. Как позже установлено J. E. Baggs и соавт. [37], это связано в пер-
вую очередь с влиянием ритмов на печень и кишечник. Известно, что для ряда функций кишеч-
ника, таких как синтез ДНК, обновление эпителиальных клеток, всасывательная моторика и др., 
характерна циркадность. Опыты на животных показали, что у грызунов всасывание липидов 
энтероцитами было выше ночью и ниже днем [38, 41]. При этом ключевую роль в контроле этих 
процессов играет ген Clock. Clock-гены способны не только контролировать процесс всасывания 
липидов, но и участвовать в регуляции их биосинтеза [42, 43]. Так, процесс синтеза холестерола 
в печени и кишечнике имеет циркадные особенности (выше ночью и ниже днем), которые дости-
гаются за счет экспрессии β-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-редуктазы (ГМГ-КоА-редуктазы)  
и CYP7A1. У млекопитающих суточные изменения наблюдались также в колебании концентра-
ции нескольких ключевых белков, участвующих в регуляции метаболизма триацилглицеролов 
(липофильные ферменты, ApoAIV и PPAR) [44]. При этом в жировой ткани и печени отмечались 
колебания в синтезе жирных кислот (FaS), ацетил-СоА- карбоксилазы (АcС), SREBP1c и FABP4 [45]. 

По данным J. Baggs  и соавт. [37], суточные колебания таких веществ, как лептин, глюкоза, 
триглицериды, свободные жирные кислоты и холестерол ЛПНП в плазме крови находятся под 
контролем часовых ритмов адипоцитов. Циркадные ритмы в жировой ткани поддерживают ее 
состояние и энергетический гомеостаз [37]. 

S. Shimba и соав. [40] установили, что ген Bmal1 является важным регулятором адипогенеза 
и липидного обмена в созревающих адипоцитах. Параллельно с прямым регулированием 
деятельности адипоцитов с помощью часовых генов координацию сигнальных путей в жировой 
ткани может осуществлять экспрессия ядерных рецепторов [34]. Как отмечалось выше, PPARγ 
является регулятором адипогенеза и энергетического обмена в адипоцитах [46]. Колебания в нако- 
плении PPARγ в жировой ткани способствуют временной флуктуации метаболизма [34, 39, 40]. 

Еще одним рецептором, способным модулировать липогенез, является REV-ERBα [47]. 
Недавние исследования A. Kohsaka и соавт. [47] показали, что систематическое введение агониста 
REV-ERBα мышам с диет-индуцированным ожирением способствует их похуданию за счет 
уменьшения жировой массы. Кроме того, у животных уменьшается степень дислипедемии и гипер-
гликемии [2]. Выраженность генов метаболизма в жировой ткани зависит от обработки их аго- 
нистами REV-ERBα [48].

Таким образом, изучение циркадных ритмов открывает возможности для поиска новых путей 
ограничения и предупреждения негативных последствий влияния абиотических факторов на 
экспрессию генов, биохимические параметры, функциональное и структурное состояние органов 
и тканей, выполняющих специфические функции. Это позволит осуществить целенаправленную 
профилактику и лечение при возникновении патологических процессов. 
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МЕХАНИЗМ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО ОБРАЗОВАНИЯ  
МОЛЕКУЛЯРНОГО КИСЛОРОДА

Разработан механизм образования молекулярного кислорода в процессе фотосинтеза растений в результате 
окисления молекул воды в  кислородвыделяющем комплексе (КВК) мембран хлоропластов. Проведенное нами все- 
стороннее изучение КВК (от разработки инновационных методов его выделения и анализа свойств до установления 
его молекулярной структуры и механизма функционирования) показало, что он состоит из двух мономерных 
пигмент-белково-липидных комплексов фотосистемы 2 (ПБЛК ФС-2), ассоциированных по правилу зеркальной 
симметрии в димерную структуру в результате их гидрофобного взаимодействия. Установлено образование гидро- 
фобного котла, стабилизирующего водоокисляющий центр (ВЦ) КВК в зоне ассоциации. Исследование законо- 
мерностей функционирования КВК позволило выдвинуть и обосновать концепцию двуханодной организации его 
ВЦ, формирующегося в результате встречного расположения двух функциональных катионов Mn, каждый из кото-
рых встроен в систему фотохимического переноса электронов и подвергается фотоокислению в структуре ПБЛК 
ФС-2 димерного КВК. Благодаря двуханодному действию ВЦ реализуется возможность синхронного окисления сра-
зу двух молекул воды с образованием О2. Предложен механизм, согласно которому стадии четырехквантового окис-
ления функциональных катионов Mn сопровождаются их фотогидролизом, Са2+-активируемым образованием дигид- 
роксидного ассоциата [Mn4+(HO)···(OH)Mn4+] и реакцией диспропорционирования электронной плотности в данном 
ассоциате с выделением О2 и восстановлением катионов марганца до Mn2+. Термодинамическая эффективность 
реакции обусловлена оптимальными условиями формирования цилиндрической симметрии σ-π-связи между ато- 
мами кислорода в образующихся молекулах О2. Разработанный механизм подтвержден с помощью квантовохимиче-
ского анализа и может найти применение в создании генераторов молекулярного кислорода на искусственных  
носителях. 

Ключевые слова:  кислородвыделяющий комплекс фотосистемы 2 мембран хлоропластов, механизм образования 
молекулярного кислорода. 

N. I. Shutilova

Institute of Fundamental Problems of Biology, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation

MECHANISM OF PHOTOSYNTHETIC MOLECULAR OXYGEN FORMATION

This paper considers the mechanism of how molecular oxygen is formed in the process of plant photosynthesis as a result 
of water molecule oxidation in the structure of the oxygen-evolving complex (OEC) in chloroplast membranes. We have im-
plemented the entire complex of investigations of the OEC starting with the development of the innovation methods for its 
isolation and analysis of its properties and ending with the establishment of its molecular structure and mechanism of its func-
tioning. We have shown for the first time that the OEC consists of two monomeric pigment-lipoprotein complexes of photo-
system 2 (PLPC PS-2) that are associated by the mirror symmetry rule into a dimeric structure as a result of their hydrophobic 
interaction. It has been ascertained that this association zone is the place of the formation of the hydrophobic boiler that stabi-
lizes the water-oxidizing center (WOC), which is located inside this boiler. The research into the regularities of the function-
ing of the OEC has enabled us to advance and substantiate the concept of the two-anode organization of its WOC that is 
formed as a result of the opposite facing of two functional Mn cations, each of which is built into the system of photochemical 
electron transfer and undergoes photo-oxidation in the structure of the PLPC PS-2 of the dimeric OEC. The two-anode action 
of the WOC implements the possibility of the synchronous oxidation of two water molecules at once with the formation of O2. 
The mechanism has been proposed, according to which the stages of the four-quanta oxidation of the functional Mn cations 
are accompanied by their photo-hydrolysis, Ca2+-activated formation of a dihydroxide associate [Mn4+ (OH)···(HO) Mn4+], 
and the reaction of electron density disproportionation in this associate with O2 evolution and with reduction of manganese 
cations to Mn2+. The thermodynamic efficiency of the reaction is determined by the optimal conditions for the formation of a 
cylindrically symmetric σ-π-bond between the oxygen atoms in the formed O2 molecules. The developed mechanism has 
been confirmed by the quantum-chemical analysis and can find use in the design of molecular oxygen generators based on 
artificial structures.

Keywords: oxygen-evolving complex of photosystem 2 of chloroplast membranes, mechanism of molecular oxygen  
formation.

© Шутилова Н. И., 2017



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, biological series, 2017, no. 2, pp. 112–128 113

Введение. Проблема расшифровки механизма образования молекулярного кислорода атмо- 
сферы Земли, которое протекает при фотосинтезе растений, находится в центре внимания ученых 
последние 50 лет [1–20]. Основополагающий вклад в установление водного происхождения О2 
принадлежит российским исследователям, которые не только первыми это показали, но и широ-
ко изучили данную проблему [7]. Так, с использованием методов прецизионного анализа изо-
топного состава определены параметры изотопного состава атмосферного кислорода, константы 
изотопного обмена кислорода в растениях и факторы его сдвига, что окончательно исключило 
возможность происхождения О2 из какого-либо иного кислородсодержащего соединения [7]. 
Далее было установлено, что молекулярный кислород образуется в структуре природного пиг- 
мент-белково-липидного комплекса фотосистемы 2 (ПБЛК ФС-2) тилакоидных мембран хлоро- 
пластов, в котором осуществляется поглощение энергии света, используемой затем для процесса 
окисления воды и выделения кислорода [1–5, 7–10]. В соответствии с правилами биохимической 
терминологии данный комплекс обозначен нами как кислородвыделяющий комплекс (КВК) по 
конечному продукту его функционирования [1–4]. При этом необходимо отметить, что в тради- 
ционной литературе термином КВК обозначался каталитический центр окисления воды и выде- 
ления кислорода [5]. С точки зрения биохимической терминологии это неправильно, так как такой 
каталитический центр как отдельная структура никогда не был выделен и не может функци- 
онировать отдельно, независимо от других пигмент-белковых субъединиц, входящих в состав 
комплекса ФС-2. Возникновение сложной надмолекулярной структуры природного комплекса 
КВК стало определяющим событием биологической эволюции на нашей планете. 

Показано, что функциональная активность изолированного КВК сохраняется и в системе  
in vitro [1–4, 8–10]. Это обусловлено особой устойчивостью структуры его фотохимического ре-
акционного центра (РЦ), где реализуется эффективная трансформация энергии поглощенных 
квантов света в электрохимическую энергию разделенных зарядов и происходит трансмембран-
ный перенос электронов из системы окисления воды на первичные акцепторы. Постоянное про-
текание данных реакционных процессов в структуре КВК осуществляется благодаря обрати-
мым изменениям состояния Mn-белкового водоокисляющего центра (ВЦ), в котором в результате 
фотоокисления функциональных катионов марганца формируется окислительный потенциал 
ВЦ и происходит окисление молекул воды с образованием О2. При этом имеет место регенера-
ция исходных катионов Mn, что является условием возобновления новых циклов фотохимиче-
ских реакций в структуре КВК. Благодаря данным процессам осуществляется непрерывный 
трансмембранный перенос электронов – от молекул воды и функциональных катионов марганца 
ВЦ, способных накапливать положительные заряды, до молекул пластохинона QB, являющегося 
терминальным акцептором электронов. Далее от восстановленного пластохинона QB электроны 
направляются в латеральную систему транспорта электронов в мембране хлоропласта к ПБЛК 
ФС-1. В результате этих процессов образуются такие важнейшие первичные продукты фотосинтеза, 
как О2, АТФ и восстановленный НАДФ, которые в свою очередь обусловливают протекание 
важнейших биохимических реакций в клетках растений. Таким образом, задача расшифровки 
механизма фотосинтетического образования О2 имеет всеобъемлющее значение. 

Теоретические аспекты механизма фотосинтетического образования О2. В работах веду- 
щих российских и зарубежных ученых заложены базовые теоретические концепции реакцион- 
ного процесса окисления воды при фотосинтезе растений. Сложность протекания данной реакции 
определялась биологической спецификой организации мембран хлоропластов и особым устрой- 
ством ВЦ и его системы образования О2 [1–20]. Так, изучение окисленных форм хлорофилла по-
казало [7], что проблема не в том, чтобы перенести электрон от воды к молекуле окисленного 
хлорофилла (с точки зрения термодинамики это выгодно), а в том, что сложно реализовать про- 
цесс образования связи между атомами кислорода окисляемых молекул воды [11]. Так, отрыв элек-
тронов от молекулы воды в ходе фотохимических реакций приводит к образованию проме- 
жуточных высокоактивных гидроксильных радикалов, вызывающих неконтролируемые цепные 
реакции. Показано, что в биологической системе такой путь реакции неприемлем и необходима 
особая конструкция ВЦ, закрепляющего расположение окисляемых молекул воды в непосред- 
ственной близости друг от друга, что позволяет исключить образование промежуточных продуктов 
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радикальной природы [11]. Рассмотрена также возможность учета синхронных многоэлектронных 
процессов, имеющих место в характерных окислительно-восстановительных реакциях в химии 
и биологии [12]. Все изложенные выше теоретические позиции предполагали необходимость 
особого устройства ВЦ, не допускающего образования радикальных соединений. При этом это 
устройство должно отвечать задаче стабилизации окислительных эквивалентов и их накоплению 
для формирования достаточного окислительного потенциала в системе окисления воды и проте- 
кания последующих реакций. 

При фотосинтетическом окислении воды и образовании молекулярного кислорода происхо- 
дит отрыв четырех электронов от двух молекул воды. Вследствие этого, согласно второму закону 
фотохимии, осуществление реакции окисления воды с образованием О2 в процессе фотосинтеза 
растений требует затраты энергии четырех квантов солнечного света: 2H2O + 4hν → O2 + 4H+ + 
4e‾. Это соответствует протеканию четырех фотохимических реакций, в ходе которых в струк-
туре КВК осуществляется трансмембранный перенос электронов и возникают промежуточные 
состояния ФС-2 (S0→4), связанные с формированием электрохимического потенциала в мембра-
нах хлоропластов [13]. При этом происходит накопление окислительных эквивалентов в системе 
окисления воды внутри тилакоидной мембраны и образование восстановленного пластохинона 
QB с наружной стороны мембраны. Образование молекулярного кислорода реализуется при дости-
жении состояния S4. Исследование парамагнитных свойств катионов марганца в Si-состояниях 
показало участие в этих процессах катионов Mn2+, Mn3+ и Mn4+, способных отдавать электроны  
и аккумулировать положительные заряды в ходе фотохимических реакций, вследствие чего фор-
мируется потенциал, достаточный для окисления молекул воды [7, 11–15]. 

Еще одним направлением исследований стало изучение Mn-зависимых спектров поглощения 
и дифракции рентгеновских лучей (XAS- и EXAFS-анализы [16, 17]). В результате выявлено устой-
чивое расположение четырех катионов марганца в ФС-2 хлоропластов [16–18]. Расстояние между 
двумя катионами Mn составляло 2,7 Å, в то время как два других катиона отстояли друг от друга 
на расстоянии 3,3 Å. Это позволяло заключить, что эти четыре катиона Mn связаны посредством 
кислородных мостиков и образуют µ-окси-бридж-структуру в форме либо призмы, либо бабочки, 
либо куба и т. д. [16–18]. Также установлено присутствие в данной структуре катиона Са2+  
[15, 17]. С учетом полученных данных возникло предположение об участии Mn4CaO5-кластера  
в реакции окисления воды. В качестве промежуточного продукта предполагалось образование 
связанного радикала кислорода [18]. Однако, как отмечалось выше, образование радикалов не-
приемлемо для биологической системы [11]. Согласно другой версии, в ходе реакции окисления 
воды имеет место встраивание молекул воды в кластер при их нуклеофильной атаке с образова-
нием промежуточного соединения, содержащего перекисную группу, которая далее окисляется 
катионом Mn5+ [19]. Данная точка зрения также не могла быть принята, так как допускала воз-
можность образования бирадикального соединения, содержащего перекисную группу, способную 
разрушать окружающие биомолекулы. Образования Mn5+ также не установлено.

Несостоятельность концепции о возможном участии Mn5CaO5-кластера в реакции окисления 
воды подтверждалась данными прецизионного изотопного анализа, которые свидетельствовали 
о тождестве изотопного состава кислорода воды и кислорода фотосинтеза [7]. Последнее указыва- 
ло на непосредственный отрыв электронов от молекул воды в процессе фотосинтетического 
образования О2, минуя стадию образования промежуточных полимолекулярных комплексов, 
что неизбежно приводило бы к изотопному сдвигу состава кислорода. К такому же выводу при-
шли исследователи, опиравшиеся на результаты измерения выхода кислорода (18О) на вспышку 
света в микросекундном диапазоне времени, исключающем диффузионные процессы [20]. 
Полученные ими данные также указывали на непосредственное окисление молекул воды, а не 
промежуточных Mn-содержащих кластеров. Дополнительные аргументы не в пользу участия 
Mn4CaO5-кластера приведены по результатам исследования, проведенного на искусственных 
комплексах металлоорганических соединений, содержащих µ-окси-группы [20]. В ходе этих экс-
периментов выявлено, что наблюдаемая скорость изотопного обмена атомов кислорода в данных 
структурах на пять порядков ниже, чем в природной водоокисляющей системе хлоропластов 
растений. 
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Можно предположить, что возникновение Mn4CaO5-кластера в ФС-2 хлоропластов обуслов- 
лено другими причинами. Так, показано, что образование данной структуры может происходить 
в результате сопряженных фотопроцессов (например, при фотодинамическом поглощении кисло-
рода, обеспечивающем утилизацию активных форм кислорода при трансмембранном переносе 
электронов в ФС-2) [2]. Возможно также, что образование кристаллического кластера катионов 
марганца является результатом глубокого замораживания образцов (–196 ºС) при проведении 
рентгеноструктурного анализа. Предположение, что кластерная структура образуется как арте- 
факт в результате утилизации активных форм кислорода, позволяет заключить, что со структу- 
рой Mn4CaO5-кластера вообще не следует связывать механизм образования О2. Это обусловлено 
тем, что в составе данной структуры катионы марганца образуют прочные ковалентные связи  
с атомами кислорода, а значит, в функциональном отношении µ-окси-бридж-структура Mn4CaO5-
кластера представляет собой мертвую материю, в которой катионы марганца не могут участво-
вать в окислительно-восстановительных реакциях КВК. Очевидно, что только исследование 
«живой структуры» изолированного комплекса ФС-2, т. е. сохраняющего свою функциональную 
активность in vitro, может способствовать установлению истинного механизма реакции фото-
синтетического окисления воды и выделения кислорода. 

Молекулярная организация КВК. Для понимания ключевых принципов организации КВК, 
обусловливающих протекание реакции окисления воды и образования О2, осуществлено выде-
ление данного комплекса в функционально активном состоянии из мембран хлоропластов и про-
ведено его всестороннее изучение [8–10, 21–30]. По результатам длительных и трудоемких ис-
следований впервые была осуществлена инновационная разработка методов выделения и иден-
тификации трех типов различающихся по составу и функциональной активности субмембранных 
комплексов ПБЛК  – ПБЛК ФС-1, ПБЛК ФС-2 и вспомогательного светособирающего комплекса 
ВС-ПБЛК [8, 9]. Изучен их биохимический состав, спектральные и фотохимические характери- 
стики, исследованы их свойства в окислительно-восстановительных реакциях и оценена функци- 
ональная роль входящих в их состав соединений [21–30]. Использование данных комплексов позво- 
лило широко развернуть изучение молекулярных процессов, обусловливающих функциониро- 
вание фотосинтетического аппарата растений [1–4, 8–10, 21–38]. Важным достижением стало 
получение препаратов ПБЛК ФС-2, сохраняющего высокую активность фотохимического РЦ, 
что свидетельствовало об устойчивости структуры его РЦ даже в условиях солюбилизирующего 
действия детергентов [25, 29, 30]. Показано, что это обусловливалось устойчивой взаимосвязью 
первичных переносчиков электрона со структурообразующими D1- и D2-белками РЦ ФС-2 [1–4]. 
Получение препаратов изолированного ПБЛК ФС-2 позволило впервые провести широкое изу- 
чение первичных фотореакций, протекающих в структуре РЦ ФС-2, и установить природу 
первичных переносчиков электрона в ходе фотохимического разделения зарядов [28–30] (по резуль-
татам работы по изучению фотохимических свойств изолированных ПБЛК и процессов функци- 
онирования РЦ ФС-2 ряд ученых был удостоен Государственной премии). 

Следующим этапом исследования стало выявление факторов, обусловливающих сохранность 
функции выделения молекулярного кислорода в структуре изолированного комплекса ФС-2.  
В результате тщательного анализа условий, контролирующих процесс солюбилизации, выявлено 
солюбилизирующее воздействие детергентов преимущественно на гидрофобные связи, стаби- 
лизирующие надмолекулярную структуру природного КВК. Их разрушение приводило к необ- 
ратимому подавлению кислородвыделяющей активности изолированного комплекса ФС-2 [8, 9, 
21–23, 25, 26]. Подбор факторов, обусловливающих стабилизацию КВК, позволил получить пре-
параты изолированного комплекса ФС-2, сохраняющего высокую активность в процессе фото-
синтетического окисления воды и выделения молекулярного кислорода [10, 40–42]. При этом 
скорость выделения О2  в препаратах изолированного КВК достигала высоких значений: 270–
300 мкмоль О2/мг Хл∙ч (рис. 1). 

Установлено, что изолированный КВК ФС-2, так же как и ПБЛК ФС-2, содержит основные 
структурообразующие белки РЦ (гомологичные белки D1 и D2, цитохром b-559), белки светофо-
кусирующей антенны (СР43 и СР47) и водорастворимые белки молекулярной массы 33, 23 и 16 кДа, 
активирующие процесс образования О2 [1–4, 10, 39]. Одновременно было отмечено, что молеку-



116       Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 2. C. 112–128 

лярная масса изолированного КВК вдвое превосходит молекуляр-
ную массу выделяемого в более жестких условиях ПБЛК ФС-2.  
С учетом полученных данных сделано два вывода: первый – струк-
тура КВК представляет собой димер, состоящий из двух ассоции-
рованных мономерных ПБЛК ФС-2, второй – структура данного 
димерного ассоциата стабилизируется на основе гидрофобного 
взаимодействия между мономерными ПБЛК ФС-2. Разрушение 
этого гидрофобного взаимодействия при действии детергентов 
приводит к подавлению активности ВЦ КВК. 

Сопоставление результатов проведенных исследований показало, 
что в структуре кислородвыделяющего природного комплекса 
ФС-2 имеются две важные области его молекулярной организации, 
определяющие его роль в мембране хлоропласта в процессе фото- 
синтеза. Первая область – это уже отмеченная выше стабильная 
структура РЦ ФС-2, благодаря которой изолированный комплекс 
сохраняет высокую активность в первичных реакциях фотохими- 
ческого разделения зарядов и переноса электронов. Вторая  область – 
это лабильная структура системы окисления воды, которая разру- 
шается при воздействии детергентов на гидрофобные связи, обу- 
словливающие ассоциацию мономерных ПБЛК ФС-2 и образо- 
вание димерного комплекса. Следовательно, логично предполо- 
жить, что область гидрофобного взаимодействия мономерных 
комплексов является местом локализации их общего ВЦ. Его инак- 
тивация, наблюдающаяся вследствие диссоциации природного 

димерного КВК на мономерные комплексы ПБЛК ФС-2 и разрушения зоны их гидрофобного 
взаимодействия, также позволяла предположить возможность и необходимость кооперации двух 
ПБЛК ФС-2 в структуре димерного КВК. 

Для подтверждения данного предположения нами выполнены специальные исследования 
изолированного КВК в условиях, подавляющих функцию выделения им кислорода [1–4, 10,  
41, 42]. С использованием метода дифференциальной сканирующей микрокалориметрии показано, 
что в результате теплового воздействия (33–35 °С) наблюдается структурный переход вследствие 
диссоциации КВК на два мономерных комплекса ПБЛК ФС-2. При этом диссоциация сопро- 
вождалась необратимой потерей функции выделения О2 и скачкообразным выходом катионов 
марганца из структуры КВК в реакционную среду (рис. 2). Полученные данные, свидетельство-
вавшие о диссоциации КВК на мономерные ПБЛК ФС-2, подтверждены методом электрон-
но-микроскопического анализа [42]. Аналогичные результаты получены также при действии де-
тергентов и длительном режиме инкубации [43]. Это позволило подтвердить вывод, что сохран-
ность функциональной активности ВЦ димерного КВК обусловлена окружением его гидро- 
фобными молекулами в зоне взаимодействия ПБЛК ФС-2, образующими гидрофобный котел 
[1–4, 10, 41, 42]. Наблюдающийся в результате теплового воздействия выход катионов марганца, 
по-видимому, обусловлен плавлением данного котла, вследствие чего нарушается стабилизиру-
ющее воздействие гидрофобного котла на Mn-белковую структуру ВЦ и подавляется процесс 
окисления воды с образованием О2. Важно подчеркнуть, что данный гидрофобный котел как 
фактор стабилизации фиксирует позицию функциональных катионов Mn и их взаимосвязь  
с первичными переносчиками электронов в процессе фотохимических реакций димерного КВК. 
Таким образом, структура гидрофобного котла способствует накоплению и стабилизации оки- 
слительных эквивалентов ВЦ. 

На основании полученных экспериментальных данных разработана новая концепция моле- 
кулярной организации КВК мембран хлоропластов. Так, было обосновано, что высокая скорость 
фотохимических реакций, протекающих в структуре КВК, обусловлена близкой позицией пере- 
носчиков электрона, локализованных в структурных белках РЦ димерного КВК. Ранее пока- 
зано, что гидрофобные α-спиральный участки данных белков пронизывают мембрану поперек  

Рис. 1. Скорость выделения О2  
в изолированном КВК. 

Стрелками указано включение  
и выключение света ([40])

Fig. 1. Rate of O2 evolution in the 
isolated OEC. The arrows indicate 
the switching-on and switching-off 

of light ([40])
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и способствуют разделению зарядов по обе стороны 
мембраны [4, 5].  При этом высокая эффективность раз- 
деления зарядов в цепи переносчиков также обуслов- 
ливается локализацией электронов на молекуле пла- 
стохинона QВ с наружной стороны мембраны, а с дру- 
гой стороны – возможностью аккумуляции электрон- 
ных вакансий на функциональных катионах марганца 
ВЦ внутри мембраны. В составе димерного КВК таких 
цепей две, и обе они локализуются в белке D1 в струк-
турах ПБЛК ФС-2 димерного КВК. При этом обе цепи 
электронных переносчиков достигают ВЦ, располо-
женного, согласно полученным нами данным, в зоне 
гидрофобного взаимодействия мономерных ПБЛК ФС-2. 
Об этом свидетельствуют и результаты экспериментов 
по термоиндуцированному выходу катионов марганца 
в ходе диссоциации димерного КВК в области уме- 
ренного теплового воздействия, не затрагивающего 
мономерные ПБЛК [41, 42]. Соответствующее выстра- 
ивание цепей переносчиков электрона реализуется при 
условии близкого и зеркально-симметричного располо- 
жения белков D1 по отношению друг к другу в составе 
димерного КВК. Вследствие этого задается зеркально-
симметричное расположение и всех остальных белковых 
субъединиц комплекса: гомологичного белка D2 РЦ, 
образующего с белком D1 гидрофобный каркас на 
основе α-спиральных участков, и связанных с ними 
светособирающих хлорофилл-белков СР47 и СР43,  
а также цитохромов b-559. При этом расположение элек-
тростатически связанных белков молекулярной массы 
33, 23 и 16 кДа, экспонируемых во внутрь тилакоид-
ной мембраны, должно соответствовать стабилизации 
ВЦ  и условиям активации функции выделения О2. 

На основании проведенного анализа нами впервые 
разработана модель молекулярной организации КВК 
[1–4, 10, 41, 42], согласно которой обоснована димерная 
структура КВК, состоящего из двух ассоциированных 
и зеркально расположенных мономерных ПБЛК ФС-2 (рис. 3). Данная модель базировалась на 
результатах биохимического и функционального анализа и отражала топографическое располо-
жение основных белков димерного КВК. На рис. 3  показано зеркально-симметричное расположение 
белков D1 в структуре КВК и связанных с ними остальных белков КВК, инкорпорированных  
в мембрану хлоропласта. При этом показано, что в области гидрофобной ассоциации ПБЛК ФС-
2 формируется гидрофобный котел ВЦ, включающий лигандированные катионы марганца си-
стемы окисления воды. Предложенная нами концепция молекулярной структуры КВК была опу-
бликована в 1992 г. [41] и получила дальнейшее развитие в исследованиях 1995–2000 гг. [1–4, 10].  
В последующие годы предложенная нами топография белков димерного КВК получила подтверж-
дение в зарубежных исследованиях, выполненных на основе метода рентгенографического анали-
за [50, 51]. В настоящее время димерная структура КВК получила широкое признание, а топогра-
фия белков является общепринятой. 

Следует отметить, что важным концептуальным отличием  нашей модели и модели, при- 
веденной в работе [51], является точка зрения на организацию ВЦ. Авторы работы [51] считают, 
что в структуре каждого мономерного ПБЛК ФС-2 имеется свой ВЦ и они расположены не- 
зависимо друг от друга. При этом в работе [51] позиция полипептидных цепей структурных 
белков димерного КВК приведена на основе компьютерного метода их программируемого 

Рис. 2. Ингибирующее действие 5-минутной 
тепловой обработки на функцию выделения 
кислорода (1) и термоиндуцируемый выход 
эндогенного Mn в реакционную среду (2)  

у субхлоропластных препаратов: a – изолиро-
ванный кислородвыделяющий комплекс;  

b – тилакоиды гран хлоропластов; c – субхлоро-
пластные фрагменты ФС-2 (см. работы [41, 42])
Fig. 2. Inhibitory effect of 5-min thermal treatment 
on the oxygen-evolving function (1) and thermally 
induced release of endogenous Mn in the reaction 

medium (2) in subchloroplast preparations:  
a – the isolated oxygen-evolving complex;  

b – thylakoids of chloroplast grana;  
c – subchloroplast fragments of PS-2
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встраивания в карту электронной плотности и их окрашивания (methods for binding protein  
models in electron density maps and the location of errors in these models) [52]. Однако необходимо 
учитывать, что метод встраивания белков в карту электронной плотности является приближенным  
и содержит ошибки. Это подтверждается и различиями в расположении полипептидных цепей 
белков D1 [53, 54]. Кроме того, этот метод основывается на данных рентгенографического снимка 
поверхности димерного КВК при проведении анализа на кристаллах, замороженных до –196 °С 
[51]. В этих условиях образующиеся кристаллы льда существенно влияют на размеры КВК,  
а кроме того, искажаются конформационные состояния молекул белков и изменяется расположение 
функциональных групп, от которых зависит активность каталитических центров и межатомные 
взаимодействия в структуре комплекса. При этом необходимо учитывать сложную надмолеку- 
лярную структуру КВК, в состав которого входит два мономерных ПБЛК ФС-2 и содержится  
18 основных белков, 20 минорных белков и более сотни макромолекул пигментов и липидов. 
Рентгенографический анализ структуры отдельных белков в такой сложной системе не представ- 
ляется возможным. Безусловно, обособленная позиция структурных белков РЦ и, соответственно, 
позиция ВЦ в представленной модели [51] не согласуются с характеристиками функциональной 
активности КВК, которые получены нами на основе исследования «живой» структуры КВК  
и свидетельствуют о локализации ВЦ в зоне гидрофобного контакта мономерных ПБЛК ФС-2. 

Двуханодная организация водоокисляющего центра. Таким образом, большое преиму- 
щество исследований, проведенных нами, состояло в том, что были изучены и проанализированы 
закономерности функционирования изолированного КВК, сохраняющего свою природную спо- 
собность к выделению кислорода. Так как основной задачей являлась расшифровка механизма 
ключевого реакционного процесса образования О2 в структуре КВК, первостепенная  роль отводи- 
лась изучению его ВЦ. Как было показано, быстрые фотохимические реакции и процессы 

Рис. 3. Надмолекулярная структура КВК хлоропластов, представляющая собой димерный ассоциат мономерных  
ПБЛК ФС-2, расположенных по правилу зеркальной симметрии. Топография белков  Д1, Д2, СР47, СР43  
и цитохрома b-559 (обозначен пунктиром) даны в соответствии с работами [1–4, 10]. В центре показано  

формирование гидрофобного котла водоокисляющего центра, в котором расположены Z-лигандированные  
функциональные катионы Mn, обусловливающие образование двуханодного реактора системы окисления  

воды КВК. Водорастворимые белки молекулярной массы 33, 23 и 16 кДа экранируют ВЦ со стороны люмена  
(пояснения в тексте)

Fig. 3. Supramolecular structure of the chloroplast OEC that is a dimeric associate of the monomeric PLPCs PS-2,  
which are located by the mirror symmetry rule. The topography of proteins D1, D2, CP47, CP43, and cytochrome b-559  

(the cytochrome is marked with the dotted line) are given according to the works [1–4, 10]. The center of the figure shows  
the formation of the hydrophobic boiler of the water-oxidizing center that is the place of the location of Z-liganded functional 
Mn cations that determine the formation of the two-anode reactor of the water-oxidation system of the OEC. Water-soluble 

proteins with molecular weights of 33, 23, and 16 kDa screen the water-oxidizing center from the side of the lumen  
(see the explanations in the text)
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первичного транспорта электронов в структуре КВК, обусловливающие генерацию окислительного 
потенциала ВЦ, протекают благодаря сближенному расположению всех переносчиков электрона 
и формированию непрерывной цепи переноса электронов от молекул воды до молекул пласто- 
хинона QB. При этом в ходе фотохимического процесса разделения зарядов конечными донора-
ми электронов являются катионы марганца системы окисления воды. В результате поглощения 
кванта света в структуре ПБЛК ФС-2 происходит фотохимический перенос электронов, в котором 
первичным донором электрона становится хлорофилл реакционного центра П680*, высвобожда-
ющий электрон после поглощения кванта света (рис. 3). Электрон далее переносится  на феофитин 
(Фео), затем на пластохинон QA и на пластохинон QВ, локализованный в структуре гомологично-
го белка D2 [4]. При этом установлено, что электронная вакансия на П680+ заполняется от 
аминокислотного остатка Tyr-161, выполняющего функцию первичного Z-донора электронов  
и расположенного вблизи П680 [55, 56]. Так, установлено, что функция первичного Z-донора осу-
ществляется молекулой Tyr-161 благодаря ее лабильной π-электронной системе, способной к об-
ратимым реакциям окисления–восстановления [3, 4, 10, 55, 56]. Логично предположить, что для 
осуществления быстрых циклических процессов окисления П680 и его восстановления от 
Z-донора необходимо синхронное донирование электрона на Z-донор от терминального источ-
ника электронов. Таким терминальным донором мог быть только функциональный катион мар-
ганца системы окисления воды, способный аккумулировать положительные заряды [1–4, 10]. 
Это предопределяет необходимость его близкой позиции по отношению к Z-донору (рис. 3). 
Такая позиция может фиксироваться координационной связью между функциональным катио-
ном марганца и Tyr-161, гидроксильная группа которого является оптимально подходящим ли-
гандом, способным вступать в координационное взаимодействие только с одним катионом мар-
ганца. Координационное взаимодействие между функциональным катионом  марганца и Tyr-161 
подтверждено в последующей работе, где рассматривался механизм сопряженного переноса 
электрона от Mn2+ на молекулу окисленного Tyr-161 и отвода протонов от его гидроксильной 
группы на аминокислотный остаток His-190 [19]. В этой связи His-190, по-видимому, играет роль 
кислотно-основного катализатора, который активирует перенос электронов в первичной элек-
тронодонорной цепи КВК. 

Для дальнейшего анализа важно еще раз подчеркнуть, что тирозин образует координа- 
ционную связь только с одним катионом марганца. Следовательно, из четырех катионов марган- 
ца, входящих в структуру природного мономерного ПБЛК ФС-2, только Z-лигандированный ка-
тион является функциональным и может участвовать в процессе окисления молекул воды. Что 
касается остальных трех катионов марганца в структуре ПБЛК ФС-2, то, согласно данным [4, 5], 
они связаны с аминокислотными остатками подвижной гидрофильной петли белка D1 ПБЛК 
ФС-2, легко экстрагируются и, по-видимому, не участвуют в процессе переноса электронов в ходе 
быстрых фотохимических реакций комплекса. Тем не менее, они способны связывать активные 
формы кислорода с образованием кластера [2, 10]. 

Анализ первичных фотореакций в структуре КВК показал (рис. 4), что в ходе четырехкван-
тового цикла фотохимического процесса разделения зарядов в каждом ПБЛК ФС-2 возможен 
перенос только двух электронов, что соответствует образованию одной молекулы восстановлен-
ного пластохинона QВ и одного Z-лигардированного катиона Mn4+. В результате имеет место 
поочередное функционирование ПБЛК ФС-2, так как во время этих процессов в одном из ПБЛК 
ФС-2 происходит медленный диффузионный обмен восстановленного пластохинона на окислен-
ный, при котором данный ПБЛК ФС-2 находится в закрытом состоянии. За этот период времени 
фотохимические реакции протекают во втором ПБЛК ФС-2 димерного КВК, что обусловливает 
возможность поглощения четырех квантов света, которые необходимы для окисления воды. 
Таким образом, в ходе четырех фотохимических реакций переноса электронов в димерном КВК 
имеет место образование двух Z-лигандированных катионов Mn4+. Показано, что в этом случае 
реализуется молекулярная организация ВЦ по типу двуханодного реактора, в котором данные 
функциональные катионы марганца противостоят друг другу и стабилизированы в структуре 
гидрофобного котла ВЦ (рис. 4). Вследствие этого процесса в структуре ВЦ формируется окис-
лительный потенциал, достаточный для протекания реакции окисления воды. Это создает условия 
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для процесса синхронного попарного окисления сразу двух молекул воды с образованием молеку-
лы О2 [1–4, 10]. Возможность формирования такого двуханодного реактора является большим пре-
имуществом структуры димерного КВК по сравнению со структурой мономерного ПБЛК ФС-2.

Механизм фотосинтетического окисления воды и образования О2. Концепция формиро- 
вания двуханодного реактора в структуре КВК обусловила разработку механизма реакционного 
процесса фотосинтетического окисления воды и образования молекулярного кислорода. Пока- 
зано, что в соответствии с теорией молекулярных орбиталей образование σ-π-связи между двумя 
атомами кислорода окисляемых молекул воды детерминируется их взаимодействием «лоб  
в лоб», так как σ-связь обладает осью цилиндрической симметрии и может возникнуть только 
при условии синхронного и равнодействующего оттока электронов от окисляемых гидроксильных 
анионов воды на равноценные окислители в противоположные стороны по линии координаты 
реакции [1–4]. Это может реализоваться при условии одновременного окисления сразу двух мо-
лекул воды, если их гидроксильные анионы пространственно зафиксированы, близко располо-
жены и ориентированы относительно друг друга. В данной реакции для образования молекуляр-
ного кислорода необходимы достаточный и тождественный окислительный потенциал молекул 
окислителей, на которые происходит отток электронов от молекул воды. Другим условием обра-
зования О2 в составе ВЦ является формирование в нем такого двуханодного реактора, который 

Рис. 4. Схема механизмa синхронного четырехэлектронного окисления молекул воды и образования О2 в структуре 
димерного КВК мембран хлоропластов в ходе четырехквантового цикла окисления функциональных катионов Mn 

водоокисляющего центра. Фотоиндуцируемый перенос электронов в мономерных ПБЛК ФС-2 обозначен стрелками 
(пояснения в тексте)

Fig. 4. Scheme of the mechanism of synchronous four-electron water molecule oxidation and O2 formation in the structure  
of the dimeric OEC of chloroplast membranes in the course of the four-quanta cycle of oxidation of the functional Mn  

cations of the water-oxidizing center. The photo-induced transfer of electrons in the monomeric PLPCs PS-2 is designated 
with arrows (see the explanations in the text)
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наряду с перечисленными свойствами характеризуется также противоположно направленным 
действием равных по силе окислителей. Всем этим требованиям отвечает двуханодная структура 
ВЦ в димерном КВК, формирование которой в молекулярной системе гидрофобного котла обу- 
словливает эффективное протекание процесса фотосинтетического окисления воды и образо- 
вания О2 [1–4, 10].

Разработанный механизм синхронного четырехэлектронного окисления воды и образования 
молекулярного кислорода детально представлен на рис. 4. Показано, что молекулярные фотохи- 
мические процессы, обусловливающие генерацию окислительного потенциала в структуре ВЦ, 
протекают последовательно в левом и правом ПБЛК ФС-2. В результате двух первых стадий 
реакционного процесса образуются окисленные катионы Mn3+, которые вступают в гидролити-
ческое взаимодействие с водой, сопровождающееся фотоиндуцированным выходом протонов  
и включением гидроксильных анионов воды в координационную сферу функциональных катио-
нов марганца (рис. 4). При этом происходит образование двух противостоящих гидроксидов 
[Mn3+(ОH–)···(ОH–)Mn3+], которое возникает после поглощения первых двух квантов света в со-
стоянии S2. Таким образом, в данном процессе фотогидролиза катионы марганца становятся 
носителями гидроксильных анионов молекул воды. Это способствует стабилизации окисленных 
катионов марганца и обусловливает пространственное закрепление и необходимую ориентацию 
гидроксильных анионов молекул воды относительно друг друга. Кроме того, для осуществления 
реакции образования О2 необходимо достаточно близкое расположение двух гидроксильных 
анионов на расстоянии ван-дер-ваальсового взаимодействия [1–4, 10]. Показано, что в этом 
процессе активную роль играют катионы Ca2+, в отсутствие которых образования кислорода  
в изолированном комплексе не происходит [1–4, 10, 39, 40]. При этом экспериментально установ-
лено, что катионы Ca2+ действуют при оптимальной концентрации (40–50 мМ), а в области низ-
ких каталитических концентраций их действия отмечено не было [40]. Полученные результаты 
позволили сделать вывод об усилении гидрофобного взаимодействия молекул в зоне ассоциации 
мономерных ПБЛК ФС-2 при действия высоких концентраций катионов Са2+ [40]. Их структу-
рирующее воздействие, способствующее сближению функциональных катионов Mn в структуре 
гидрофобного котла, обусловливает активацию ВЦ и может использоваться для регулирования 
фотосинтетической активности КВК. 

После поглощения третьего и четвертого квантов света в левом и правом ПБЛК ФС-2 про- 
исходит дальнейшее фотохимическое окисление двух катионов Mn3+ (рис. 4). В результате возни- 
кает дигидроксидный ассоциат [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+], который является короткоживущим, так 
как в нем формируется сильное электрическое поле двуханодного реактора системы окисления 
воды. Высокий окислительный потенциал катионов Mn4+ в структуре данного ассоциата и проти- 
воположно направленный вектор смещения электронной плотности между атомами кислорода  
и марганца в левом и правом ПБЛК ФС-2 детерминируют эффективное протекание реакции 
диспропорционирования электронной плотности в данной системе (состояние S4) (рис. 4). При 
этом отток пары электронов имеет противоположную направленность: от гидроксильного анио-
на воды на катион Mn4+ левого ПБЛК ФС-2 и аналогичный отток двух электронов на катион Mn4+ 
правого ПБЛК ФС-2. Процесс сопровождается синхронным схлопыванием электронных орбита- 
лей атомов кислорода гидроксильных анионов молекул воды и образованием связи между ними. 
При этом происходит восстановление катионов Mn4+ в структуре данного ассоциата до Mn2+  
и выход протонов в реакционную среду. Данные протоны могут отводиться посредством канала, 
формирующегося в области ассоциации белков молекулярной массы 33 кДа [4, 10]. 

Таким образом, в результате рассмотренного механизма реакционного процесса образования 
О2 реализуется синхронное четырехэлектронное окисление двух гидроксильных анионов моле- 
кул воды, выделяются кислород и протоны, регенерируются исходные катионы Mn2+. При этом  
молекулярная система ВЦ возвращается в исходное состояние для нового фотохимического 
цикла реакций. 

Квантовохимический анализ. Разработанный механизм фотосинтетического окисления воды 
и образования молекулярного кислорода был подвергнут квантовохимическому анализу, что- 
бы выявить эффективность его протекания [48, 49]. Квантовохимический анализ проводили  
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с помощью программного комплекса Priroda-6, используя теоретический метод DFT, функцио-
нал плотности PBE и базисный набор SBK по методу Лайкова [57]. Исходными параметрами 
являлись расстояние между катионами Mn4+ (4,03 Å) и пространственная ориентация гидро- 
ксильных анионов в двухъядерном дигидроксидном ассоциате [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+]. Метод 
позволяет на основе оценки суммарной энергии взаимодействия молекул системы произвести 
расчет распределения плотности валентных электронов, сделать анализ поверхности потенци-
альной энергии системы и оптимизировать ее геометрию [57]. На основе этих данных выявляется 
ход реакционного процесса образования наиболее энергетически выгодного межатомного взаимо-
действия, которое в данном случае приводит к образованию О2. На рис. 5 отражено распределение 
электронной плотности для HOMO- и  LUMO-молекулярных орбиталей в ходе реакции диспро-

Рис. 5. Квантовохимический анализ реакции образования молекулярного кислорода в двухъядерном  
Mn-дигидроксидном ассоциате [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+] водоокисляющего центра КВК согласно  

разработанному механизму (пояснения в тексте)

Fig. 5. The quantum-chemical analysis of the reaction of molecular oxygen formation in the binuclear Mn-dihydroxide  
associate [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+] of the water-oxidizing center of the OEC according to the developed mechanism  

(see the explanations in the text)

Рис. 6. Изменение расстояния между атомами кислорода в ходе реакции диспропорционирования электронной 
плотности: от 1,318 Å в исходном дигидроксидном ассоциате [Mn4+ (OH)···(HO) Mn4+] до 1,157 Å в молекуле кислорода

Fig. 6. Change in the distance between oxygen atoms in the course of the reaction of electron density disproportionation: 
from 1.318 Å in the initial dihydroxide associate [Mn4+ (OH)···(HO) Mn4+] to 1.157 Å in the molecule of oxygen
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порционирования электронной плотности в Mn-дигидроксидном ассоциате, изменение энергии 
межатомного взаимодействия в ходе разрыва связей Mn-O в ассоциате, динамика образования 
связи О=О молекулы кислорода в результате переноса электронов на катионы Mn4+, а также из-
менение расстояния между катионами марганца в процессе восстановления катионов Mn4+ до 
Mn2+. Согласно представленным на рис. 5 данным, максимальная активность комплекса в реак-
ции окисления воды наблюдается при расстоянии между функциональными группами в диги-
дроксидном ассоциате ВЦ, которое соответствует 4,03 Å. В то же время минимальная энергия 
межатомного взаимодействия соответствует расстоянию 14,4 Å между функциональными кати-
онами марганца в восстановленном состоянии. Это свидетельствует о возможности конформа-
ционных переходов в молекулах белков D1, являющихся носителями катионов марганца в струк-
туре димерного КВК. Данные переходы задают расстояние между функциональными катионами 
марганца, а следовательно, обусловливают возможность регулирования функциональной активно-
сти КВК. На рис. 6 представлен процесс изменения расстояния между атомами кислорода в ходе 
реакции диспропорционирования электронной плотности, которое составляет 1,318 Å в исходном 
ассоциате и 1,157 Å в молекуле выделяющегося кислорода. Образующийся молекулярный 
кислород как устойчивый газообразный продукт реакции выделяется в реакционную среду, что 
делает процесс фотосинтетического окисления воды высокоэффективным  и необратимым. 

Заключение. Исследование структурно-функциональных свойств изолированного КВК мем- 
бран хлоропластов позволило разработать механизм  фотосинтетического окисления воды с обра- 
зованием молекулярного кислорода. С учетом полученных экспериментальных данных впервые 
показано, что протекание этого процесса обусловлено двуханодной структурой ВЦ, который 
формируется в результате гидрофобной ассоциации мономерных ПБЛК ФС-2 в димерный ком- 
плекс КВК по правилу зеркальной симметрии. Обоснованы структурные параметры КВК и двух- 
анодная молекулярная организация его ВЦ, задающие идентичность молекулярного окружения 
функциональных катионов марганца и возможность синхронного окисления сразу двух молекул 
воды и образования О2 и определяющие термодинамическую эффективность процесса фотосин- 
тетического окисления воды. Разработанный механизм подтвержден с помощью квантовохими- 
ческого анализа. Это позволяет сделать заключение о соответствии данного механизма природ-
ному процессу и о целесообразности применения предложенного механизма в разработке искус-
ственных систем генерации молекулярного кислорода. В настоящее время уже налажен поиск 
искусственных носителей [58] и предлагаются модели устройств в соответствии с опубликованным 
ранее [1, 2, 48, 49] и приведенным в данном обзоре принципом действия двуханодного реактора. 
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