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Аннотация. Изучены содержание активных форм кислорода, активность фенольной пероксидазы и уровни экспрес-
сии генов, кодирующих отдельные защитные белки в рассаде картофеля, выращенной на субстрате с добавлением 
препарата на основе B. subtilis и зараженной Х-вирусом. Установлены уровень накопления активных форм кислорода 
и индукция компонентов защитной системы в листьях картофеля в присутствии данного препарата при заражении. 
Выявлено меньшее количество вирусного материала в опытных пробах рассады картофеля по сравнению с не обра-
ботанным B. subtilis контролем.
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Введение. В условиях Беларуси картофель традиционно размножают клубнем (вегетирую-
щим побегом), который зачастую накапливает вирусную и бактериальную инфекции. Для созда-
ния безвирусной рассады картофеля используют технологические методы микроклонирования 
регенерантов апикальной меристемы. В целях защиты последних от инфекции применяют ин-
дукторы устойчивости, стимулирующие иммунную систему растительного организма [1‒3].  
В настоящее время используют различные соединения, в частности салициловую кислоту, жа-
смоновую кислоту, хитозан, α-токоферол, а также микробиологические препараты ‒ так назы-
вае мые элиситоры (например, на основе бактерий рода Bacillus), вызывающие формирование  
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системной устойчивости растений к широкому спектру патогенов. При этом, в зависимости от 
используемого индуктора, может формироваться как системная приобретенная устойчивость 
(systemic acquired resistance), вызываемая в естественных условиях патогенами и насекомыми, 
так и индуцированная системная устойчивость (induced systemic resistance), вызываемая обычно 
бактериями и грибами, обитающими в ризосфере [4‒6]. Так, например, салициловая кислота 
участвует в формировании устойчивости первого типа посредством индукции накопления PR-
белков, фитоалексинов, реакции гиперчувствительности, генерации активных форм кислорода 
(АФК) и лигнификации клеточной стенки, а жасмоновая кислота ‒ в формировании устойчиво-
сти второго типа, связанной с накоплением жасмонатов и активацией широкого спектра защит-
ных реакций. Взаимодействие растения с патогенами во многом определяется сочетанием меха-
низмов обеих форм системной устойчивости. 

Салициловая кислота, жасмоновая кислота, хитозан, α-токоферол и препараты на основе 
бактерий рода Bacillus благодаря их способности активировать механизмы индукции неспеци-
фической защиты могут, в частности, быть использованы как индукторы вирусоустойчивости 
растений картофеля, защищающие их от возможного заражения вирусными патогенами на дли-
тельное время. Одним из наиболее распространенных таких патогенов является Х-вирус карто-
феля (ХВК) [7].

Эффективность функционирования защитной иммунной системы растительных организмов 
можно изучать с помощью молекулярно-биологических подходов. Одним из таких подходов яв-
ляется анализ уровней экспрессии генов, кодирующих специфические защитные белки (в том 
числе PR-белки). Так, показано, что высокие уровни экспрессии генов, кодирующих β-1,3-глюка-
назу, хитиназу, тауматин-подобный белок  и ингибитор протеиназ, связаны с большей устойчи-
востью растений пшеницы к патогенам [8].

Помимо уровней экспрессии генов защитных белков значимыми показателями функциони-
рования защитной системы растения являются активность фенольной пероксидазы (ФПО), уча-
ствующей в лигнификации клеточной стенки [9], а также содержание фенольных соединений  
и АФК, играющих важную роль в формировании ответной реакции растительного организма на 
внедрение патогена. 

Цель настоящей работы – анализ содержания активных форм кислорода и водорастворимых 
фенольных соединений, активности фенольной пероксидазы и уровней экспрессии генов, коди-
рующих маркер гиперчувствительного ответа, β-1,3-глюканазу, хитиназу, тауматин-подобный 
белок и ингибитор протеиназ, а также определение степени инфицирования вирусом листьев 
рассады картофеля при его заражении Х-вирусом в присутствии элиситоров бактериального 
происхождения.

Объекты и методы исследования. В качестве объекта исследования использовали рассаду 
картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Уладар, которую выращивали под светодиодными источ-
никами света при совместном использовании ламп Светозар и ДНаТ 400 (дуговые натриевые 
трубчатые лампы) на ионообменном субстрате «Триона» (разработан в Институте эксперимен-
тальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Беларуси), содержащем элиситоры микробного про-
исхождения (препарат «Карфил» на основе бактериального штамма Bacillus subtilis 47). Помимо 
этого субстрат  включал цеолит, катионит Purolite С-100, анионит Tulsion А2ХМП и перлит в соот-
ношении 14:1:5:20. Заражение XВК проводили путем микроинъекции в верхушечную часть 
20- дневных растений, одновременно натирая листья клеточным соком растений-доноров ХВК 
при помощи мелкозернистой наждачной бумаги [10]. Навески четвертого листа растения брали 
для исследования в день заражения, а также через 1 и 2 недели после него. 

Общий уровень АФК в экстрактах растений картофеля определяли с помощью зонда – 2,7-  
дихлорфлуоресцеиндиацетата, который в присутствии АФК окисляется до флуоресцирующего 
продукта дихлорфлуоресцеина [11]. Содержание пероксида водорода оценивали с помощью флуо-
ресцентного метода, в основе которого лежит реакция окисления скополетина в присутствии 
H2O2, катализируемая пероксидазой хрена [12].

Для определения активности ФПО использовали методику, описанную в работе [13]. Кине-
тику реакции регистрировали в течение 8–10 мин при длине волны поглощения 436 нм. О скорости 
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реакции судили по наклону кривой кинетики. Активность ФПО рассчитывали, используя коэф-
фициент молярной экстинкции 25,5 мМ–1∙см–1.

Содержание водорастворимых фенольных соединений оценивали спектрофотометрическим 
методом и рассчитывали в относительных единицах [14]. Содержание общего белка определяли 
по методу Бредфорда [15]. 

Для оценки уровней экспрессии генов, кодирующих PR-белки, из листьев картофеля выделя-
ли общую РНК с помощью реагента TRItidy G™ (AppliChem, Германия). Количество выделен-
ной РНК определяли по поглощению света при 260 нм на спектрофотометре NanoDrop 2000c 
(Thermo Scientific, США). Степень чистоты полученных образцов оценивали по соотношению 
А260 к А280 (данный показатель должен быть больше 1,7) [16]. Для получения кДНК на матрице 
РНК использовали реакцию обратной транскрипции с применением обратной транскриптазы ви-
руса мышиной лейкемии Молони. Синтез кДНК осуществляли с помощью ProtoScript II Reverse 
Transcriptase (BioLabs, США) в амплификаторе MJ Mini (Bio-Rad, США). Полученную кДНК 
хранили в морозильной камере при –20 °С [16]. Для подбора ген-специфичных олигонуклеотид-
ных праймеров, специфичных к генам защитных белков, использовали последовательности мРНК 
выбранных генов, найденных в базе данных “Nucleotide” NCBI.  Праймеры синтезировали в лабо-
ратории ДНК-праймеров Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. Прай-
меры для генов Chit, Glu, Tlp, PrInh, HSR подбирали самостоятельно, а для гена-нормализатора 
EF, кодирующего фактор элонгации 1α, взяли из работы [17]. Уровень экспрессии генов опреде-
ляли методом ПЦР-анализа в реальном времени (ПЦР-РВ). Реакционная смесь (10 мкл) содержала: 
1 мкл кДНК; 10 пмоль каждого праймера; 4 мкл 2,5-кратной реакционной смеси для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии EVA Green («СИНТОЛ», Россия) и воду. ПЦР-РВ проводили с использо-
ванием термоциклера С1000 Touch Thermal Cycler с оптическим реакционным модулем CFX96 
(Bio-Rad, США) в следующих условиях: предварительная денатурация – при 95 °С 5 мин; плав-
ление – при 95 °С 15 с; отжиг – при 55–60 °С 45 с. Количество циклов амплификации – 40–50. 
Для обработки полученных результатов использовали программу Bio-Rad CFX Maestro.

Фитовирусы картофеля определяли с помощью метода иммуноферментного анализа (ИФА) 
согласно инструкции [18]. Пробы отбирали через 20 дней после инфицирования.

Для статистической обработки экспериментальных данных использовали программы Excel 
2010 (Microsoft, США) и SigmaPlot 12.5 (SYSTAT Software). Рассчитывали среднее арифметиче-
ское значений отдельных повторностей, стандартную ошибку среднего и достоверность отли-
чий между средними величинами [19]. Все описанные эксперименты проводили в трехкратной 
биологической повторности. 

Результаты и их обсуждение.  В ходе исследования проведен анализ содержания АФК и ак-
тивности защитной системы рассады картофеля при внесении биопестицида «Карфил» на основе 
штамма Bacillus subtilis 47 в качестве индуктора устойчивости в состав корнеобитаемой среды 
ионообменного субстрата № 2 со следующими концентрациями этого препарата: 0, 10, 50 и 100 мл/л 
раствора (варианты «Контроль», «В. sub. 10p», «В. sub. 50p», «В. sub. 100p» соответственно, где  
p означает промилле, мл/л). Препарат «Карфил» в данном случае выступал в качестве индуктора 
защитной системы растения благодаря присутствию в его составе элиситоров бактериального 
происхождения.

В исходных пробах, до заражения рассады вирусами, наибольшее общее содержание АФК 
было отмечено в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p» (рис. 1, а), где оно было выше контроля 
примерно в 2 раза. Данный эффект мог быть вызван индуцирующим действием самого препара-
та, а также его элиситорными компонентами, которые, не являясь патогенами для растения, сти-
мулировали его естественные защитные механизмы. Напротив, содержание пероксида водорода 
в исходных пробах было более высоким в контроле и при низкой концентрации препарата (вари-
ант «В. sub. 10p») (рис. 1, b). 

Через 1 неделю после заражения ХВК содержание АФК в контроле возрастало в 1,5 раза по 
сравнению с исходным значением, что отражает сам процесс инфицирования ХВК, при этом  
в варианте «В. sub. 10p» количество АФК оставалось без изменения по отношению к контролю,  
а в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p» уровень АФК снижался в среднем в 1,4 раза.  Подобная 
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сложная динамика изменения уровня АФК при заражении ХВК на фоне действия препарата 
«Карфил» в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p» обусловлена, по-видимому, общим стрессо-
протекторным действием препарата, которое в значительной степени компенсирует эффект по-
вышения АФК при инфицировании ХВК. 

Спустя 2 недели после заражения растений вирусом в контроле и в варианте «В. sub. 10p» 
резко уменьшалось количество АФК (в среднем в 7,3 раза), в варианте «В. sub. 50p» снижение 
уровня АФК составляло 35 %, а в варианте «В. sub. 100p», напротив, оно возрастало на 24 % от-
носительно показателей, зарегистрированных через 1 неделю после заражения вирусом соответ-
ственно.  Вероятно, такая динамика изменения уровня АФК в инфицированных растениях обу-
словлена временными процессами взаимодействия элиситорных компонентов препарата, а также 
развитием с течением времени процесса заражения. Учитывая значимость АФК как сигнальных 
молекул, можно предположить, что вариант «В. sub. 100p» является наиболее перспективным  
с точки зрения формирования индуцированной устойчивости к ХВК в рассаде картофеля.  

Возвращаясь к анализу содержания Н2О2, следует отметить эффект резкого возрастания ко-
личества Н2О2 спустя 1 неделю после заражения в контрольной рассаде. Содержание пероксида 
водорода увеличивалось также и в опытных вариантах, но в меньшей степени. Вместе с тем сто-
ит подчеркнуть, что через 2 недели после заражения наблюдалось снижение содержания Н2О2  
в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p». 

Таким образом, элиситорные компоненты микробиологического препарата на основе B. subtilis 
в целом при добавлении их в качестве компонента корнеобитаемой среды приводили к заметно-
му возрастанию уровня АФК, особенно в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p». Более низкие 
по сравнению с контролем уровни Н2О2 в указанных вариантах позволяют предположить акти-
вацию систем детоксикации пероксида водорода, в частности аскорбат-глутатионового цикла 
[20], в рамках формирования индуцированной устойчивости рассады картофеля под действием 
элиситоров бактериального происхождения.

В ходе изучения компонентов защитной системы обнаружено, что в исходных пробах актив-
ность ФПО в вариантах с использованием препарата была ниже контроля практически в 2 раза 
(рис. 2, а). Вместе с тем через 1 неделю после заражения ХВК активность ФПО в контроле снижа-
лась в 1,7 раза, а в вариантах «В. sub. 10р», «B. sub 50р» и «В. sub. 100р», напротив, увеличивалась  
в 1,6; 1,6 и 2,2 раза соответственно по сравнению с исходными значениями. Спустя 2 недели после 
заражения в контрольных растениях активность ФПО продолжала уменьшаться. Активность 
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Рис. 1. Общее содержание АФК (a) и содержание Н2О2 (b) в листьях рассады картофеля, выращенной на субстрате, 
содержащем препарат на основе Bacillus subtilis. Здесь и далее * – статистически значимые отличия от контроля 

(p ≤ 0,05)

Fig. 1. Total ROS content (a) and Н2О2 content (b) in potato seedlings grown on substrate containing preparation based on 
Bacillus subtilis. Here and elsewhere, * ‒ statistically significant difference from control (p ≤ 0.05)
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фермента в рассаде, выращенной в присутствии элиситоров, была также ниже через 2 недели 
после заражения, чем через 1 неделю. Тем не менее активность фенольной пероксидазы в такой 
рассаде оставалась выше исходных значений, а также превышала контроль. Таким образом, до-
бавление элиситоров положительно влияло на активность ФПО в условиях заражения ХВК.

Как правило, в растительных клетках между активностью ФПО и количеством водораство-
римых фенольных соединений существует обратная корреляция, а именно: чем выше активность 
фермента, тем ниже уровень фенолов, так как указанные соединения потребляются в ходе рабо-
ты фермента. Эта закономерность однозначно не выявлена для рассады картофеля, зараженной 
вирусом (рис. 2, b), что в принципе объяснимо. Так, известно, что водорастворимые фенольные 
соединения не только являются субстратом ФПО, но и выполняют функцию тушителей свобод-
ных радикалов в растительной клетке. 

Для дальнейшего изучения активности защитной системы рассады картофеля была проана-
лизирована экспрессия 5 генов, кодирующих специфические защитные белки. Так, в зараженных  
и незараженных растениях контрольного и опытных вариантов определяли экспрессию гена – 
маркера гиперчувствительного ответа (HSR), отвечающего за быстрый ответ клетки на проник-
новение патогена; гена Chit, кодирующего хитиназу, гидролизующую хитин грибов; гена TLP, 
кодирующего тауматин-подобный белок, лизирующий грибные споры; гена, кодирующего эф-
фективный ингибитор протеиназ (PrInh), и гена β-1,3-глюканазы (Glu), расщепляющей глюканы 
гифов. В результате анализа для исходных проб была выявлена следующая закономерность: по мере 
увеличения добавляемого количества препарата повышалась экспрессия большинства изучаемых 
генов (HSR, Chit, TLP и Glu) по сравнению с контролем. Особенно резко она возрастала в варианте 
«В. sub. 100p» (табл. 1).

В целом, по уровню экспрессии гены можно расположить в следующем порядке: TLP > Chit > 
Glu > HSR > PrInh.  Согласно полученным данным, спустя 1 неделю после заражения растений 
ХВК в контроле и в варианте «В. sub. 10p» экспрессия генов HSR, TLP, Chit и Glu оставалась на 
исходном уровне, в то время как в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p», напротив, она резко 
снижалась относительно исходного уровня. Через 2 недели в зараженной вирусом рассаде только 
в варианте «В. sub. 100p» экспрессия генов претерпела значительное увеличение по сравнению 
со значениями, полученными через 1 неделю после заражения.
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Рис. 2. Активность ФПО (a) и содержание водорастворимых фенолов (b) в листьях рассады картофеля, выращенной 
на субстрате, содержащем препарат на основе Bacillus subtilis

Fig. 2. Phenolic peroxidase activity (a) and water-soluble phenolics content (b) in potato seedlings grown on substrate containing 
preparation based on Bacillus subtilis
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 При изучении экспрессии гена PrInh имели место некоторые характерные особенности  
(табл. 1). В частности, изначально уровень экспрессии данного гена возрастал относительно кон-
троля по мере увеличения концентрации Bacillus subtilis до 50р, но при его концентрации 100р 
уровень экспрессии снижался и приближался к контролю. Тем не менее, через 2 недели после 
заражения уровень экспрессии PrInh в варианте «В. sub. 100p» резко возрастал и превышал исход-
ное значение практически в 2 раза. Подобные колебания в экспрессии данного гена, вероятно, 
объясняются цикличностью во времени развертывания защитных механизмов растения при ви-
русном инфицировании.

Т а б л и ц а  1. Экспрессия генов, кодирующих защитные белки, в листьях рассады картофеля,  
выращенной на субстрате, содержащем препарат на основе Bacillus subtilis

T a b l e  1. Expression of defense protein genes in the leaves of potato seedlings grown  
on substrate containing preparation based on Bacillus subtilis

Ген/время с момента заражения
Нормализованная экспрессия, %

Контроль В. sub. 10р В. sub. 50р В. sub. 100р

TLP День заражения 1,00 ± 0,01 0,58 ± 0,25 4,32 ± 1,50 14,23 ± 1,36*

1 неделя 1,53 ± 0,25 1,42 ± 0,34 0,83 ± 0,40* 1,07 ± 0,60
2 недели 0,1 ± 0,02 0,03 ± 0,01 0,48 ± 0,03 2,65 ± 0,55*

Chit День заражения 1,00 ± 0,14 0,24 ± 0,04* 1,19 ± 0,08 7,85 ± 0,65* 
1 неделя 0,68 ± 0,10 0,15 ± 0,05* 0,64 ±  0,02 1,49 ±  0,30*

2 недели 0,01 ± 0,00 0,44 ± 0,04* 1,84 ± 0,01* 2,36 ± 0,16*

HSR День заражения 1,00 ± 0,04 0,96 ± 0,04 1,69 ± 0,27* 3,48 ± 0,86*

1 неделя 1,00 ± 0,32 0,99 ± 0,12* 0,89 ± 0,43* 1,19 ± 0,49*

2 недели 1,07 ± 0,12 0,29 ± 0,02 0,87 ± 0,04* 2,65 ± 0,01*

Glu День заражения 1,00 ± 0,07 0,03 ± 0,01 0,34 ± 0,09* 6,04 ± 0,67*

1 неделя 0,21 ± 0,08 0,18 ± 0,00 0,12 ± 0,07 1,49 ± 0,55*

2 недели 2,45 ± 0,15 0,89 ± 0,02* 1,84 ± 0,28* 1,01 ± 0,07*

PrInh День заражения 1,00 ± 0,16 1,83 ± 0,00* 2,48 ± 0,37* 1,39 ± 0,10*

1 неделя 0,86 ± 0,02 1,42 ± 0,43 0,74 ± 0,23 0,02 ± 0,02*

2 недели 0,73 ± 0,02 0,01 ± 0,00* 0,03 ± 0,00* 2,65 ± 0,28*

П р и м е ч а н и е. Контроль – без добавления Bacillus subtilis.

Для оценки степени вирусного инфицирования в листьях рассады картофеля нами был про-
веден ИФА с пробами следующих вариантов: «контроль» без заражения, «контроль» с заражени-
ем ХВК и «В. sub. 100p», также с заражением ХВК. Пробы отбирались через 20 дней после инфи-
цирования. Показано, что после заражения ХВК как в контроле, так и в варианте «В. sub. 100p» 
регистрируется увеличение ОП492 (табл. 2), что говорит об успешном заражении. В то же время 
пробы рассады картофеля, выращенной на субстрате с добавлением 100 мл/л препарата на осно-
ве B. subtilis, характеризовались почти вдвое меньшим значением ОП492, чем контроль (с зараже-
нием). По-видимому, это свидетельствует о более эффективной работе защитной системы, инду-
цированной препаратом, в частности ее компонентов, участвующих в элиминации проникшего 
патогена.

Т а б л и ц а  2. Данные ИФА с антителами для ХВК в пробах зараженных  
и незараженных растений картофеля 

T a b l e  2. Data of ELISA with antibodies for potato virus X  
in infected and uninfected potato plants samples

Вариант Контроль
без заражения

Контроль 
с заражением

B. sub. 100р 
зараженный

ОП492 0,12 0,46 0,27
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Заключение. Полученные результаты показывают, что использование микробиологического 
препарата на основе B. subtilis в условиях заражения ХВК в целом приводит к увеличению содер-
жания АФК, активности ФПО и уровней экспрессии генов, кодирующих отдельные защитные 
белки (хитиназу, β-1,3-глюканазу, тауматин-подобный белок), а также гена – маркера гиперчув-
ствительного ответа. Кроме того, это позволяет снизить содержание ХВК в листьях рассады кар-
тофеля при заражении вирусом. Таким образом, препарат на основе B. subtilis в концентрации  
50 и 100 мл/л в субстрате вызывает индукцию защитной системы рассады картофеля и формиро-
вание устойчивости к ХВК.
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СОДЕРЖАНИЕ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ В АБОРИГЕННОМ  
И ИНВАЗИВНЫХ ВИДАХ РОДА BIDENS, ПРОИЗРАСТАЮЩИХ  

В РАЗЛИЧНЫХ РЕГИОНАХ БЕЛАРУСИ

Аннотация. Исследовано содержание сумм фенольных соединений и флавоноидов в отдельных органах и траве 
трех видов череды (инвазивные виды – Bidens frondosus L. и Bidens connatus Willd., аборигенный вид – Bidens 
tripartitus L.), произрастающих в различных регионах Беларуси. Установлено, что максимальным накоплением со- 
единений фенольной природы (сумм фенольных соединений и флавоноидов) характеризуются листья. Содержание 
данных метаболитов уменьшается в ряду «листья – соцветия – стебли и корни». Доля флавоноидов в листьях и со-
цветиях составляет в среднем 14 % от содержания фенольных соединений. Накопление фенольных метаболитов  
в траве растений череды олиственной, сростной и трехраздельной в зависимости от условий произрастания изменя-
ется в среднем от 60, 55, 90 до 155, 130, 115 мг/г сухой массы, флавоноидов – от 7, 11, 8 до 20, 15, 19 мг/г сухой массы 
соответственно. Череда олиственная и сростная имеют более широкий диапазон варьирования сумм фенольных со- 
единений в зависимости от условий произрастания, чем череда трехраздельная. В то же время сравнительный анализ 
сумм соединений фенольной природы в растениях разных видов череды, собранных в географически близких лока-
литетах, показал отсутствие значительных различий в содержании данных вторичных метаболитов в чужеродных  
и аборигенном видах.
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СONTENT OF PHENOLIC COMPOUNDS IN THE NATIVE AND ALIEN SPECIES  
OF THE BIDENS GENUS GROWING IN VARIOUS REGIONS OF BELARUS

Abstract. The content of phenolic compounds and flavonoids in separate organs and aerial parts of Bidens species 
growing in different regions of Belarus was studied (alien species – Bidens frondosus L. and Bidens connatus Willd., native 
species – Bidens tripartitus L.). It was found that the leaves were characterized by the maximum accumulation of total 
phenolic compounds and total flavonoids. The accumulation of these metabolites decreased in the row of “leaves – inflore-
scences – stems and roots”.  Approximately 14 % of phenolic compounds in leaves and inflorescences were flavonoids. The 
accumulation of phenolic compounds in the aerial parts of B. frondosus, B. connatus and B. tripartitus, depending on the 
growing conditions, varied from 60, 55, 90 to 155, 130, 115 mg/g dry weight, flavonoids – from 7, 11, 8 to 20, 15, 19 mg/g dry 
weight, correspondingly. B. frondosus and B. connatus demonstrated a wider range of variation in the sum of phenolic com-
pounds than B. tripartitus. A comparative analysis of the total phenolic accumulation in plants of different species collected  
in geographically close localities showed the absence of significant differences in the content of the studied secondary 
metabolites in alien and native species of Bidens.
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Введение. Род Bidens насчитывает около 230 видов, которые произрастают в тропических, 
субтропических и умеренных широтах, преимущественно в Южной и Северной Америке [1]. 
Наиболее распространенными аборигенными видами этого рода в Беларуси являются череда 
трехраздельная (Вidens tripartitus L.) и череда поникшая (Вidens cernuus L.), реже встречается 
череда лучистая (Вidens radiatus Thuill.) [2]. В 1955 г. в Беларуси впервые был зафиксирован чу-
жеродный вид североамериканского происхождения – череда олиственная (Bidens frondosus L.) [2]. 
В настоящее время B. frondosus входит в список 50 самых распространенных инвазивных видов 
Европы [3]. 

По данным Н. В. Васильевой [4], основным механизмом воздействия B. frondosus на абори-
генные виды череды является поглощение последних в процессе активной гибридизации и кон-
куренции с ними за имеющиеся ресурсы, что позволяет B. frondosus активно внедряться в рас- 
тительные сообщества. Череда олиственная имеет более высокую конкурентоспособность по 
сравнению с чередой трехраздельной, поскольку обладает более высокими темпами развития  
и накопления биомассы, особенно в начале онтогенеза [4]. По данным, приведенным в работе [5], 
высота B. frondosus на 35 % превышает высоту растений аборигенных видов рода Bidens. Сухая 
масса растения B. frondosus больше массы B. tripartitus в 1,5 раза. При одинаковой толщине ли-
ста небольшая плотность листьев B. frondosus обусловливает меньший (в 1,2 раза) сухой вес еди-
ницы площади листа, чем у B. tripartitus. Авторы работы полагают, что эти структурные особен-
ности листьев B. frondosus способствуют оптимизации процессов газообмена и позволяют раз-
вить бóльшую ассимиляционную поверхность на единицу массы растения. Анализ семенной 
продуктивности показал, что в ряду B. tripartitus – B. frondosus увеличивалось число корзинок, 
но снижалось число семянок в одной корзинке и количество семянок в расчете на одно растение. 
При этом масса 100 семянок у B. frondosus по сравнению с B. tripartitus была в 1,6 раза больше [5]. 

В начале 1980-х годов в Беларуси был отмечен еще один инвазивный вид череды – череда 
сростная (Bidens connatus Willd.) [6, 7]. Это травянистое однолетнее растение североамериканского 
происхождения. Высота растений составляет 25–150 см, иногда может достигать 2 м. В послед-
нее время этот вид, как и череда олиственная, интенсивно распространяется по территории на-
шей республики [8]. При этом инвазионный потенциал B. connatus изучен гораздо меньше.

В связи с изложенным выше места естественного обитания аборигенного вида череды трех-
раздельной значительно сокращаются. А между тем череда трехраздельная является известным 
лекарственным растением и включена в фармакопею многих стран мира [9]. Трава В. tripartitus 
улучшает пищеварение, нормализует обмен веществ, обладает противовоспалительными и ра-
нозаживляющими свойствами [10]. Активное распространение чужеродных видов череды по 
территории Беларуси, высокие темпы накопления биомассы и морфологическое сходство с або-
ригенным видом являются факторами, обусловливающими необходимость определения содер-
жания биологически активных соединений в сырье инвазивных видов череды для оценки пер-
спектив его возможного хозяйственного использования. Кроме того, череда олиственная была 
включена во второе издание Государственной фармакопеи Республики Беларусь (2016 г.) наряду 
с аборигенным видом – чередой трехраздельной [11]. В то же время в качестве лекарственного сы-
рья данный чужеродный вид не используется в соседних странах – ни в России, ни на Украине. 
Таким образом, биохимические особенности инвазивных видов череды требуют углуб ленного 
изучения, поскольку качественный и количественный состав биологически активных веществ 
(БАВ), определяющих как фармакологическую, так и хозяйственную ценность растительного 
сырья, обусловлен не только генетическим потенциалом, но и условиями произрастания вида.

Фенольные соединения – одна из самых больших групп БАВ растений [12, 13]. Многие сое-
динения фенольной природы, являясь мощными ингибиторами или активаторами митотическо-
го цикла клетки, являются ключевыми компонентами как лекарственных, так и используемых  
в растениеводстве препаратов. Особо следует отметить антиоксидантную способность флавоно-
идов. Фенольные соединения принимают участие в обмене веществ, а также выполняют защитные 
функции в условиях стресса. Существуют немногочисленные литературные данные [14] о том, 
что надземная часть B. frondosus содержит простые полифенолы, фенолкарбоновые кислоты  
и флавоноиды. Однако необходимо отметить, что состав и содержание фенольных метаболитов 
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инвазивных видов череды, произрастающих в различных регионах Беларуси, к настоящему вре-
мени практически не изучены. Поэтому такие исследования весьма актуальны.

Цель данной работы – оценка содержания сумм фенольных соединений и флавоноидов инва-
зивных (череды олиственной и череды сростной) и аборигенного (череды трехраздельной) видов, 
выявленных в различных регионах, а также в географически близких локалитетах на террито-
рии Беларуси.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования были собранные в фазу бу-
тонизации и начала цветения трава Herba Bidentis (облиственные верхушки стеблей и боковых 
ветвей длиной не более 15 см и крупные листья), очищенные от листьев стебли, листья и соцве-
тия B. frondosus, B. connatus и B. tripartitus. Сбор сырья был произведен в различных регионах  
и географически близких локалитетах Беларуси.

Сырье высушивали при комнатной температуре до воздушно-сухого состояния, измельчали 
до состояния пудры.

Суммы фенольных соединений и флавоноидов определяли спектрофотометрически с исполь-
зованием реактива Фолина‒Дениса [15] и хлорида алюминия [16] в пересчете на хлорогеновую 
кислоту и лютеолин-7-О-глюкозид соответственно, оптическую плотность поглощения – с помощью 
спектрофотометра СФ 2000 (Россия). 

Эксперименты были выполнены в трехкратной повторности. Данные в таблицах и на гисто-
граммах представлены в виде средней арифметической величины и ошибки средней величины.

Результаты и их обсуждение. Растения B. frondosus, B. connatus и B. tripartitus были собраны 
в 27 различных локалитетах на территории Республики Беларусь. В траве и различных органах 
всех образцов изучено содержание сумм фенольных соединений и флавоноидов. Исследование 
показало, что уровень накопления метаболитов варьируется в очень широком диапазоне значе-
ний. В табл. 1–3 представлены результаты исследования содержания сумм фенольных соедине-
ний и флавоноидов в растениях с максимальным, промежуточным и минимальным накоплением 
данных метаболитов: в череде олиственной (собранной в Любанском, Солигорском районах  
и г. Минске), череде сростной (в Шарковщинском, Вилейском, Дзержинском районах) и череде 
трехраздельной (в Глубокском, Борисовском, Житковичском районах). Так, в образцах травы, со-
бранных в Любанском, Шарковщинском, Глубокском районах, суммы фенольных метаболитов 
были максимальными, а в образцах, заготовленных в г. Минске, Дзержинском и Житковичском 
районах, – минимальными. 

Исследование также показало, что распределение фенольных соединений, как и ожидалось, 
является органоспецифичным. На примере образцов B. frondosus, собранных в Любанском райо-
не, можно отметить, что максимальным содержанием фенольных соединений и флавоноидов ха-
рактеризуются листья – 212,76 ± 2,697 и 34,22 ± 2,584 мг/г сухой массы соответственно. В соцветиях 
сумма соединений фенольной природы составила 125,84 ± 2,985 мг/г сухой массы, а доля флавоно-
идов в данной части растения ‒ 14 % от общей суммы фенольных соединений (17,05 ± 1,296 мг/г 
сухой массы). В стеблях выявлено низкое содержание сумм фенольных метаболитов и флавоно-
идов – 39,91 ± 0,604, 5,02 ± 0,316 мг/г сухой массы соответственно. В корнях содержание феноль-
ных соединений было минимальным – 24,98 ± 0,565 мг/г сухой массы. Содержание сумм флаво-
ноидов в подземной части исследованного варианта было ниже предела определения, хотя  
в корнях некоторых образцов достигало 2–2,9 мг/г сухой массы (табл. 1–3). 

Как в B. frondosus, в растениях B. connatus максимальное содержание сумм фенольных сое-
динений и флавоноидов отмечено в листьях – 187,27 ± 5,182 и 22,09 ± 0,829 мг/г сухой массы со-
ответственно (Шарковщинский район). Несколько меньше соединений фенольной природы в со-
цветиях ‒ 168,70 ± 4,341 мг/г сухой массы. Количество флавоноидов в соцветиях составило 
19,45 ± 1,160 мг/г сухой массы. В стеблях накопление фенольных соединений было минималь-
ным – 44,05 ± 1,934 мг/г сухой массы (табл. 2).

Результаты исследований показали, что у аборигенного вида череды максимальное коли- 
чество фенольных соединений и флавоноидов находилось также в листьях ‒ 183,22 ± 1,893  
и 32,29 ± 4,991 мг/г сухой массы соответственно (образец череды трехраздельной, собранной  
в Житковичском районе). В соцветиях их содержание составило 90,58 ± 1,485 и 12,50 ± 0,914 мг/г 
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сухой массы соответственно. В стеблях зафиксировано минимальное содержание сумм феноль-
ных соединений и флавоноидов – 43,69 ± 0,868 и 6,02 ± 0,325 мг/г сухой массы соответственно.  
В корнях количество флавоноидов составило 2,06 ± 0,722 мг/г сухой массы (максимальное содер-
жание – в образце из Борисовского района) либо было ниже предела определения (табл. 3).

Необходимо отметить, что в некоторых случаях содержание фенольных соединений в соцве-
тиях было больше, чем в листьях, что можно наблюдать в образцах B. frondosus, собранной в г. Мин- 
ске (табл. 1), B. connatus из Вилейского (табл. 2) и B. tripartitus из Борисовского района (табл. 3). 

Т а б л и ц а  1. Содержание сумм фенольных соединений и флавоноидов в траве и различных органах  
B. frondosus, мг/г сухой массы

T a b l e  1. Total phenolic compounds and flavonoids accumulation in the air parts and different organs  
of B. frondosus, mg/g dry weight

Объект
Любанский р-н Солигорский р-н г. Минск

Сумма фенольных 
соединений

Сумма  
флавоноидов

Сумма фенольных 
соединений

Сумма  
флавоноидов

Сумма фенольных 
соединений

Сумма
флавоноидов

Листья 212,76 ± 2,697 34,22 ± 2,584 172,59 ± 2,032 23,56 ± 0,608 59,90 ± 1,374 6,82 ± 0,688
Соцветия 125,84 ± 2,985 17,05 ± 1,296 138,64 ± 1,862 15,12 ± 0,692 75,82 ± 1,310 5,90 ± 0,696
Стебли 39,91 ± 0,604 5,02 ± 0,316 38,55 ± 0,927 4,87 ± 0,252 23,84 ± 0,295 1,88 ± 0,280
Корни 24,98 ± 0,565 – 12,25 ± 0,218 – 13,99 ± 0,344 1,05 ± 0,660
Трава 156,52 ± 0,806 19,13 ± 1,628 138,95 ± 1,673 17,39 ± 0,492 60,41 ± 1,348 7,33 ± 0,616

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3 прочерк означает, что содержание флавоноидов ниже предела определения. 

Т а б л и ц а  2. Содержание сумм фенольных соединений и флавоноидов в траве и различных органах  
B. connatus, мг/г сухой массы

T a b l e  2. Total phenolic compounds and flavonoids accumulation in the air parts and different organs  
of B. connatus, mg/g dry weight

Объект

Шарковщинский р-н Вилейский р-н Дзержинский р-н

Сумма фенольных 
соединений

Сумма  
флавоноидов

Сумма фенольных 
соединений

Сумма  
флавоноидов

Сумма фенольных 
соединений

Сумма  
флавоноидов

Листья 187,27 ± 5,182 22,09 ± 0,829 108,04 ± 3,680 16,29 ± 1,745 84,35 ± 1,635 14,40 ± 0,527
Соцветия 168,70 ± 4,341 19,45 ± 1,160 117,00 ± 0,158 14,16 ± 0,259 68,43 ± 1,103 11,47 ± 0,233
Стебли 44,05 ± 1,934 4,28 ± 0,339 21,517 ± 0,378 2,56 ± 0,230 11,73 ± 1,651 1,92 ± 0,532
Корни 54,01 ± 2,916 2,09 ± 0,497 24,59 ± 0,257 0,38 ± 0,171 23,20 ± 0,903 2,86 ± 0,496
Трава 129,24 ± 0,660 14,74 ± 1,108 89,74 ± 3,835 12,00 ± 1,334 54,86 ± 2,009 11,22 ± 0,281

Т а б л и ц а  3. Содержание сумм фенольных соединений и флавоноидов в траве и различных органах  
B. tripartitus, мг/г сухой массы

T a b l e  3. Total phenolic compounds and flavonoids accumulation in the air parts and different organs  
of B. tripartitus, mg/g dry weight

Объект
Глубокский р-н Борисовский р-н Житковичский р-н

Сумма фенольных 
соединений

Сумма 
флавоноидов

Сумма фенольных 
соединений

Сумма 
флавоноидов

Сумма фенольных 
соединений

Сумма 
флавоноидов

Листья 123,80 ± 1,085 12,64 ± 1,197 138,88 ± 3,676 27,98 ± 1,528 183,22 ± 1,893 32,29 ± 4,991
Соцветия 101,20 ± 0,662 7,10 ± 1,054 140,30 ± 1,912 26,72 ± 2,348 90,58 ± 1,485 12,50 ± 0,914
Стебли 32,82 ± 0,433 – 40,23 ± 0,718 7,58 ± 1,066 43,69 ± 0,868 6,02 ± 0,325
Корни 47,93 ± 0,573 – 26,22 ± 0,498 2,06 ± 0,722 55,83 ± 0,895 –
Трава 112,9 ± 1,150 7,98 ± 1,059 107,47 ± 2,048 18,56 ± 0,428 91,35 ± 1,674 13,50 ± 0,676

Из данных табл. 1 видно, что сумма фенольных соединений в траве B. frondosus варьирова-
лась от 60,41 ± 1,348 (г. Минск) до 156,52 ± 0,806 мг/г сухой массы (Любанский р-н). В образце, 
собранном в Солигорском районе, сумма соединений фенольной природы составила 138,95 ±  
1,673 мг/г сухой массы. Доля флавоноидов в общей сумме фенольных соединений в траве череды 
олиственной была равна примерно 12 % (от 7,33 ± 0,616 до 19,13 ± 1,628 мг/г сухой массы).
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Максимальное содержание фенольных соединений и флавоноидов в траве B. сonnatus было 
отмечено в образце, собранном в Шарковщинском районе, – 129,24 ± 0,660 и 14,74 ± 1,108 мг/г 
сухой массы соответственно (табл. 2). Минимальное – в траве, заготовленной в Дзержинском 
районе, ‒ 54,86 ± 2,009 мг/г сухой массы. Сумма флавоноидов в траве данного образца составила 
11,22 ± 0,281 мг/г сухой массы.

Сумма фенольных соединений в траве B. tripartitus варьировалась от 91,35 ± 1,674 (Житкович-
ский район) до 112,9 ± 1,150 мг/г сухой массы (Глубокский район). Количество флавоноидов  
в общей сумме фенольных соединений в траве череды трехраздельной находилось в пределах от 
7,98 ± 1,059 до 18,56 ± 0,428 мг/г сухой массы (табл. 3).

Таким образом, как и следовало ожидать, содержание фенольных соединений и флавоноидов 
в траве и различных органах растений всех исследованных видов череды значительно изменяется 
в зависимости от места сбора образцов. Уровни содержания фенольных метаболитов различаются 
в 3,5 раза и более. Согласно результатам наших исследований, череда олиственная и череда срост-

 
    а 

     b 

 
    c 

 
      d 

    e 
 

     f 

Суммы фенольных соединений (a, c, e) и флавоноидов (b, d, f ) в экстрактах B. frondosus (a, b), B. connatus (c, d),  
B. tripartitus (e, f ), собранных в д. Лапичи Осиповичского района Могилевской области

Total phenolic compounds (a, c, e) and flavonoids (b, d, f ) accumulation in extracts of B. frondosus (a, b), B. connatus (c, d),  
B. tripartitus (e, f ), collected in village Lapichi, Osipovichsky district, Mogilev
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ная характеризовались бόльшим диапазоном варьирования суммы фенольных соединений в зависи-
мости от условий произрастания по сравнению с данным показателем у череды трехраздельной.

Различия в содержании исследованных соединений часто определяются условиями произ-
растания: структурой, минеральным составом и влажностью почвы, освещенностью, темпера-
турным режимом и другими факторами. Например, по данным [17, 18], УФ-облучение на фоне 
засухи повышает в растениях секрецию флавоноидов. J. P. Bryant и M. Keinänen [19, 20] устано-
вили, что на содержание соединений фенольной природы влияет плодородие почв. Так, в расте-
ниях, произрастающих на обедненной азотом почве, наблюдалось увеличение данного показате-
ля по сравнению с таковым в почвах, богатых этим элементом. Также имеются сведения, что при 
усилении пастбищной нагрузки изменяются условия произрастания растений, обусловленные 
увеличением доступа солнечного света к поверхности почвы, что также способствует повыше-
нию содержания фенольных соединений в листьях [21].

В ходе мониторинга распространения инвазивных видов череды были выявлены геогра-
фически близкие локалитеты произрастания B. frondosus, B. connatus и B. tripartitus, например  
в д. Лапичи Осиповичского района Могилевской области. Анализ данного сырья B. frondosus 
показал, что в траве сумма фенольных соединений и флавоноидов составляла 117,40 ± 2,123  
и 15,065 ± 1,028 мг/г сухой массы соответственно (см. рисунок, a, b). Максимальное количество 
компонентов фенольной природы находилось в соцветиях ‒ 157,19 ± 4,790 (сумма фенольных со-
единений) и 25,96 ± 0,260 (сумма флавоноидов) мг/г сухой массы. В листьях эти показатели со-
ставили 147,57 ± 1,931 и 23,14 ± 0,461 мг/г сухой массы соответственно. В стеблях и корнях содер-
жание фенольных соединений было минимальным.

В траве череды сростной, собранной в Осиповичском районе (cм. рисунок, с, d), содержание 
суммы фенольных соединений и флавоноидов составило 100,56 ± 1,412 и 11,16 ± 0,345 мг/г сухой 
массы соответственно. Максимальное накопление было отмечено в листьях (146,35 ± 2,247  
и 23,78 ± 1,010 мг/г сухой массы соответственно). Минимальное содержание веществ фенольной 
природы наблюдалось в стеблях.

В траве аборигенного вида, череды трехраздельной, содержалось 121,67 ± 1,355 мг/г сухой мас-
сы фенольных соединений и 11,71 ± 0,934 мг/г сухой массы флавоноидов (cм. рисунок, e, f ). Макси-
мальное содержание метаболитов в данных образцах отмечено в листьях ‒ 133,87 ± 3,392 (сумма фе-
нольных соединений) и 23,12 ± 1,046 (сумма флавоноидов) мг/г сухой массы. В корнях сумма феноль-
ных соединений была минимальной, а количество флавоноидов было ниже уровня определения.

Таким образом, череда олиственная, череда сростная и череда трехраздельная, произрастаю-
щие в географически близких локалитетах, обладают сходными суммами фенольных соедине-
ний и флавоноидов.

Заключение. Установлено, что содержание фенольных соединений и флавоноидов в траве  
и различных органах растений всех исследованных видов череды (инвазивные виды – череда 
олиственная и череда сростная, аборигенный вид – череда трехраздельная), произрастающих на 
территории Беларуси, варьировалось в зависимости от условий произрастания. Уровни содержа-
ния фенольных метаболитов различались в 3,5 раза и более. Согласно результатам наших иссле-
дований, череда олиственная и череда сростная характеризовались бόльшим диапазоном варьиро-
вания суммы фенольных соединений в зависимости от условий произрастания, чем у череды трехраз-
дельной. Так, сумма фенольных соединений и флавоноидов в траве B. frondosus отличалась в 2,6 
и 2,7 раза соответственно, сумма метаболитов фенольной природы в траве растений B. connatus –  
в 2,3 раза, а сумма флавоноидов ‒ в 1,3 раза. Сумма фенольных соединений в траве B. tripartitus 
в зависимости от условий произрастания отличалась в 1,2 раза, а сумма флавоноидов – в 2,3 раза.

Сравнительный анализ сумм фенольных соединений и флавоноидов в растениях череды, со-
бранных в географически близких локалитетах, показал сходство данных параметров в инвазив-
ных видах череды – череде олиственной и череде сростной, а также в аборигенном представите-
ле данного вида – череде трехраздельной. Таким образом, чужеродные виды череды, собранные 
в определенных локалитетах, могут быть источником хозяйственно ценных фенольных соединений 
и флавоноидов. Заготовка инвазивных видов череды B. frondosus и B. connatus позволит регули-
ровать их распространение на территории Беларуси и предотвратить вытеснение аборигенного 
вида череды B. tripartitus, минимизируя их негативное влияние на экологические системы.
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ВЛИЯНИЕ ПОВЫШЕННОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ НА ПЕРЕНОС ЭЛЕКТРОНОВ  
В ХЛОРОПЛАСТАХ ЯЧМЕНЯ

Аннотация. С использованием метода РАМ-флуориметрии оценена эффективность функционирования перено-
счиков электронов в тилакоидных мембранах необработанных и подвергшихся тепловому воздействию 7-дневных 
проростков ячменя. Исследованы переходные состояния темнота–свет в хлоропластах после теплового воздействия. 
Выявлены термоиндуцированные изменения протекания линейного и циклического транспорта электронов в хлоро-
пластах. Показана активация НАД(Ф)Н-зависимого электронного потока после воздействия повышенной температу-
ры. Высказано предположение о регуляторной роли ΔрН тилакоидных мембран в распределении потоков электронов 
и адаптации фотосинтетического аппарата к стрессовым воздействиям.
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INFLUENCE OF ELEVATED TEMPERATURE ON ELECTRON FLOWS  
IN CHLOROPLASTS OF BARLEY

Abstract. The efficiency of electron carriers in thylakoid membranes untreated and exposed to heat 7-day-old barley 
seedlings was evaluated with PAM fluorescence. Darkness–light transitional states in chloroplasts after heat exposure are 
studied. Thermoinduced changes in linear and cyclic electron transport chain of chloroplasts are revealed. The activation  
of NADPH-dependent electron flux after exposure to elevated temperatures is shown. We assumed that ΔрН of thylakoid 
membranes employed the regulatory role in the distribution of electron flows and the adaptation of the photosynthetic appa-
ratus to stressful effects.

Keywords: photosynthetic apparatus, photosystem II, electron flows in chloroplasts, alternative electron transport, 
NADPH-oxidase, heat shock, РАМ-fluorescence 

For citation: Pshybytko N. L., Bachyshcha Т. S., Kabashnikova L. F. Influence of elevated temperature on electron flows 
in chloroplasts of barley. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the 
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Введение. Неотъемлемым свойством живого организма является его способность реагиро-
вать на любые изменения внешних условий. Способность адаптироваться к воздействию тех или 
иных факторов определяет выживаемость и продуктивность растений. К адаптационным меха-
низмам относятся изменение экспрессии генов, содержания микро- и макромолекул в клетках, 
нарушение клеточного метаболизма и др. [1, 2]. Известно, что воздействие повышенных темпе-
ратур приводит к значительному изменению водного баланса растений, оказывает влияние на 
протекание биохимических и физиологических процессов, структуру мембран, ультраструктуру 
субклеточных органелл, нарушает процессы фотосинтеза [3]. Наибольшей чувствительностью  
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к повреждающим воздействиям отличается световая стадия фотосинтеза [4]. Природа этой стрес-
сочувствительности определяется как сложным строением пигмент-белковых комплексов тила-
коидных мембран, так и тонкими механизмами регуляции электронных потоков в хлоропластах, 
редокс-регуляцией и метаболической регуляцией. 

В фотосинтетическом аппарате существует сложная система регуляции фотосинтетических 
реакций, препятствующая развитию свободнорадикальных процессов и повреждению тилако-
идных мембран. Особенно отчетливо данные механизмы проявляются при переходе фотосинте-
тического аппарата из состояния полной адаптации к темноте к состоянию адаптации к свету 
[5]. При освещении адаптированных к темноте хлоропластов, в которых реакционные центры 
фотосистем (ФС) «открыты», энергия электронного возбуждения поглотивших кванты света мо-
лекул пигментов-светосборщиков передается в реакционный центр ФС2, где происходит разде-
ление зарядов, а поглотивший два электрона пластохинон присоединяет два протона, отделяется 
от пигмент-белкового комплекса ФС2 и может диффундировать в липидном бислое к ци-
тохром-b6/f комплексу. В то же время в ФС1 происходит фотоиндуцированное разделение зарядов 
в реакционном центре, окисление пластоцианина, восстановление ферредоксина. Пластоцианин 
переносит окислительный эквивалент к цитохром-b6/f комплексу, после чего посредством окис-
ленных Fe-S-центра Риске и цитохрома f гидрохинон превращается в семихинон, а цитохром  
b участвует в превращении семихинона в хинон. Поскольку реакции разделения зарядов и окисле-
ния первичных и вторичных акцепторов происходят за пико-наносекунды, а перенос электронов 
подвижными переносчиками осуществляется на несколько порядков медленнее, то последний 
процесс может рассматриваться как процесс, который лимитирует и регулирует работу элек-
трон-транспортной цепи хлоропластов (ΔрН-зависимая регуляция). 

Координация работы обеих фотосистем осуществляется через фосфорилирование светосо-
бирающего комплекса ФС2 (ССК2) [6]. В темноте (состояние 1) мобильный тример ССК2 ассо-
циирован с ФС2. При освещении происходит перевосстановление пула пластохинонов и ци-
тохромов b6/f-комплекса, что активирует протеинкиназу, фосфорилирующую мобильный три-
мер. В результате фосфорилирования поверхность ССК2 приобретает отрицательный заряд, 
что приводит к его диссоциации от ФС2. Фосфорилированный мобильный тример может при-
соединяться к ФС1. Состояние, при котором мобильный тример ассоциирован с ФС1, называ-
ется состоянием 2. При окислении пластохинонов  происходит обратная реакция дефосфори-
лирования ССК2 протеинфосфотазой, возвращение его в район стекованных мембран гран 
и увеличение притока энергии к ФС2, что сопровождается переключением системы из состоя-
ния 2 в состояние 1 [6, 7]. В результате перехода из состояния 1 в состояние 2 энергия излуче-
ния перенаправляется от ФС2 к ФС1, которая более эффективно осуществляет циклический 
поток электронов. 

Светозависимая регуляция активности АТФ-синтазы происходит по принципу редокс-регу-
ляции. Восстановленные молекулы ферредоксина служат донорами электронов для тиоредоксина, 
который в свою очередь восстанавливает дисульфидные мостики субъединицы g, в результате 
чего фермент переходит в активное состояние. В темноте АТФсинтаза дезактивируется [8, 9]. 

Взаиморегуляция темновой и световой стадий фотосинтеза осуществляется через продукты 
фотохимической стадии фотосинтеза – АТФ + НАДФН, необходимые для ассимиляции углерода, 
и посредством редокс-регуляции ферментов. Активность ключевого фермента цикла Кальвина–
Бенсона – рибулозодифосфат-карбоксилазы (РБФК) – контролируется состоянием ее тиоловых 
групп [8, 10]. В темноте, когда тиоловые группы окислены (–S–S-мостики), РБФК находится  
в неактивном состоянии. При освещении хлоропластов РБФК переходит в активное состояние, 
при котором тиоловые группы восстанавливаются (–SH) с участием тиоредоксина. В хлоропла-
стах тиоредоксин в свою очередь восстанавливается посредством ферредоксин-тиоредоксинре-
дуктазы, принимая два электрона от двух восстановленных молекул ферредоксина. Активации 
РБФК способствуют также другие факторы: изменение рН и содержания ионов Mg2+ в строме 
хлоропластов, что наблюдается при освещении листа.

Цель данной работы – исследование механизмов регуляции потоков электронов в хлоропла-
стах при умеренном тепловом воздействии, не приводящем к некрозу тканей и гибели растения.
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Объекты и методы исследования. В качестве объектов исследования использовали 7-днев-
ные проростки ячменя сорта Гонар. Зеленые проростки выращивали, используя специальные 
сетки, в лабораторных условиях на слое фильтровальной бумаги, увлажненной водопроводной 
водой. Для исследований использовали первый лист проростков. Тепловую обработку растений 
проводили в воздушном термостате ТС-80М-2 в течение 3 ч при 40 °С и постоянном освещении 
(120 мкмоль квантов·м–2·с–1).

Флуоресценцию хлорофилла а регистрировали на флуориметре Dual-PAM-100 (Walz, Герма-
ния). Перед измерением листья адаптировали к темноте в течение 15 мин. Модули рованный  
с низкой частотой (32 Гц) слабый свет (650 нм, 0,04 мкмоль квантов м–2·с–1) возбуждал фоновую 
флуоресценцию (F0), а световой импульс (λ = 665 нм) высокой интенсивности (3500 мкмоль кван-
тов·м–2·с–1) увеличивал квантовый выход флуоресценции до уровня Fm. 

На основании кинетики флуоресценции хлорофилла а, измеренной при комнатной темпера-
туре с применением периодических коротких насыщающих импульсов на фоне актиничного 
света интенсивностью 120 мкмоль квантов·м–2·с–1, были рассчитаны следующие показатели [11, 
12]: потенциальный квантовый выход фотохимических реакций: ФС2 Fv/Fm = (Fm – F0)/Fm; эффек-
тивный квантовый выход фотохимических реакций ФС2: ФФС2 = (Fmʹ – Ft)/Fm ;́ cкорость транспорта 
электронов: ETR2 = РАR·ФФС2/(Fv/Fm); фотохимическое тушение флуоресценции хлорофилла а: 
qP = (Fmʹ – Ft)/(Fmʹ – F0ʹ); нефотохимическое тушение флуоресценции хлорофилла а:  qN = (Fmʹ – F0)/ 
Fm ,́ где F0 – минимальный квантовый выход флуоресценции адаптированного к темноте образца 
после включения света низкой интенсивности; Fm – максимальный квантовый выход флуорес-
ценции образца, предварительно инкубированного в темноте, после вспышки насыщающего 
света; Fʹm – максимальный квантовый выход флуоресценции, регистрируемый после применения 
вспышки насыщающего света на фоне действия актиничного света; Fʹ0 – квантовый выход флуо-
ресценции, измеряемый на фоне действия света низкой интенсивности после вспышки насыща-
ющего света; РАR – фотосинтетически активная радиация.

Выделение хлоропластов второго класса осуществляли по методу, приведенному в работе [13]. 
Среда выделения включала холодный 0,05 M Трис-HCl буфер (рН 8,0) с добавлением 0,4 М сахарозы, 
10 мМ NaCl, 2 мМ ЭДТА, 15 мМ БСА или 50 мМ Трис-HCl буфер (рН 8,0) с добавлением 0,35 М NaCl. 

Скорость нециклического и циклического фотофосфорилирования определяли по методу 
[14], основанному на измерении количества неорганического фосфора в реакционной смеси до  
и после освещения. При определении скорости циклического фотофосфорилирования использо-
вали реакционную смесь, содержащую 15 мM Трис-HCl буфер (рН 7,8), 20 мМ NaCl, 3 мМ MgCl2, 
3 мМ АДФ, 3 мM K2HPO4, 30 мкМ феназинметасульфат и суспензию хлоропластов, эквива- 
лентную 0,1 мг хлорофилла (а + b). Для определения скорости нециклического фотофосфорили-
рования, сопряженного с восстановлением феррицианида, использовали реакционную смесь, со-
держащую 15 мM Трис-HCl буфер (рН 7,8), 20 мМ NaCl, 4 мМ MgCl2, 1 мМ АДФ, 4 мM KH2PO4, 
1 мМ K3Fe(CN)6 и суспензию хлоропластов, концентрация которой была эквивалентна 0,1 мг хло-
рофилла (а + b). Реакционную смесь освещали в течение 5 мин при температуре 18–20 °С светом 
с интенсивностью 400 мкмоль квантов·м–2·с–1. Реакцию останавливали выключением света и до-
бавлением в реакционную смесь трихлоруксусной кислоты до конечной концентрации 2 %  
и CH3COONa до конечной концентрации 0,2 М. Содержание неорганического фосфора в пробах 
определяли методом Лоури [15]. Показателем фосфорилирующей активности хлоропластов слу-
жила убыль неорганического фосфора за время инкубации. 

Активность НАДФН-оксидазы определяли, согласно приведенному в работе [16] методу, по 
окислению НАДФН. Реакцию проводили в реакционной смеси, содержащей 50 мМ HEPES-KOH 
(рН 7,8), 0,1 мМ ЭДТА, 1 мкМ KCN и 100 мкМ НАДФН. Скорость окисления НАДФН определя-
ли на спектрофотометре Shimadzu по уменьшению адсорбции при 340 нм и рассчитывали с ис-
пользованием коэффициента экстинкции 6,22 мМ–1·см–1. Содержание белка во фракциях измеряли 
по методу Лоури [17]. 

Для обработки полученных результатов использовали стандартные пакеты программ Micro-
soft Excel 2010, STATISTICA 10. Основными статистическими характеристиками служили: среднее 
арифметическое (х), среднее квадратичное отклонение (S), ошибка средней величины (Sx). Различия 
между средними показателями оценивали при уровне значимости (р) не менее 0,05. 
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Результаты и их обсуждение. С целью выявления нарушений фотосинтетических реакций 
при действии повышенной температуры с помощью метода РАМ-флуориметрии изучено струк-
турно-функциональное состояние ФС2 и ее акцепторов. Потенциальный (Fv/Fm) и эффективный 
(ΦФС2) квантовые выходы фотохимических реакций ФС2, так же как и скорость потока электро-
нов через ФС2 (ETR2), существенно не отличались в необработанных и прогретых проростках 
ячменя (см. таблицу), что свидетельствует об отсутствии повреждений пигмент-белкового ком-
плекса ФС2 и нарушений в протекании первичных фотохимических реакций в реакционном 
центре ФС2 в результате температурной обработки. 

Параметры индукции флуоресценции хлорофилла а необработанных  
и подвергшихся тепловому воздействию (3 ч, 40 ºС) проростков ячменя

Chlorohyll a fluorescence parameters in untreated and heated 
(3 h, 40 ºС) barley seedlings

Показатель
Вариант

Контроль ТШ (тепловой шок)

F0 0,793 ± 0,001 0,725 ± 0,001*

Fv/Fm 0,801 ± 0,005 0,820 ± 0,001*

ΦФС2 0,681 ± 0,001 0,656 ± 0,001*

ETR2 37,50 ± 0,47 36,10 ± 0,60*

qN 0,266 ± 0,002 0,255 ± 0,001*

qP 0,892 ± 0,004 0,885 ± 0,002*

П р и м е ч а н и е. Представлены данные, полученные на 
основании 9 независимых измерений на разных проростках яч-
меня. * – различия между вариантами достоверны при р ≤ 0,05.

О состоянии электрон-транспортной цепи хлоропластов судили по кинетической кривой пе-
ременной флуоресценции хлорофилла а (рис. 1). Изменения переменной флуоресценции обу-
словлены окислительно-восстановительными превращениями QА – первичного акцептора элек-
трона ФС2. Восстановление QА вызывает возрастание флуоресценции, а его окисление вслед-
ствие дальнейшего транспорта электрона по электрон-транспортной цепи – ее уменьшение или 

Рис. 1. Типичные кинетики флуоресценции хлорофилла а в необработанных  
и прогретых первых листьях проростков ячменя

Fig. 1. Kinetics of chlorophyll а fluorescence of first leaves of untreated and heated barley seedlings
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тушение [11]. После включения актиничного света наблюдается быстрое восстановление всех 
первичных акцепторов ФС2 и рост переменной флуоресценции до максимального уровня Р  
(около 1 с). Затем при продолжающемся освещении свечение снижается до стационарного уров-
ня Т в течение 10–20 мин. Индукция флуоресценции хлорофилла а имеет несколько пиков, кото-
рые обусловлены процессами, происходящими в фотосинтетическом аппарате. Продолжительное 
освещение адаптированных к темноте объектов приводит к постепенной активации ферментов 
цикла Кальвина. Наиболее быстро активируется на свету терминальный компонент электрон- 
транспортной цепи – фермент ферредоксин: НАДФ+-оксидоредуктаза (ФдОР). Уже через несколько 
секунд освещения она приобретает способность акцептировать электроны, и уровень перемен-
ной флуоресценции снижается от максимума Р до квазистационарного уровня S1. После началь-
ного участка светового спада PS1 переменная флуоресценция вновь растет на свету до второго 
максимума М1, появление которого связывают с возрастанием протонного градиента на тилако-
идной мембране. Затем отмечается повторный спад флуоресценции до промежуточного мини-
мума S2 и через 1,5–2 мин после начала освещения наблюдается третий кинетический максимум 
М2. Поскольку пик М2 специфически реагирует на присутствие СО2 в газовой фазе, то его появ-
ление считается отражением полной активации ферментов темновой стадии фотосинтеза [18]. 
После пика М2 переменная флуоресценция снижается до низкого стационарного уровня Т. На 
рис. 1 представлены кинетические кривые флуоресценции хлорофилла а, зарегистрированные 
при освещении листьев постоянным актиничным и периодическими насыщающими вспышками 
света, которые полностью восстанавливают первичный акцептор ФС2 QA. После каждого насы-
щающего импульса наблюдался спад флуоресценции PS1, и затем рост S1M1. Сравнение кинети-
ки флуоресценции хлорофилла а контрольных и прогретых проростков ячменя выявило более 
быстрые нарастание S1M1 и спад пика S1 в термообработанных листьях. Эти данные могут сви-
детельствовать о более интенсивном оттоке электронов на акцепторной стороне ФС1 и нараста-
нии протонного градиента на тилакоидной мембране в прогретых проростках по сравнению  
с контрольными растениями. 

Молекулярную природу затухания флуоресценции хлорофилла а позволяет выявить анализ 
компонентов тушения – фотохимического и нефотохимического. Фотохимическое тушение обу-
словлено окислением QA акцепторами электрон-транспортной цепи хлоропластов. Нефотохи-
миче ское тушение связано с безызлучательной диссипацией энергии электронного возбуждения, 
причинами которой являются ацидификация люмена и повышенный градиент концентрации 
протонов на тилакоидной мембране, разобщение светособирающего комплекса и ФС2, инакти-
вация реакционных центров ФС2 вследствие фотоингибирования, образование зеаксантина  
и др. [11, 19, 20]. На рис. 2 представлены кинетики фотохимического и нефотохимического туше-
ния флуоресценции хлорофилла а. Достоверные различия в ходе кинетики фотохимического ту-
шения контрольных и прогретых листьев наблюдались в первые 60 с после включения актинич-
ного света, нефотохимического – первые 160 с. Предварительное тепловое воздействие приводи-
ло к более интенсивному росту коэффициента фотохимического тушения в первые секунды 
после включения актиничного света. Подобный ход кинетической кривой qP может свидетель-
ствовать о том, что тепловое воздействие ускоряет светоиндуцированный переход фотосинтети-
ческого аппарата из неактивного состояния в активное и формирование транстилакоидного про-
тонного градиента.

Кинетика светоиндуцированного изменения нефотохимического тушения флуоресценции 
хлорофилла в прогретых проростках ячменя отличалась более высокой скоростью индуциро-
ванного светом роста qN с последующим сильно выраженным спадом по сравнению с контроль-
ными растениями. Считается, что быстрый компонент нефотохимического тушения – «энергоза-
висимое» тушение обусловлено внутритилакоидной ацидификацией во время светоиндуцирован-
ного перемещения протонов вдоль мембраны [18, 19]. Последующий спад qN связан с синтезом 
АТФ и активизацией ферментов цикла Кальвина. Таким образом, в прогретых проростках ячменя 
наблюдалось ускорение процесса ацидофикации люмена по сравнению с контрольными в первые 
секунды освещения актиничным светом и быстрая активация темновой стадии фотосинтеза.
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Для ответа на вопрос, приводит ли термоиндуцированный рост транстилакоидного протон-
ного градиента к повышению светоиндуцированного синтеза АТФ или активизирует альтерна-
тивные протекторные механизмы, была оценена скорость фотофосфорилирования. Тепловая об-
работка, наряду с существенным повышением скорости циклического фотофосфорилирования, 
вызывала незначительное снижение скорости нециклического фотофосфорилирования (рис. 3). 
Полученные нами результаты соответствуют литературным данным [21], согласно которым ак-
тивация циклического пути транспорта электрона рассматривается как защитный механизм рас-
тений при воздействии ряда стрессовых факторов. 

Существует несколько циклических потоков электронов через ФС1. Кроме классического ци- 
клического транспорта электронов, протекающего от ферредоксина через цитохром b6/f-комплекс 
на пластоцианин, имеются и альтернативные потоки передачи электронов от ФС1 на пластохи-
ноновый пул. Ферредоксин- и светозависимый транспорт электронов катализируется Фд:НАДФ-
оксидоредуктазой, Фд:хинон-оксидоредуктазой и регулируется мембранными белками тилакои-
дов PGR5 и PGRL1 [22, 23]. Кроме того, Фд:НАДФ-оксидоредуктаза может поставлять электроны 
для восстановления пластохинонов в темноте через НАД(Ф)Н-дегидрогеназу [23, 24]. В настоящее 
время функциональная роль данного электронного потока активно изучается. Очевидно, что 
данный поток электронов играет важную роль в адаптации фотосинтетической электрон-транс-
портной цепи к изменяющимся условиям окружающей среды, будь то незначительные колеба-
ния освещенности или летальные стрессовые факторы [25, 26]. Изучение активности НАДФН-
оксидазы показало, что в прогретых проростках она в 1,3 раза выше, чем в контроле (рис. 4). 
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Рис. 2. Кинетики фотохимического (а) и нефотохимического (b) тушения флуоресценции хлорофилла а  
в контрольных и прогретых первых листьях проростков ячменя. * – различия между вариантами  

на рис. 2–4 достоверны при р ≤ 0,05

Fig. 2. Kinetics of photochemical (а) and nonphotochemical (b) quenching of chlorophyll а fluorescence in control  
and heated first leaves of barley seedlings. * – differences between the variants in fig. 2–4 are significant at p ≤ 0.05
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Заключение. Суммируя полученные данные, можно заключить, что при тепловом воздей-
ствии (3 ч, 40 °С) процессы световой стадии фотосинтеза быстро адаптируются к изменяющим-
ся условиям окружающей среды для предотвращения структурных повреждений основных пиг-
мент-белковых комплексов. Изучение перехода фотосинтетических мембран из состояния 1 
(адаптированные к темноте) в состояние 2 (адаптированные к освещению) позволило выявить, 
что в прогретых проростках после включения актиничного света наблюдается более интенсив-
ный светозависимый рост транстилакоидного протонного градиента, чем в контрольных расте-
ниях. Генерация повышенного транстилакоидного протонного градиента может происходить  
в результате сокращения объема фотосинтетически активного пластохинонового пула, что было 
показано нами для 7-дневных прогретых проростков ячменя [27]. Однако повышенный уровень 
окисленности данного пула в исследуемых условиях теплового стресса [27] свидетельствует об 
активации альтернативного, циклического, потока электронов. Полученные данные подтвержда-
ют это предположение, при этом показана термоиндуцированная активизация альтернативного 
НАД(Ф)Н-зависимого потока электронов. Активация циклического транспорта электронов про-
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Рис. 3. Влияние повышенной температуры на скорость нециклического  
и циклического фотофосфорилирования в проростках ячменя

Fig. 3. Effect of elevated temperature on rate of cyclic and non-cyclic photophosphorylation  
in barley seedlings 
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Fig. 4. NADPH-oxidase activity in 7-days-old barley seedlings in norm and under heating
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исходит, как известно, для поддержания корректного отношения НАД(Ф)Н/АТФ и предотвраще-
ния перевосстановления стромальных носителей [28, 29]. Далее, по мере установления квазиста-
ционарного состояния фотосинтетического аппарата, активизируются ферменты цикла 
Кальвина, потребляющие АТФ и НАД(Ф)Н, достигается равновесие между функционированием 
электрон-транспортной цепи хлоропластов и темновой стадией фотосинтеза. Эффективность 
функционирования фотосинтетических процессов в предварительно прогретых (3 ч, 40 °С) и кон-
трольных растениях в этот период достоверно не различалась. Нами сделано предположение, что 
регуляция функционирования электрон-транспортной цепи хлоропластов может происходить 
следующим образом. В соответствии с моделью латеральной организации тилакоидных мем-
бран, предложенной в работах [29, 30], линейный и циклический потоки электронов проходят через 
различные типы ФС1 (ФС1лин и ФС1цикл), которые локализованы в различных компартментах ти-
лакоидных мембран. ФС1лин связана с ФдОР, через которую и передает электроны к НАДФ+. 
ФС1цикл не связана с ФдОР и не способна передавать электроны на растворимый пул ферредоксина. 
В этом случае ФдОР формирует комплекс с цитохром b6/f-комплексом, на стромальной стороне 
которого локализуется сайт связывания ферредоксина. Кроме того, электронные потоки через 
эти ФС обеспечиваются различными пулами пластохиноновых молекул. В условиях активиза-
ции циклического электронного транспорта происходит высвобождение ФдОР от ФС1 и соотноше-
ние ФС1цикл/ФСобщ увеличивается. Возрастает и количество пластохиноновых молекул, участву-
ющих в циклическом электронном транспорте. При этом количество окисленных пластохиноно-
вых молекул на акцепторной стороне ФС2 может не изменяться на фоне повышения общего 
количества окисленных пластохинонов. В результате ΔрН снижается и ФдОР вновь может обра-
зовывать комплекс с ФС1.

Список использованных источников

1. He, M. Abiotic stresses: general defenses of land plants and chances for engineering multistress tolerance / M. He, Ch.-Q. 
He, N.-Zh. Ding // Frontiers Plant Sci. – 2018. – Vol. 9. – Art. 1771. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01771 

2. Enhancing the abiotic stress tolerance of plants: from chemical treatment to biotechnological approaches / H.-Ch. Nguyen 
[et al.] // Physiologia Plantarum. – 2018. – Vol. 164, N 4. – P. 452–466. https://doi.org/10.1111/ppl.12812 

3. Plant responses and tolerance to high temperature stress: role of exogenous phytoprotectants / N. Kamrun [et al.] // 
Crop production and global environmental issues / ed. Kh. R. Hakeem. – Cham, 2015. – P. 385–435. 

4. Carpentier, R. Effect of high-temperature stress on the photosynthetic apparatus / R. Carpentier // Books in soils, 
plants, and the environment / ed. M. Pessarakli. – New York, 1999. – P. 337–348. 

5. Derks, A. Diverse mechanisms for photoprotection in photosynthesis. Dinamic regulation of photosystem II excitation 
in response to rapin environmental change / A. Derks, K. Schaven, D. Bruce // Biochim. Biophys. Acta. Bioenergetics. – 2015. – 
Vol. 1847, N 4–5. – P. 468–485. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2015.02.008 

6. During state 1 to state 2 transition in arabidopsis thaliana, the photosystem II supercomplex gets phosphorylated but 
does not disassemble / E. Wientjes [et al.] // J. Biol. Chem. – 2013. – Vol. 288, N 46. – P. 32821–32826. https://doi.org/10.1074/
jbc.m113.511691 

7. Chloroplast remodeling during state transitions in Chlamydomonas reinhardtii as revealed by noninvasive techniques 
in vivo / G. Nagy [et al.] // Proc. Nat. Acad. Sci. – 2014. – Vol. 111, N 13. – P. 5042–5047. https://doi.org/10.1073/pnas.1322494111 

8. Nikkanen, L. Chloroplast thioredoxin systems dynamically regulate photosynthesis in plants / L. Nikkanen, E. Rinta-
mäki // Biochem. J. – 2019. – Vol. 476, N 7. – P. 1159–1172. https://doi.org/10.1042/bcj20180707 

9. Thioredoxin redox regulates ATPase activity of magnesium chelatase CHLI subunit and modulates redox-mediated 
signaling in tetrapyrrole biosynthesis and homeostasis of reactive oxygen species in pea plants / T. Luo [et al.] // Plant Physiol. – 
2012. – Vol. 159, N 1. – P. 118–130. https://doi.org/10.1104/pp.112.195446 

10. Regulation of Rubisco activase and its interaction with Rubisco / A. R. Portis [et al.] // J. Exp. Bot. – 2007. – Vol. 59, 
N 7. – P. 1597–1604. https://doi.org/10.1093/jxb/erm240 

11. Krause, G. H. Chlorophyll fluorescence and photosynthesis: the basics / G. H. Krause, E. Weis // Annu. Rev. Plant. 
Physiol. Mol. Biol. – 1991. – Vol. 42, N 1. – P. 313–349. https://doi.org/10.1146/annurev.arplant.42.1.313 

12. Pfündel, E. Monitoring the effects of reduced PS II antenna size on quantum yields of photosystems I and II using the 
Dual-PAM-100 measuring system / E. Pfündel, Ch. Klughammer, U. Schreiber // PAM Application Notes. – 2008. – Vol. 1. – 
P. 21–24.

13. Robinson, H. H. Effect of manganese on the nuclear magnetic relaxivity of water protons in chloroplast suspensions / 
H. H. Robinson, R. R. Sharp, C. F. Yocum // Biochem. Biophys. Res. Commun. – 1980. – Vol. 93, N 3. – P. 755–761. https://doi.
org/10.1016/0006-291x(80)91141-9 

14. Гавриленко, В. Ф. Большой практикум по физиологии растений. Фотосинтез. Дыхание / В. Ф. Гавриленко,  
М. Е. Ладыгина, Л. М. Хандобина. – М. : Высш. шк., 1975. – 392 с.



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2020. Т. 65, № 2. C. 153–162 161

15. Lowry, O. H. The determination of inorganic phosphate in the presence of labile phosphate esters / O. H. Lowry,  
J. A. Lopez // J. Biol. Chem. – 1946. – Vol. 162. – P. 421–428.

16. Pinton, R. Zinc deficiency enhanced NAD(P)H-dependent superoxide radical production in plasma membrane 
vesicles isolated from roots of bean plants / R. Pinton, I. Cakmak, H. Marschner // J. Exp. Bot. – 1994. – Vol. 45, N 1. – P. 45–50. 
https://doi.org/10.1093/jxb/45.1.45 

17. Protein measurement with the Folin phenol reagent / O. H. Lowry [et al.] // J. Biol. Chem. – 1951. – Vol. 193, N 1. –  
P. 265–275.

18. Карапетян, Н. В. Переменная флуоресценция хлорофилла как показатель физиологического состояния расте-
ний / Н. В. Карапетян, Н. Г. Бухов // Физиология растений. – 1986. – Т. 33, № 5. – С. 1013–1026.

19. A four state parametric model for the kinetics of the non-photochemical quenching in Photosystem II / J. J. Snellenburg 
[et al.] // Biochem. Biophys. Acta. Bioenergetics. – 2017. – Vol. 1858, N 10. – P. 854–864. https://doi.org/10.1016/j.bbabio. 
2017.08.004 

20. pH dependence, kinetics and light-harvesting regulation of nonphotochemical quenching in Chlamydomonas /  
L. Tian [et al.] // Proc. Nat. Acad. Sci. – 2019. – Vol. 116, N 17. – P. 8320–8325. https://doi.org/10.1073/pnas.1817796116 

21. Ruban, A. V. The photoprotective molecular switch in the photosystem II antenna / A. V. Ruban, M. P. Johnson,  
Ch. D. P. Duffy // Biochem. Biophys. Acta. – 2012. – Vol. 1817, N 1. – P. 167–181. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2011.04.007 

22. Miyake, Ch. Alternative electron flows (water–water cycle and cyclic electron flow around PSI) in photosynthesis: 
molecular mechanisms and physiological functions / Ch. Miyake // Plant Cell Physiol. – 2010. – Vol. 51, N 12. – P. 1951–1963. 
https://doi.org/10.1093/pcp/pcq173 

23. Bukhov, N. Alternative photosystem I-driven electron transport routes: mechanisms and functions / N. Bukhov,  
R. Carpentier // Photosynth. Res. – 2004. – Vol. 82, N 1. – P. 17–33. https://doi.org/10.1023/b:pres.0000040442.59311.72 

24. Mulo, P. Chloroplast-targeted ferredoxin-NADP+ oxidoreductase: structure, function and location / P. Mulo // 
Biochem. Biophys. Acta. Bioenergetics. – 2011. – Vol. 1807, N 8. – P. 927–934. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2010.10.001 

25. Cold stress effect on PSI photochemistry in Zea mays: differential increase of FQR-dependent cyclic electron flow 
and functional implications / L. V. Savitch [et al.] // Plant Cell Physiol. – 2011. – Vol. 52, N 6. – P. 1042–1054. https://doi.
org/10.1093/pcp/pcr056 

26. Abolition of photosystem I cyclic electron flow in Arabidopsis thaliana following thermal-stress / J. Essemine [et al.] // 
Plant Physiol Biochem. – 2011. – Vol. 49, N 3. – P. 235–243. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2010.11.002 

27. Function of plastoquinone in heat stress reactions of plants / N. Pshybytko [et al.] // Biochim. Biophys. Acta. 
Bioenergetics. – 2008. – Vol. 1777, N 11. – P. 1393–1399. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2008.08.005 

28. Cyclic electron flow around photosystem I is essential for photosynthesis / Y. Munekage [et al.] // Nature. – 2004. – 
Vol. 429, N 6991. – P. 579–582. https://doi.org/10.1038/nature02598 

29. Joly, D. Regulation of energy dissipation in photosystem I by the redox state of the plastoquinone pool / D. Joly,  
R. Carpentier // Biochemistry. – 2007. – Vol. 46, N 18. – P. 5534–5541. https://doi.org/10.1021/bi602627d 

30. Joliot, P. Cyclic electron transfer in plant leaf / P. Joliot, A. Joliot // Proc. Nat. Acad. Sci. – 2002. – Vol. 99, N 15. –  
P. 10209–10214. https://doi.org/10.1073/pnas.102306999 

References

1. He M., He Ch.-Q., Ding N.-Zh. Abiotic stresses: general defenses of land plants and chances for engineering multistress 
tolerance. Frontiers in Plant Science, 2018, vol. 9, art. 1771. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01771 

2. Nguyen H.-Ch., Lin K.-H., Ho Sh.-L., Chiang Ch.-M., Yang Ch.-M. Enhancing the abiotic stress tolerance of plants: 
from chemical treatment to biotechnological approaches. Physiologia Plantarum, 2018, vol. 164, no. 4, pp. 452–466. https://
doi.org/10.1111/ppl.12812 

3. Kamrun N., Hasanuzzaman M., Uddin Ahamed K., Rehman Hakeem Kh., Ozturk M., Fujita M. Plant responses and 
tolerance to high temperature stress: role of exogenous phytoprotectants. Crop production and global environmental issues. 
Cham, 2015, pp. 385–435.

4. Carpentier R. Effect of high-temperature stress on the photosynthetic apparatus. Books in soils, plants, and the 
environment. New York, 1999, pp. 337–348.

5. Derks A., Schaven K., Bruce D. Diverse mechanisms for photoprotection in photosynthesis. Dinamic regulation  
of photosystem II excitation in response to rapin environmental change. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) – Bioenergetics, 
2015, vol. 1847, no. 4–5, pp. 468–485. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2015.02.008 

6. Wientjes E., Drop B., Kouřil R., Boekema E. J., Croce R. During state 1 to state 2 transition in arabidopsis thaliana, the 
Photosystem II supercomplex gets phosphorylated but does not disassemble. Journal of Biological Chemistry, 2013, vol. 288, 
no. 46, pp. 32821–32826. https://doi.org/10.1074/jbc.m113.511691

7. Nagy G., Ünnep R., Zsiros O., Tokutsu R., Takizawa K., Porcar L. [et al.]. Chloroplast remodeling during state 
transitions in Chlamydomonas reinhardtii as revealed by noninvasive techniques in vivo. Proceedings of the National 
Academy of Sciences, 2014, vol. 111, no. 13, pp. 5042–5047. https://doi.org/10.1073/pnas.1322494111 

8. Nikkanen L., Rintamäki E. Chloroplast thioredoxin systems dynamically regulate photosynthesis in plants. 
Biochemical Journal, 2019, vol. 476, no. 7, pp. 1159–1172. https://doi.org/10.1042/bcj20180707 

9. Luo T., Fan T., Liu Y., Rothbart M., Yu J., Zhou S., Grimm B., Luo M. Thioredoxin redox regulates ATPase activity  
of magnesium chelatase CHLI subunit and modulates redox-mediated signaling in tetrapyrrole biosynthesis and homeostasis 
of reactive oxygen species in pea plants. Plant Physiology, 2012, vol. 159, no. 1, pp. 118–130. https://doi.org/10.1104/pp.112.195446 



162   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2020, vol. 65, no. 2, pp. 153–162 

10. Portis A. R., Li C., Wang D., Salvucci M. E. Regulation of Rubisco activase and its interaction with Rubisco. Journal 
of Experimental Botany, 2007, vol. 59, no. 7, pp. 1597–1604. https://doi.org/10.1093/jxb/erm240 

11. Krause G. H., Weis E. Chlorophyll fluorescence and photosynthesis: The basics. Annual Review of Plant Physiology 
and Plant Molecular Biology, 1991, vol. 42, no. 1, pp. 313–349. https://doi.org/10.1146/annurev.arplant.42.1.313 

12. Pfündel E., Klughammer Ch., Schreiber U. Monitoring the effects of reduced PS II antenna size on quantum yields  
of photosystems I and II using the Dual-PAM-100 measuring system. PAM Application Notes, 2008, vol. 1, pp. 21–24.

13. Robinson H. H., Sharp R. R., Yocum C. F. Effect of manganese on the nuclear magnetic relaxivity of water protons  
in chloroplast suspensions. Biochemical and Biophysical Research Communications, 1980, vol. 93, no. 3, pp. 755–761. https://
doi.org/10.1016/0006-291x(80)91141-9 

14. Gavrilenko V. F., Ladygina M. E., Khandobina L. M. Great workshop on plant physiology. Photosynthesis. 
Respiration. Moscow, Vysshaya shkola Publ., 1975. 392 p. (in Russian).

15. Lowry O. H., Lopez J. A. The determination of inorganic phosphate in the presence of labile phosphate esters. Journal 
of Biological Chemistry, 1946, vol. 162, pp. 421–428.

16. Pinton R., Cakmak I., Marschner H. Zinc deficiency enhanced NAD(P)H-dependent superoxide radical production in 
plasma membrane vesicles isolated from roots of bean plants. Journal of Experimental Botany, 1994, vol. 45, no. 1, pp. 45–50. 
https://doi.org/10.1093/jxb/45.1.45 

17. Lowry O. H., Rosebrough N. J., Farr A. L., Randall R. J. Protein measurement with the Folin phenol reagent. Journal 
of Biological Chemistry, 1951, vol. 193, no. 1, pp. 265–275.

18. Karapetyan N. V., Bukhov N. G. Variable chlorophyll fluorescence as an indicator of the physiological state of plants. 
Fiziologiya rastenii [Plant physiology], 1986, vol. 33, no. 5, pp. 1013–1026 (in Russian).

19. Snellenburga J. J., Johnson M. P., Ruban A. V., van Grondelle R., van Stokkum I. H. M. A four state parametric model 
for the kinetics of the non-photochemical quenching in Photosystem II. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) – Bioenergetics, 
2017, vol. 1858, no. 10, pp. 854–864. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2017.08.004 

20. Tian L., Nawrocki W. J., Liu X., Polukhina I., van Stokkum I. H. M., Croce R. pH dependence, kinetics and light-
harvesting regulation of nonphotochemical quenching in Chlamydomonas. Proceedings of the National Academy of Sciences, 
2019, vol. 116, no. 17, pp. 8320–8325. https://doi.org/10.1073/pnas.1817796116 

21. Ruban A. V., Johnson M. P., Duffy Ch. D. P. The photoprotective molecular switch in the photosystem II antenna. 
Biochimica et Biophysica Acta, 2012, vol. 1817, no. 1, pp. 167–181. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2011.04.007 

22. Miyake Ch. Alternative electron flows (water–water cycle and cyclic electron flow around PSI) in photosynthesis: 
molecular mechanisms and physiological functions. Plant and Cell Physiology, 2010, vol. 51, no. 12, pp. 1951–1963. https://
doi.org/10.1093/pcp/pcq173 

23. Bukhov N., Carpentier R. Alternative photosystem I-driven electron transport routes: mechanisms and functions. 
Photosynthesis Research, 2004, vol. 82, no. 1, pp. 17–33. https://doi.org/10.1023/b:pres.0000040442.59311.72 

24. Mulo P. Chloroplast-targeted ferredoxin-NADP+ oxidoreductase: structure, function and location. Biochimica et Bio-
physica Acta (BBA) – Bioenergetics, 2011, vol. 1807, no. 8, pp. 927–934. https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2010.10.001 

25. Savitch L. V., Ivanov A. G., Gudynaite-Savitch L., Huner N. P. A. Simmonds J. Cold stress effect on PSI photo-
chemistry in Zea mays: differential increase of FQR-dependent cyclic electron flow and functional implications. Plant and 
Cell Physiology, 2011, vol. 52, no. 6, pp. 1042–1054. https://doi.org/10.1093/pcp/pcr056 

26. Essemine J., Govindachary S., Ammar S., Bouzid S., Carpentier R. Abolition of photosystem I cyclic electron flow  
in Arabidopsis thaliana following thermal-stress. Plant Physiology and Biochemistry, 2011, vol. 49, no. 3, pp. 235–243. https://
doi.org/10.1016/j.plaphy.2010.11.002 

27. Pshybytko N., Kruk J., Kabashnikova L., Strzalka K. Function of plastoquinone in heat stress reactions of plants. Biochimica 
et Biophysica Acta (BBA) – Bioenergetics, 2008, vol. 1777, no. 11, pp. 1393–1399. https://doi.org/10.1016/j.bbabio. 2008.08.005 

28. Munekage Y., Hashimoto M., Miyake C., Tomizawa K.-I., Endo T., Tasaka M., Shikanai T. Cyclic electron flow around 
photosystem I is essential for photosynthesis. Nature, 2004, vol. 429, no. 6991, pp. 579–582. https://doi.org/10.1038/nature02598 

29. Joly D., Carpentier R. Regulation of energy dissipation in photosystem I by the redox state of the plastoquinone pool. 
Biochemistry, 2007, vol. 46, no. 18, pp. 5534–5541. https://doi.org/10.1021/bi602627d 

30. Joliot P., Joliot A. Cyclic electron transfer in plant leaf. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2002, vol. 99, 
no. 15, pp. 10209–10214. https://doi.org/10.1073/pnas.102306999 

Информация об авторах
Пшибытко Наталья Ленгиновна – канд. биол. наук, 

вед. науч. сотрудник. Белорусский государственный уни-
верситет (пр. Независимости 4, 220030, г. Минск, Рес-
публика Беларусь). E-mail: pshybytko@bsu.by

Бачище Татьяна Сергеевна – мл. науч. сотрудник. 
Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Бе- 
ларуси (ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Рес-
публика Беларусь). E-mail: tatsiana.bachyshcha@gmail.com

Кабашникова Людмила Федоровна – член-корре-
спондент, д-р биол. наук, доцент, заведующий лабора- 
торией. Институт биофизики и клеточной инженерии 
НАН Беларуси (ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, 
Республика Беларусь). E-mail: kabashnikova@mail.ru

Information about the authors
Natallia L. Pshybytko – Ph. D. (Biol.), Leading resear-

cher. Belarusian State University (4, Nezavisimosti Ave., 220030, 
Minsk, Republic of Belarus). E-mail: pshybytko@bsu.by

Tatsiana S. Bachyshcha – Junior researcher. Institute  
of Biophysics and Cell Engineering of the National Academy 
of Sciences of Belarus (27, Akademicheskaya Str., 220072, 
Minsk, Republic of Belarus). E-mail: tatsiana.bachyshcha@
gmail.com

Liudmila F. Kabashnikova – Corresponding Member, 
D. Sc. (Biol.), Assistant Professor, Head of the Laboratory. 
Institute of Biophysics and Cell Engineering of the National 
Academy of Sciences of Belarus (27, Akademicheskaya Str., 
220072, Minsk, Republic of Belarus). E-mail: kabashnikova@ 
mail.ru



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2020. Т. 65, № 2. C. 163–170 163

ISSN 1029-8940 (Print)
ISSN 2524-230X (Online)
УДК 581.1                                                                                                    Поступила в редакцию 14.01.2020
https://doi.org/10.29235/1029-8940-2020-65-2-163-170                            Received  14.01.2020

Н. В. Шалыго3

Белорусский государственный медицинский университет, Минск, Республика Беларусь

ПИГМЕНТНЫЙ СОСТАВ КЛЕТОК МИКРОВОДОРОСЛИ  
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ  

НА ДЕФИЦИТНЫХ ПО БИОГЕННЫМ ЭЛЕМЕНТАМ СРЕДАХ 

Аннотация. В клетках микроводоросли Haematococcus pluvialis (штамм IBCE H-17) изучено накопление каро-
тиноидов (каротиногенез) при их культивировании на питательных средах, дефицитных по биогенным элементам – 
азоту (N) и калию совместно с фосфором (K + P). Показано, что при выращивании гематококка на среде, дефицитной 
по К + Р, к 18-м суткам культивирования в клетках водоросли в основном накапливались астаксантин и β-каротин. 
Далее по уровню накопления, превышающему контроль (полная питательная среда), по убывающей следовали анте-
раксантин, зеаксантин и виолаксантин, в то время как количество неоксантина и лютеина находилось на уровне 
контрольных значений. Каротиногенез в таких условиях протекал на фоне высокого содержания хлорофилла (a + b), 
сопоставимого с его уровнем в контроле. Напротив, при использовании питательной среды, дефицитной по N, нако-
пление каротиноидов в клетках гематококка проходило на фоне снижающегося количества хлорофилловых пигмен-
тов. При этом к 18-м суткам культивирования в клетках водоросли накапливался преимущественно астаксантин,  
в меньшей степени – β-каротин. Содержание лютеина, антераксантина, зеаксантина и виолаксантина было ниже 
контрольных значений, а количество неоксантина находилось на уровне контроля. В целом накопление астаксанти-
на в условиях дефицита N было более эффективным по сравнению с контролем (в 4,3 и 1,8 раза соответственно),  
а также при использовании питательной среды, дефицитной по K + P.
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Abstract. The accumulation of carotenoids (carotenogenesis) in the cells of Haematococcus pluvialis (strain IBCE H-17) 
upon cultivation in nutrient media deficient in nutrient elements (N and K + P) is shown. K and P deficiency in nutrient 
medium led to accumulation of astaxanthin, β-carotene, anteraxanthin, zeaxanthin and violaxanthin after 18 days of culti-
vation, while the amount of neoxanthin and lutein was at the control level. Carotenogenesis under such conditions was accom-
panied by high levels of chlorophyll (a + b). The use of nutrient medium deficient in N led to the accumulation of astaxanthin 
and, to a lesser extent, β-carotene in haematococcus cells, while lutein, anteraxanthin, zeaxanthin, violaxanthin and neoxa-
nthin levels were lower or the same as control. N deficiency caused the decrease in amount of chlorophyll (a + b). Nitrogen 
deficiency was 4.3 times more effective than control medium and 1.8 times more effective than combined potassium and 
phosphorus deficiency in promoting astaxanthin accumulation.
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Введение. Клетки зеленой одноклеточной микроводоросли Haematococcus pluvialis (H. рluvialis) 
на стадии активного роста имеют овальную форму, подвижны, окрашены в зеленый цвет и со-
держат пигменты: хлорофилл a, хлорофилл b, β-каротин, лютеин, неоксантин, виолаксантин, а также 
следовые количества зеаксантина и феофитина a. В неблагоприятных для роста и развития условиях 
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эти клетки сначала приобретают пальмеллоидную структуру, т. е. теряют жгутики, округляются 
и увеличиваются в размерах, а затем образуют окруженные многослойной оболочкой цисты 
(апланоспоры) [1]. Насыщенный красный цвет апланоспор обусловлен пигментом астаксанти-
ном, который аккумулируется в липидных везикулах преимущественно в виде эфиров с полине-
насыщенными жирными кислотами и защищает клетки гематококка от окислительного стресса, 
вызванного действием стрессоров разной природы [2–7].

Астаксантин (3,3ʹ-дигидрокси-4,4ʹ-дикето-β-каротин), являясь производным β-каротина, от-
личается от последнего наличием двух атомов кислорода (в виде гидроксила и кетогруппы)  
в каждом из двух иононовых колец, что придает ему уникальные свойства. На сегодняшний день 
астаксантин считается одним из наиболее сильных антиоксидантов. Он используется в пищевой 
и фармацевтической промышленности, а также в косметологии [8–11]. Астаксантин обладает яр-
ко выраженным противовоспалительным действием, а также способностью проникать через ге-
матоэнцефалический барьер, что определяет эффективность его использования в прикладной 
медицине для профилактики и лечения заболеваний центральной нервной системы. В отличие 
от β-каротина, астаксантин не является провитамином А, поэтому норму его суточного по- 
требления по медицинским показаниям можно увеличивать до 20 мг/сут, не опасаясь побочных 
явлений, характерных для высоких концентраций витамина А. Астаксантин является важным 
компонентом кормов в аквакультуре для лососевых рыб (форели, лосося, семги) и ракообразных 
(креветок, омаров, лобстеров). Именно астаксантин определяет нормальный метаморфоз личинок, 
окраску их мышечных тканей и наружных покровов, а следовательно, товарный вид, вкусовые 
качества и другие потребительские свойства продуктов. Астаксантин используется в кормовых 
добавках для пигментации яичных желтков кур. Он также может быть использован для улучше-
ния цвета и увеличения срока хранения различных продуктов растительного и животного про-
исхождения: молочной продукции, майонезов, кондитерских кремов [12].

Астаксантин содержат и другие водоросли, а также грибы, бактерии и высшие растения. 
Однако наиболее высокое содержание астаксантина (до 7 % от сырой биомассы) регистрируется 
у H. pluvialis при культивировании водоросли в стрессовых условиях, таких как свет высокой 
интенсивности [3], добавление NaCl или этанола в питательную среду [7, 13], дефицит макроэле-
ментов (N + P) в питательной среде [3, 4]. Биотехнологические компании имеют в своих альголо-
гических коллекциях штаммы H. рluvialis – продуценты астаксантина. В Республике Беларусь 
также имеется коллекция водорослей, которая находится в Институте биофизики и клеточной 
инженерии НАН Беларуси. Коллекция содержит H. pluvialis, штамм IBCE H-17 [14]. Указанный 
штамм гематококка в качестве продуцента астаксантина практически не изучен. 

Цель работы – изучить пигментный состав клеток H. pluvialis (штамм IBCE H-17) при куль-
тивировании водоросли в условиях стресса, создаваемого дефицитом биогенных элементов  
(N, К + P), для получения биомассы, обогащенной астаксантином. 

Объекты и методы исследования. В работе использовали водоросль H. pluvialis (штамм 
IBCE H-17) из альгологической коллекции Института биофизики и клеточной инженерии НАН Бе- 
ларуси [14]. Посевной материал водоросли готовили, как описано в статье [15], и выращивали на 
среде Рудика при освещении люминесцентными лампами Philips TD-36/765, освещенности 2000 лк 
и режиме 14 ч света – 10 ч темноты при температуре 23 ± 2 °С в световом периоде. В процессе 
выращивания посевного материала суспензию водоросли продували воздухом с помощью ком-
прессора для аквариумов (HAILEA – ACO-09903), подающего 4,2 л воздуха в минуту. Через 4 сут 
культивирования клетки гематококка осаждали путем центрифугирования, промывали дистил-
лированной водой, после чего использовали в опыте. Для этого клеточную массу ресуспендиро-
вали в среде Рудика (контроль) либо в среде Рудика, дефицитной по N или К + Р (опыт), доводя 
содержание клеток до 1,8·105 в 1 мл. Для приготовления дефицитной по N среды из нее исключа-
ли NaNO3. Для приготовления питательной среды, дефицитной по К + Р, из среды Рудика исклю-
чали K2HPO4 и KH2PO4. Суспензию гематококка культивировали в указанном выше режиме без 
барботажа, перемешивая вручную через каждые 2 ч в световом периоде. Пробы для анализа от-
бирали на 9-е и 18-е сутки культивирования.
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Содержание хлорофилла (a + b) и каротиноидов в образцах оценивали с помощью высокоэф-
фективного жидкостного хроматографа (Shimadzu Prominence LC 20, Япония) с колонкой Nucleo-
dur C18 Gravity (тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey–Nagel (Германия). 
Экстракцию фотосинтетических пигментов из клеток водоросли осуществляли с помощью ще-
лочного ацетона (100 % ацетона + 0,4 % водного NH3 в соотношении 9:1 по объему), как описано 
в работе [15]. Для разделения пигментов в хроматографической колонке использовали растворы 
А (90 % ацетонитрила, 9,9 % Н2О, 0,1 % триэтиламина) и В (100 % этилацетата), скорость потока 
которых, согласно описанной в работе [16] программе, была 0,5 мл/мин. Объем инъекции состав-
лял 20 мкл. Пигменты регистрировали спектрофотометрическим детектором с диодной матри-
цей Shimadzu SPD-M20A (Япония) в диапазоне 200–800 нм. Для визуализации профиля хрома-
тограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм. Для количественного определения пигмен-
тов использовали площади пиков хроматограммы. Расчет содержания пигментов производили 
по формуле

Спигм = S440FпигмV/Vинъекцm,

где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; 
Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета, полученный исходя из стандартов разделяемых ве-
ществ; V – объем супернатанта; Vинъекц – объем инъекции; m – масса навески, г.

Количество астаксантина в клетках гематококка определяли также с помощью хроматогра-
фии высокого давления. Для этого клетки гематококка осаждали при 12 000 g в течение 10 мин. 
Осадок ресуспендировали в 0,5 мл 4 н HCl. Полученную суспензию нагревали при 70 °С в тече-
ние 5 мин, после чего центрифугировали при указанных выше условиях, а затем дважды промы-
вали осадок 2 мл дистиллированной воды, чтобы удалить остатки кислоты. После каждой про-
мывки суспензию центрифугировали при 12 000 g в течение 10 мин. Для извлечения пигментов 
промытый осадок ресуспендировали в 0,5 мл метанола, встряхивали в течение 30 мин на шейке-
ре и центрифугировали при 12 000 g в течение 10 мин. Процедуру экстрагирования пигментов  
в 0,5 мл метанол повторяли еще раз. Для разрушения эфирных связей к 1,0 мл суммарного экс-
тракта добавляли 20 мкл 1 М KOH и оставляли в темноте на 6 ч при комнатной температуре. 
Полученный экстракт использовали для проведения хроматографии. Объем инъекции составлял 
20 мкл. Разделение пигментов в колонке производили так же, как описано выше для хлорофилла 
и каротиноидов. Пигменты регистрировали детектором с диодной матрицей по спектрам погло-
щения в диапазоне 200–800 нм. Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр 
поглощения при 475 нм. Площадь под пиком 475 нм хроматограммы использовали для количе-
ственного определения пигментов.

Количество клеток в суспензии водоросли оценивали при помощи камеры Горяева, используя 
микроскоп Nikon Eclipse TS100 с камерой Nikon DS-Fi2 (Япония), и построенной калибровочной 
кривой, как это описано в работе [15]. 

В работе приведены средние арифметические значения и их стандартные ошибки, получен-
ные в ходе трех независимых опытов. 

Результаты и их обсуждение. Изменение пигментного состава клеток гематококка в опыт-
ных вариантах, особенно на дефицитной по N среде, становилось визуально заметным уже на 
3-и сутки культивирования. На это указывало появление розово-красного оттенка окрашенной  
в зеленый цвет суспензии водоросли, что свидетельствовало об активации каротиногенеза. К 9-м 
суткам выращивания суспензия водоросли в контроле оставалась зеленой, но имела слегка розо-
во-красный оттенок, который при дефиците K + P был более выражен, а при дефиците N суспен-
зия приобретала отчетливый розово-красный цвет. К 18-м суткам культивирования суспензия 
гематококка контрольного и опытного вариантов (дефицит K + P) становилась оранжево-крас-
ной, а суспензия водоросли, культивируемой на дефицитной по N среде, имела насыщенный ро-
зово-красный цвет.

Количественный анализ пигментного состава показал, что содержание хлорофилла (а + b)  
в клетках гематококка при дефиците N снижалось и через 9 и 18 сут культивирования составило 
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79 и 40 % соответственно по сравнению с контролем. Напротив, количество хлорофилла (а + b)  
в клетках водоросли, выращиваемой в течение 18 сут в дефицитной по К + Р среде, достоверно 
не отличалось от контроля (рис. 1).

Выявленное снижение уровня хлорофилловых пигментов в клетках гематококка при культи-
вировании в питательной среде, дефицитной по азоту, вполне объяснимо. Азот необходим для 
синтеза структурных белков фотосинтетического аппарата и ферментов, участвующих в био-
синтезе хлорофилла, a в виде пиррола является неотъемлемой частью молекулы хлорофилла. 
Поэтому закономерно, что дефицит N в питательной среде приводит к снижению количества 
хлорофилла. Однако факт отсутствия снижения уровня хлорофилла (а + b) в клетках гематокок-
ка при выращивании в среде, дефицитной по важным для растительной клетки биогенным эле-
ментам – К + Р, заслуживает особого внимания. Аналогичная картина наблюдалась нами ранее  
в опытах с зеленой водорослью Dunaliella salina [17]. Так, установлено, что при выращивании 
дуналиеллы в течение 1 мес. на среде, дефицитной по К + Р, содержание хлорофилла (а + b) в ее 
клетках не снижалось, а превышало контрольные значения на 30 % и только при более длитель-
ном культивировании (в течение 2 мес.) фиксировалось резкое снижение количества хлорофил-
ловых пигментов. Известно, что содержание калия в клетках растений существенно выше, чем 
других катионов, а фосфор запасается в растительных организмах в виде неорганических и орга-
нических фосфатов, поэтому клетки относительно длительное время не испытывают недостатка 
в этих биогенах [18]. Можно предположить, что создаваемый в наших опытах дефицит калия  
и фосфора, а также продолжительность культивирования гематококка не были критичными для 
процесса биосинтеза хлорофилла, а при более длительном выращивании водоросли на дефицитной 
по К + Р среде могло бы быть зарегистрировано и снижение количества хлорофилла (а + b). 

Анализ каротиноидного комплекса позволил установить, что в варианте с использованием 
питательной среды, дефицитной по калию и фосфору, содержание астаксантина и β-каротина  
в 9-суточной культуре было близким к контролю, однако через 18 сут культивирования в таких 
условиях количество этих пигментов превысило контрольные значения в 2,2 и 2,4 раза соответ-
ственно (табл. 1, рис. 2). Содержание неоксантина и лютеина в клетках гематококка через 18 сут 
выращивания находилось на уровне контроля, а количество антераксантина, зеаксантина и вио-
лаксантина превышало контрольные значения в 2,0; 1,5 и 1,3 раза соответственно.

При культивировании на питательной среде, дефицитной по азоту, клетки гематококка на- 
капливали преимущественно астаксантин. Так, в 9-суточной суспензии его уровень составил 
120 отн. ед/мл, а к 18-м суткам выращивания – почти 520 отн. ед/мл (рис. 2). β-Каротин при  

Рис. 1. Содержание хлорофилла (а + b) в клетках гематококка при культивировании  
в течение 9 и 18 сут в полной питательной среде Рудика (контроль), в среде Рудика,  

дефицитной по азоту (–N), а также по калию совместно с фосфором (–(K + P))

Fig. 1. Chlorophyll (а + b) content in haematococcus cells cultivated for 9 and 18 days in complete Rudic  
culture medium (control) and in Rudic media deficient in nitrogen (–N) and potassium and phosphorus (–(K + P))
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дефиците азота накапливался в меньшей степени, его уровень в 9-дневной культуре превышал 
контрольные значения в 1,2 раза, а через 18 сут культивирования – в 1,6 раза (см. табл. 1). 
Содержание других каротиноидов в клетках гематококка, культивируемых на дефицитной по 
азоту питательной среде, было ниже контроля. В частности, количество неоксантина, лютеина, 
антераксантина, зеаксантина и виолаксантина через 18 сут культивирования составило 68, 71, 59, 
82 и 70 % от контроля. 

Т а б л и ц а  1. Содержание каротиноидов (мкг/мл суспензии) в клетках гематококка при культивировании  
в течение 9 и 18 сут на полной питательной среде Рудика (контроль), а также на среде Рудика,  

дефицитной по N и K + P

T a b l e  1. The content of carotenoids (μg/ml suspension) in haematococcus cells cultivated for 9 and 18 days  
in complete Rudic culture medium (control) and in Rudic media deficient in N and K + P

Каротиноиды
9 сут 18 cут

Контроль –N –(K + P) Контроль –N –(K + P)

Неоксантин 23,3 ± 1,6
(100)

15,6 ± 0,9
(67)

26,0 ± 1,7
(112)

22,4 ± 2,8
(100)

15,3 ± 1,2
(68)

27,0 ± 1,4
(121)

Виолаксантин 14,6 ± 1,5
(100)

8,6 ± 0,8
(59)

10,6 ± 0,9
(73)

14,8 ± 1,8
(100)

8,0 ± 0,4
(54)

19,0 ± 1,3
(128)

Антераксантин 16,2 ± 1,5
(100)

7,2 ± 0,6
(44)

9,0 ± 0,5
(56)

10,5 ± 2,1
(100)

6,2 ± 0,8
(59)

20,6 ± 1,7
(196)

Лютеин 38,1 ± 3,8
(100)

29,0 ± 1,3
(76)

31,6 ± 2,6
(83)

39,0 ± 4,1
(100)

27,7 ± 2,4
(71)

40,3 ± 3,3
(103)

Зеаксантин 33,9 ± 3,1
(100)

20,5 ± 2,2
(60)

19,9 ± 1,5
(59)

23,8 ± 2,7
(100)

19,6 ± 2,0
(82)

35,4 ± 4,1
(149)

β-Каротин 20,1 ± 2,5
(100)

23,7 ± 1,4
(118)

24,5 ± 1,8
(122)

20,0 ± 1,6
(100)

32,7 ± 3,0
(164)

65,2 ± 5,5
(325)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 скобках указан % к контролю. 

Сопоставительный анализ пигментного состава клеток гематококка, культивируемых на де-
фицитной по калию и фосфору питательной среде, показывает, что каротиногенез в таких усло-
виях протекает на фоне высокого уровня хлорофилловых пигментов. В целом каротиногенез (если 
оценивать по накоплению астаксантина) для 16-дневной культуры в клетках гематококка при 

Рис. 2. Содержание астаксантина в клетках гематококка при культивировании в течение 9 и 18 сут  
на полной питательной среде Рудика и на среде Рудика, дефицитной по N либо по K + P

Fig. 2. Astaxanthin content in haematococcus cells cultivated for 9 and 18 days in complete Rudic culture medium  
and in Rudic media deficient in nitrogen (–N) or potassium and phosphorus (–(K + P)) 
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использовании питательной среды, дефицитной по N и К + Р, был в 3,9 и 2,5 раза более эффек-
тивным по сравнению с контролем и в 1,73 раза более эффективным при дефиците азота, чем 
при использовании среды, дефицитной по К + Р.

Использование дефицитных по N и K + P сред приводило к снижению количества клеток  
в суспензии (табл. 2). В частности, если количество клеток в опытном варианте принять за 100 %, 
то при дефиците N и K + P эти значения в 9-суточной культуре составят 90 и 93 % соответствен-
но. К 18-м суткам выращивания количество клеток при всех изученных вариантах снижалось, 
однако отмеченное выше соотношение между контролем и опытными вариантами сохранялось. 
Таким образом, если накопление астаксантина рассчитывать с учетом количества клеток, то от-
меченная выше эффективность каротиногенеаза изменяется, но не столь существенно. Так, ко-
личество астаксантина в клетках гематококка при дефиците азота превышало контрольное зна-
чение в 4,3 раза, при использовании дефицитной по К + Р среды – в 1,8 раза.

Т а б л и ц а 2. Количество клеток в суспензии гематококка при культивировании в течение 9 и 18 сут  
на полной питательной среде Рудика и на среде Рудика, дефицитной по N либо K + P 

T a b l e 2. Number of cells in haematococcus suspension cultivated for 9 and 18 days  
in complete Rudic culture medium and in Rudic media deficient in N or K + P

Вариант
К-во клеток, тыс/мл суспензии

9 сут культивир. 18 сут культивир.

Контроль 243 ± 21 (100) 225 ± 25 (100)
–N 219 ± 18 (90) 203 ± 19 (90)
–(K + P) 226 ± 20 (93) 209 ± 21 (93)

                         
Заключение. Таким образом, установлено, что при выращивании гематококка на среде, де-

фицитной по азоту, каротиногенез протекал на фоне снижающегося количества хлорофилла 
(a + b). К 18-м суткам культивирования в клетках водоросли в таких условиях накапливался пре-
имущественно кетокаротиноид астаксантин, в меньшей степени – β-каротин. Содержание люте-
ина, антераксантина, зеаксантина и виолаксантина в клетках гематококка, выращиваемого на 
дефицитной по азоту среде, было ниже контроля (полная питательная среда), а количество неок-
сантина практически не отличалось от контрольных значений. При использовании питательной 
среды, дефицитной по калию и фосфору, к 18-м суткам культивирования в клетках гематококка 
накапливались в основном астаксантин и β-каротин. Далее по уровню накопления, превышаю-
щему контроль, по убывающей следовали антераксантин, зеаксантин и виолаксантин, а количе-
ство неоксантина и лютеина в клетках гематококка находилось на уровне контроля. Показано, 
что каротиногенез в таких условиях протекал на фоне высокого уровня хлорофилловых пигмен-
тов. В целом, если оценивать каротиногенез по накоплению астаксантина в клетках гематококка, 
то более эффективным (в 1,7 раза) он был при культивировании водоросли на питательной среде, 
дефицитной по азоту, чем на среде, дефицитной по К + Р. 
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М. А. Бедуленко, В. В. Титок4

Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ВЛИЯНИЕ МИНЕРАЛЬНЫХ УДОБРЕНИЙ НА КОМПОНЕНТНЫЙ СОСТАВ 
ЭФИРНОГО МАСЛА МОНАРДЫ ДУДЧАТОЙ (MONARDA FISTULOSA L.) 

Аннотация. Изучен компонентный состав эфирного масла Monarda fistulosa L. при применении азотно-фосфор-
но-калийных (NPK) удобрений. Исследования проводились в 2011–2013 гг. в последовательно открывающихся полях 
на двух фонах – неизвесткованном и известкованном. Эфирное масло отгоняли на аппарате Гинзберга. Компонентный 
состав определяли методом газовой хроматографии на хроматографе Agilent Technologies 7820 A. Рассматривалась 
динамика накопления некоторых компонентов (γ-терпинена, п-цимена, гераниола, линалоола, 1,8-цинеола, тимола  
и карвакрола) в онтогенезе. С увеличением доз NPK концентрации гераниола, 1,8-цинеола, тимола и карвакрола, как 
и многих вторичных метаболитов, на обоих фонах изменялись по М-образной кривой. Содержание γ-терпинена, 
п-цимена и линалоола в основном зависело от случайного фактора. На основе изменения концентраций выделенных 
компонентов по сравнению с контрольным и фоновым значениями составлены ранжированные ряды вариантов при-
менения удобрений для выращивания монарды с целью ее переработки на эфирное масло, используемое в фармацев-
тической, пищевой и парфюмерно-косметической промышленности.

Ключевые слова: минеральные удобрения, известкование, γ-терпинен, п-цимен, гераниол, линалоол, 1,8-цинеол, 
тимол, карвакрол, онтогенез, эфирное масло, Monarda fistulosa L.
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Abstract. The results of study of the components of Monarda fistulosa L. essential oil under chemicals are shown. The 
experiment was made at the Central botanical garden of the National academy of sciences of the Republic of Belarus since 
2011 till 2013. The research conditions involved using of nitrogen, phosphoric and potassium fertilizers on limed and nonlimed 
fields. Essential oil was determined in air-dry material with hydrodistillation method applying Ginsberg apparatus. The 
component composition of essential oil was investigated using chromatograph “Agilent Technologies 7820 A” with a flame 
ionization detector. Components those were important for quality of essential oil were studied in different stages of onto-
genesis. Accumulation dynamics of γ-terpinen, p-cymene and linalool was depended on random factor. Accumulation of gera-
niol, 1.8-cineole, thymol and carvacrol was M-shaped curve under growth doses of mineral fertilizers. Ranked rows of the 
variants of fertilizer application on the basis of changes in mass fractions thymol, carvacrol, 1,8-cineole and geraniol were 
built. Analyzing of these data gives possible to grow Monarda fistulosa L. and to use its essential oil for pharmaceutical, food 
and perfumery-cosmetic industries.
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Введение. Изучение компонентного состава эфирного масла монарды, которое началось еще 
в 1980-е годы, показало, что в нем содержится более 40 компонентов [1–5]. 

Главными компонентами эфирного масла растений рода Monarda, в том числе монарды дуд-
чатой, считаются тимол и карвакрол, содержание которых и определяет биологическую актив-
ность сырья.
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В наших исследованиях методом газовой хроматографии было определено, что в эфирном 
масле монарды дудчатой, собранной в разные годы и в разные периоды вегетации, гераниол  
и 1,8-цинеол присутствуют в большем количестве, чем тимол и карвакрол. Это позволяет отне-
сти данные образцы монарды к гераниольному хемотипу [2, 6, 7]. Кроме того, в эфирном масле 
монарды обнаружены и другие соединения из ряда монотерпенов, содержание которых превы-
шало 0,1 %. Это γ-терпинен, п-цимен и линалоол, присутствие которых в достаточных количе-
ствах может существенно улучшать качество эфирного масла. По литературным данным можно 
проследить цепочку синтеза: γ-терпинен →…→ п-цимен →…→ тимол и/или карвакрол [7, 8]. 

По данным В. И. Тютюнник, С. И. Читао, З. Е. Мащенко, О. К. Либуся, С. В. Федотова [9–13] 
и др., тимол и карвакрол обладают большим спектром действия: увеличивают степень адапта-
ции организма, способствуют поддержанию уровня гемоглобина, подавляют активность гель-
минтов, грибов и бактерий, усиливают действие антибиотиков и репеллентных средств, могут 
использоваться как противоопухолевые средства, а также как средства, повышающие иммуни-
тет и защищающие от лучевой болезни. 

Идет постоянный поиск новых лекарственных противомикробных препаратов на основе 
эфирного масла монарды [14, 15]. Так, по данным В. В. Племенкова [16], синтезируемый из ге- 
раниола 1,8-цинеол обладает, так же как карвакрол и тимол, антисептическими свойствами,  
а G. Mazza с соавт. [2] указывают, что 1,8-цинеол широко используется не только в фармакологи-
ческих препаратах, но и в продуктах питания (напитки, мороженое, конфеты, выпечка и жева-
тельная резинка). В более поздних исследованиях авторами высказывается предположение, что 
большие концентрации обоих компонентов, тимола и карвакрола, могут приводить к раздража-
ющему действию, так как они проявляют синергизм относительно друг друга, а повышенное со-
держание их предшественника, п-цимена, снижает бактерицидную активность эфирного масла 
или препаратов на его основе [13].

Присутствие или отсутствие некоторых компонентов в эфирном масле монарды важно не 
только для фармацевтики, но и для парфюмерно-косметических продуктов. Очищенный п-ци-
мен и γ-терпинен имеют слабый цитрусовый аромат, но придают маслу специфический оттенок, 
снижающий качество запаха [13]. Тонкий цветочный аромат придает маслу линалоол [13], а на-
личие гераниола напоминает приятный аромат герани. В статье G. Mazza [2] упоминается, что 
последний компонент использовали в парфюмерной промышленности при производстве розо-
вой эссенции, а также в пищевой промышленности как отдушку. Позже С. В. Федотовым [13] 
было доказано, что высокое содержание гераниола (более 80 %) в эфирном масле вызывает анти-
гельминтный, репеллентный и эмбриотоксический эффект. 

Цель исследования – изучение компонентного состава эфирного масла Monarda fistulosa L. 
при применении азотно-фосфорно-калийных удобрений.

Материалы и методы исследования. Для получения эфирного масла монарды дудчатой 
(рода Monarda, семейства Lamiaceae) и изучения его состава в Центральном ботаническом саду 
НАН Беларуси в 2011–2013 гг. был проведен многофакторный полевой эксперимент на дерно-
во-подзолистой супесчаной почве. Варианты опыта предполагали применение минеральных 
удобрений (аммиачной селитры, аммонизированного суперфосфата и хлористого калия – NPK) 
на двух фонах – неизвесткованном и с внесением мелиоранта (доломитовой муки) из расчета 
нейтрализации полной гидролитической кислотности: 1 – контроль; 2 – N40P60K90; 3 – N80P60K90;  
4 – N120P60K90; 5 – N80P30K90; 6 – N80P90K90; 7 – N80P60K60; 8 – N80P60K120; 9 – мелиорант (фон); 10 – 
фон + N40P60K90; 11 – фон + N80P60K90; 12 – фон + N120P60K90; 13 – фон + N80P30K90; 14 – фон + N80P90K90; 
15 – фон + N80P60K60; 16 – фон + N80P60K120.

Агрохимические характеристики почвы участка: рНКСl – 4,92, гумус – 2,73 % (по Тюрину), 
содержание подвижных форм фосфора и калия (по Кирсанову) – 198 и 136 мг/кг соответственно.

В первый год вегетации образцы отбирали в конце вегетационного периода (III декада сентя-
бря), когда единичные растения были в фазе бутонизации. Во второй год, когда растения монар-
ды вступили в генеративный период, образцы отбирали по трем фазам: в фазу массовой бутони-
зации–начала цветения (II–III декада июня) (Ф1), в фазу массового цветения (I декада июля) (Ф2) 
и в фазу конца цветения (II–III декада июля) (Ф3).
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Эфирное масло отгоняли из воздушно-сухого сырья на аппарате Гинзберга. Компонентный 
состав определяли методом газовой хроматографии на хроматографе Agilent Technologies 7820 A 
с пламенно-ионизационным детектором (FID) с использованием колонки HP-5 размером 
30 м × 0,320 мм × 0,25 мкм при следующих температурных параметрах: 70 °С – 0–5 мин, повы-
шение температуры до 115 °С со скоростью 3 °C/мин – 5–20 мин, 115 °С – 20–40 мин, повышение 
температуры до 200 °С со скоростью 4 °С/мин – 40–60 мин, 200 °С – 60–70 мин. В качестве га-
за-носителя использовали гелий. Давление на входе в колонку – 12 psi, объем вводимой пробы – 
0,1 мкл.

Результаты и их обсуждение. Качественный состав эфирного масла монарды при внесении 
минеральных удобрений в первый год вегетации. Согласно результатам дисперсионного анализа, 
содержание γ-терпинена, п-цимена, линалоола более чем на 50 % зависело от случайного фак- 
тора и составило 1–1,9; 2,2–3,2 и 0,1–0,7 % соответственно. В образцах монарды концентрации 
гераниола и 1,8-цинеола превышали таковые остальных изучаемых компонентов, поэтому ее 
можно отнести к гераниольному хемотипу. В работе K. Keefover-Ring [6] приведены данные, что 
независимо от хемотипа накопление некоторых компонентов (в частности, п- цимена) сильно за-
висит от погодных условий конкретного года. 

Содержание гераниола, тимола и карвакрола при известковании увеличилось относительно 
контроля на 17–47 % (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Содержание компонентов эфирного масла монарды первого года вегетации 
(среднее за 2011–2012 гг.), %

T a b l e  1. The content of Monarda fistulosa L. essential oil components during the first year grown  
(average for 2011–2012), %

Вариант п-Цимен 1016* 
[17]

1,8-Цинеол 1035 
[18, 19]

γ-Терпинен 1058 
[20]

Линалоол 1098 
[18]

Гераниол 1255 
[8]

Тимол 1292 
[19–22]

Карвакрол 1306 
[20, 21]

Контроль 3,2 42,4 1,4 0,5 21,3 4,0 3,8
N40 P60 K90 2,8 28,5 1,3 0,5 32,1 6,5 5,2
N80 P60 K90 3,1 53,0 1,2 0,7 19,1 2,5 3,7
N120 P60 K90 2,2 28,5 1,3 0,6 29,7 6,1 6,0
N80 P30 K90 2,5 35,5 1,2 0,4 31,0 5,5 4,7
N80 P90 K90 2,7 35,4 1,5 0,3 27,7 4,9 4,3
N80 P60 K60 2,6 34,6 1,3 0,6 22,0 2,9 2,5
N80 P60 K120 3,2 30,4 1,4 0,6 31,7 6,4 5,8
Мелиорант 
(фон)

2,6 42,7 1,4 0,6 24,9 5,9 4,6

Фон + N40 P60 K90 2,6 43,6 1,4 0,6 22,6 3,8 2,6
Фон + N80 P60 K90 2,8 46,8 1,9 0,6 18,9 2,4 2,3
Фон + N120 P60 K90 2,4 38,9 1,8 0,6 24,3 3,8 3,8
Фон + N80 P30 K90 2,3 36,9 1,5 0,4 28,5 4,2 4,1
Фон + N80 P90 K90 2,7 25,5 1,6 0,5 27,0 5,2 4,1
Фон + N80 P60 K60 2,9 38,3 1,4 0,6 19,2 2,9 1,9
Фон + N80 P60 K120 3,0 37,9 1,4 0,7 25,0 5,3 2,9
НСР0,05 ● 2,89 ● ● 3,41 1,01 0,43

П р и м е ч а н и е. ● – влияние случайного фактора более 50 %; * – индексы удерживания Ковача, по которым 
были определены компоненты, соответствуют литературным данным [8, 17–22].

Согласно данным Е. В. Карпинской, А. А. Цыгановой [23], при меньшей дозе NPK количество 
некоторых компонентов эфирного масла увеличивается, при большей – снижается, а при даль-
нейшем повышении доз элементов питания ‒ вновь растет. 

С увеличением доз NPK на обоих фонах концентрация гераниола либо увеличивалась (на 
14–51 %), либо оставалась неизменной, затем не изменялась или уменьшалась (до 24 %) и далее 
вновь могла увеличиться (на 30–49 %). Такой же характер накопления наблюдался и для концен-
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траций тимола и карвакрола. Изменение уровня тимола на обоих фонах было приблизительно 
одинаковым и составляло 96‒97 %. Содержание карвакрола на известкованном фоне относи-
тельно фонового варианта изменялось меньше (49 %), чем на неизвесткованном (91 %), а 1,8-ци-
неола – наоборот (на неизвесткованном – 58 %, на известкованном – 76 %). Содержание 1,8-цине-
ола было обратно пропорциональным концентрации гераниола.

Изменение массовой доли компонентов эфирного масла монарды при применении различ-
ных вариантов внесения NPK представлено на рис. 1.

В результате анализа изменений массовой доли компонентов и в зависимости от отрасли 
промышленности, где может использоваться эфирное масло монарды, были построены ранжи-
рованные ряды вариантов внесения минеральных удобрений.

Для фармацевтической промышленности важно содержание тимола, карвакрола и 1,8-цинеола, 
обладающих противовоспалительной и бактерицидной активностью [12]. В связи с этим были 
выбраны следующие варианты:

неизвесткованный фон:
N80P60K120 > N120P60K90 > N40P60K90 > N80P30K90 > N80P60K90 > N80P90K90 > N80P60K60;
известкованный фон:
фон + N80P60K90 > фон + N80P60K120 > фон + N80P30K90 > фон + N120P60K90 > фон + N80P90K90 > фон + 

N40P60K90 > фон + N80P60K60.
Для пищевой промышленности ценными являются эфирные масла, в которых присутствуют 

компоненты, обладающие консервирующим действием [13] благодаря их высокой антирадикаль-
ной активности (тимол и карвакрол) [24], и в небольших количествах компоненты, придающие 
изделиям аромат, не характерный для пищевых изделий (гераниол) [2]. В результате выбраны 
варианты:

неизвесткованный фон:
N80P90K90 > N120P60K90 > N80P30K90 > N80P60K120 > N40P60K90 > N80P60K90;
известкованный фон:
фон + N80P60K90 (только один вариант).
Для парфюмерной и косметической промышленности важны компоненты эфирного масла, 

не только обладающие консервирующим действием, но и используемые в ароматерапии (гераниол) 
[2]. Поэтому были выбраны варианты:

неизвесткованный фон:
N40P60K90 > N80P60K120 > N80P30K90 > N120P60K90 > N80P90K90;
известкованный фон:
фон + N80P30K90 > фон + N80P90K90 > фон + N120P60K90 > фон + N80P60K120 > фон + N40P60K90.

   
                                               a                                                                                       b

Рис. 1. Изменение концентрации компонентов эфирного масла монарды дудчатой первого года вегетации  
при применении NPK на неизвесткованном (a) и известкованном (b) фоне, % 

Fig. 1. The change in the concentration of  the Monarda fistulosa L. essential oil components  
the first year growing season under using mineral fertilizers (NPK) on nonlimed (a) and limed (b) field, %
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Качественный состав эфирного масла монарды при внесении минеральных удобрений во вто-
рой год вегетации. Концентрации линалоола, п-цимена, γ-терпинена на обоих фонах не имели 
различий, так как фактор «фаза» не был значимым (р > 0,05). В то же время массовые доли тимола, 
карвакрола, гераниола и 1,8-цинеола зависели от фактора «фаза» (p < 0,05).

Изменение уровней накопления γ-терпинена, п-цимена и линалоола на обоих фонах по отно-
шению к контрольному и фоновому вариантам не рассматривалось (влияние случайного фактора 
более 50 %), но их содержание, как и в первый год вегетации, по фазам было в переделах 0,8–1,4; 
1,8‒3,8 и 0,2‒1,0 % соответственно (рис. 2), что, возможно, является хорошим показателем для 
использования монарды в парфюмерно-косметической и пищевой промышленности.

Количество 1,8-цинеола и гераниола как на неизвесткованном, так и на известкованном фоне 
в среднем за 2012–2013 гг. было больше, чем тимола и карвакрола, что подтверждает предполо-
жение о хемотипе данных образцов монарды дудчатой (рис. 2).

В динамике содержание тимола в основном увеличивается ко второй фазе на 83–347 % (неиз-
весткованный фон) и 43–152 % (известкованный фон) (табл. 2). К третьей фазе наблюдается либо 
достоверное его снижение (на 32 и 13–79 %), либо увеличение (на 23–142 и 23–29 %) на соответ-
ствующих фонах.

Содержание карвакрола на неизвесткованном фоне ко второй фазе снижалось на 32–50 %,  
а к третьей – увеличивалось до 396 % [3]. На известкованном фоне оно постепенно возрастало 
от фазы к фазе (на 44–333 и 16–108 % соответственно). Похожая зависимость в накоплении 
вторичных метаболитов в онтогенезе указана в работах О. В. Созинова и Г. Н. Бузука с соавт. 
[25, 26].

В среднем динамика накопления гераниола на обоих фонах была отрицательной. Наибольшее 
его количество наблюдалось в первую фазу. Содержание 1,8-цинеола либо увеличивалось ко 
второй фазе (11–39  и 31–60 %), либо оставалось неизменным, а к третьей фазе либо оставалось 
неизменным, либо вновь увеличивалось (9–57  и 20–82 %). Такая же тенденция была отмечена  
в работе А. Г. Шутовой [3]. 

Сравнительный анализ массовых долей 1,8-цинеола, гераниола, тимола и карвакрола пока-
зал, что в среднем за два года и суммарно по трем фазам вегетации внесение азотного удобре-
ния N40-80-120 на неизвесткованном фоне способствовало изменению количества 1,8-цинеола  
на +9…+31 %, на известкованном – на +14…+31 %; гераниола – на –66…–36 и –80…–40 %; ти-
мола – на +43…+183 и –13…+138 %; карвакрола – на +104…+245 и +44…+416 % на соответству-
ющих фонах. 

Рис. 2. Концентрация компонентов эфирного масла монарды второго года вегетации  
в онтогенезе (среднее за 2012–2013 гг.), %

Fig. 2. The concentration of Monarda fistulosa L. essential oil components during  
the second year grown (average for 2012–2013), %
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Т а б л и ц а  2. Содержание компонентов эфирного масла монарды второго года вегетации 
(среднее за 2012‒2013  гг.), %

T a b l e  2. The content of Monarda fistulosa L. essential oil components during the second year grown 
(average for 2012‒2013), %

Вариант Фаза γ-Терпинен п-Цимен Тимол Карвакрол Гераниол Линалоол 1,8-Цинеол

N40P60K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,2
1,0
1,2

3,1
2,3
2,1

5,7
10,5
13,8

3,2
4,2
5,4

29,1
19,4
13,1

0,8
0,3
0,5

26,2
27,5
29,3

N80P60K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,1
1,3
1,0

3,2
3,0
3,2

3,1
8,9
8,1

3,9
3,1
5,9

31,5
23,9
13,7

0,6
0,3
0,8

36,5
32,4
46,1

N120P60K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,0
1,1
0,8

2,6
3,3
3,8

1,9
5,8
3,9

4,3
2,6
2,9

27,8
24,2
18,6

0,8
0,4
0,4

36,3
38,0
41,3

N80P30K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,0
1,3
1,1

2,9
1,8
2,2

2,9
11,9
15,1

2,5
3,1
5,1

19,3
34,0
19,6

0,9
0,3
0,3

36,4
19,6
30,7

N80P90K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,0
0,8
0,9

2,6
3,5
3,1

3,0
8,1
9,9

7,0
3,5
9,7

34,2
22,6
19,6

0,5
0,5
0,3

31,7
33,2
34,6

N80P60K60 Ф1
Ф2
Ф3

1,1
1,0
1,2

2,3
3,1
3,1

1,8
8,0
7,4

11,9
8,1
8,8

23,3
24,4
20,5

0,4
0,8
0,7

28,4
32,4
28,5

N80P60K120 Ф1
Ф2
Ф3

1,2
1,3
1,1

2,6
3,0
2,4

10,5
4,0
9,8

2,3
12,4
10,7

33,6
25,6
26,9

1,0
0,4
0,5

22,5
31,1
28,8

НСР0,05 фаз – – 1,04 1,01 2,66 – 2,64
Фон + N40P60K90 Ф1

Ф2
Ф3

0,9
1,4
1,1

2,6
2,8
3,1

2,3
4,8
6,3

4,9
7,1
7,2

25,2
20,9
16,1

0,6
0,3
0,3

31,3
30,8
40,3

Фон + N80P60K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,0
1,3
1,3

3,0
3,0
2,7

7,5
10,7
7,7

1,3
5,2
10,8

39,3
17,4
17,4

0,6
0,5
0,4

29,9
39,2
32,5

Фон + N120P60K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,0
1,0
1,0

2,8
2,9
2,7

5,3
5,5
4,7

3,7
7,7
6,6

29,6
19,8
10,5

0,6
0,6
0,3

38,2
41,2
49,3

Фон + N80P30K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,3
1,1
0,8

3,0
3,2
2,5

5,4
12,9
16,0

2,0
2,2
2,6

30,6
21,7
18,7

0,6
0,2
0,6

29,8
30,0
21,0

Фон + N80P90K90 Ф1
Ф2
Ф3

1,2
1,1
1,0

2,5
3,4
2,6

13,1
6,4
2,4

4,2
13,8
17,4

25,2
20,1
6,0

0,6
0,5
0,6

19,2
30,7
43,4

Фон + N80P60K60 Ф1
Ф2
Ф3

1,1
1,0
1,2

2,4
3,1
3,0

8,4
2,7
1,8

2,5
10,9
12,7

21,9
21,3
26,7

0,9
0,7
0,2

25,1
33,2
33,5

Фон + N80P60K120 Ф1
Ф2
Ф3

1,2
1,3
1,1

3,0
3,2
2,5

3,8
9,7
2,0

2,8
10,2
9,4

30,8
20,4
16,2

0,6
0,5
0,7

39,5
21,9
39,8

НСР0,05 фаз – – 0,69 0,94 2,06 – 3,09
НСР0,05 вариант Ф1

Ф2
Ф3

●
●
●

●
●
●

0,86
0,96
0,85

0,45
1,22
1,10

3,07
2,31
1,58

●
●
●

3,15
3,31
2,09

П р и м е ч а н и е. ● – влияние случайного фактора более 50 %, «–» – влияние фактора «фаза» недостоверно.

При применении фосфорного удобрения P30-60-90 на неизвесткованном фоне количество 1,8- 
цинеола изменилось на 0…+31 %, на известкованном – на –30…+101 %; гераниола – на –67…+34  
и –90…–43 %; тимола – на +95…+342 и –114…+162 %; карвакрола – на 0…+346 и 0...+253 % на со-
ответствующих фонах.
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Калийное удобрение K60-90-120 на неизвесткованном фоне привело к изменению массовой доли 
1,8-цинеола на +2…+39 %, на известкованном – на +31…+37 %; гераниола – на –67…–16 и –56…
+72 %; тимола – на –112…+269 и –102…+73 %; карвакрола – на +25…+465 и +271…+416 % на соот-
ветствующих фонах. 

На основании анализа относительных отклонений концентраций тимола, карвакрола, 1,8-ци-
неола и гераниола от контрольного и фонового значений (рис. 3) для каждой фазы вегетации 
были получены ранжированные ряды.

Для фармакологической промышленности ценным является эфирное масло, обладающее 
противовоспалительной и бактерицидной активностью [12], т. е. содержащее больше тимола, 
карвакрола и 1,8-цинеола. С учетом фаз вегетации были выбраны следующие варианты:

   
a                                                                                             b

   
c                                                                                             d

   
e                                                                                              f

Рис. 3. Изменение содержания компонентов эфирного масла монарды дудчатой второго года вегетации (a, b – фаза 
массовой бутонизации – начала цветения; c, d – фаза массового цветения; e, f – фаза конца цветения) при применении 

NPK удобрений на неизвесткованном (a, c, e) и известкованном (b, d, f ) фонах, %

Fig. 3. The change in the concentration of  the Monarda fistulosa L. essential oil components the second year growing season 
(a, b – vegetative phase; c, d – reproductive phase; e, f – ripening phase) under using mineral fertilizers (NPK) on nonlimed  

(a, c, e) and limed (b, d, f ) field, %
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неизвесткованный фон: 
фаза массовой бутонизации – начала цветения:
N80P60K60 > N80P90K90 > N80P60K120 > N80P60K90 > N120P60K90 > N40P60K90 > N80P30K90;
фаза массового цветения:
N80P30K90 > N80P60K120 > N40P60K90 > N80P60K60 > N80P60K90 > N80P90K90 > N120P60K90;
фаза конца цветения:
N80P30K90 > N40P60K90 > N80P90K90 > N80P60K120 > N80P60K90 > N80P60K60 > N120P60K90;
известкованный фон:
фаза массовой бутонизации – начала цветения:
фон + N80P90K90 > фон + N120P60K90 > фон + N40P60K90 > фон + N80P60K60 > фон + N80P60K120 >  

фон + N80P30K90 > фон + N80P60K90;
фаза массового цветения: 
фон + N80P60K90 > фон + N40P60K90 > фон + N80P90K90 > фон + N80P60K120 > фон + N120P60K90 >  

фон + N80P30K90 > фон + N80P60K60;
фаза конца цветения:
фон + N80P30K90 > фон + N80P60K90 > фон + N40P60K90 > фон + N80P90K90 > фон + N120P60K90 >  

фон + N80P60K60 > фон + N80P60K120.
Для пищевых изделий важно присутствие компонентов, обладающих консервирующим дей-

ствием [12] (например, тимол и карвакрол) и высокой антирадикальной активностью [24], в не-
больших количествах – компоненты, придающие изделиям аромат (например, гераниол). С уче-
том этого были выбраны следующие варианты:

неизвесткованный фон:
фаза массовой бутонизации – начала цветения: 
N80P60K60 > N80P90K90 > N80P60K120 > N80P60K90 > N120P60K90 > N40P60K90 > N80P30K90; 
фаза массового цветения: 
N80P60K120 > N80P60K60 > N120P60K90 > N80P60K90 > N80P90K90 > N40P60K90;
фаза конца цветения: 
N40P60K90 > N80P60K90 > N80P30K90 > N80P90K90 > N80P60K120 > N80P60K60 > N120P60K90;
известкованный фон:
фаза массовой бутонизации – начала цветения: 
фон + N80P90K90 > фон + N120P60K90 > фон + N40P60K90 > фон + N80P60K60 > фон + N80P30K90 >  

фон + N80P60K120 > фон + N80P60K90;
фаза массового цветения: 
фон + N40P60K90 > фон + N80P60K120 > фон + N80P30K90 > фон + N80P60K60 > фон + N80P60K90 >  

фон + N80P90K90 > фон + N120P60K90;
фаза конца цветения: 
фон + N80P90K90 > фон + N120P60K90 > фон + N40P60K90 > фон + N80P60K90 > фон + N80P60K120 >  

фон + N80P30K90 > фон + N80P60K60.
Для парфюмерной и косметической промышленности важны компоненты, используемые  

в ароматерапии (гераниол). С учетом этого были выбраны следующие варианты:
неизвесткованный фон:
фаза массовой бутонизации – начала цветения: 
N80P60K120 > N40P60K90  > N80P90K90 > N80P60K60;
фаза массового цветения: 
N80P30K90 > N80P60K120 > N80P60K60 > N120P60K90 > N80P60K90 > N80P90K90;
фаза конца цветения: 
N80P60K120 > N80P60K60 > N80P30K90 > N80P90K90 > N120P60K90 > N80P60K90 > N40P60K90;
известкованный фон: 
фаза массовой бутонизации – начала цветения: 
фон + N80P60K90 > фон + N80P60K120 > фон + N80P30K90 > фон + N120P60K90 > фон + N40P60K90 >  

фон + N80P60K60 > фон + N80P90K90;
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фаза массового цветения: 
фон + N80P60K60 > фон + N80P30K90 > фон + N80P60K120 > фон + N40P60K90 > фон + N80P90K90 >  

фон + N120P60K90 > фон + N80P60K90;
фаза конца цветения: 
фон + N80P60K60 > фон + N80P30K90 > фон + N80P60K90 > фон + N40P60K90 > фон + N80P90K90 >  

фон + N120P60K90 > фон + N80P60K120.
Заключение. Уровни накопления компонентов эфирного масла монарды дудчатой отлича-

лись по годам, что было обусловлено как возрастным состоянием растений, так и применяемы-
ми удобрениями (внесение NPK на фоне мелиоранта и без него). 

Под воздействием NPK удобрений в первый год вегетации содержание тимола на обоих фонах 
изменялось приблизительно одинаково, карвакрола – меньше на известкованном фоне, а 1,8-ци-
неола – на неизвесткованном. Во второй год самое большое отклонение по содержанию за три 
фазы наблюдалось у тимола и карвакрола при внесении как азотных, так и фосфорных и калий-
ных удобрений.

Значимое влияние на процессы синтеза γ-терпинена, п-цимена и линалоола как в первый, так 
и во второй год вегетации оказал случайный фактор. Кроме того, различий между фазами по 
количеству линалоола, п-цимена, γ-терпинена на обоих фонах не выявлено.

Накопление тимола в образцах второго года увеличивалось ко второй фазе на обоих фонах,  
а к третьей наблюдалось достоверное его снижение. Содержание карвакрола, наоборот, на неиз-
весткованном фоне в основном снижалось ко второй фазе, а к третьей – увеличивалось. При при-
менении мелиоранта динамика накопления была иная: увеличение концентрации карвакрола  
от фазы к фазе.

Массовая доля гераниола на обоих фонах имела отрицательную динамику ‒ снижалась от 
фазы к фазе. Накопление 1,8-цинеола не было столь однозначным: концентрация его либо увели-
чивалась ко второй фазе, либо оставалась неизменной, а к третьей фазе либо оставалась неиз-
менной, либо вновь увеличивалась.

В зависимости от области применения (фармацевтическая, пищевая или парфюмерно-косме-
тическая промышленность) построены ранжированные ряды вариантов внесения минеральных 
удобрений для выращивания монарды дудчатой с целью получения эфирного масла.
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СОВРЕМЕННОЕ РАСПРОСТРАНЕНИЕ РЕЧНЫХ РАКОВ  
(DECAPODA: ASTACIDAE, CAMBARIDAE) В ВОДОЕМАХ БАССЕЙНА РЕКИ НЕМАН 

НА ТЕРРИТОРИИ БЕЛАРУСИ

Аннотация. Изучены процессы распространения речных раков в водных объектах бассейна р. Неман и опреде-
лены тенденции в изменении численности популяций. Установлено постепенное исчезновение популяций как широ-
копалого, так и длиннопалого раков, отмечена быстрая колонизация водоемов полосатым раком. Появление в по-
следние годы полосатого рака в отдельных изолированных карьерах и озерах, куда он мог проникнуть только с по-
мощью человека, указывает на необходимость активной просветительной работы среди местного населения с целью 
разъяснения пагубности переселения полосатого рака в новые места обитания. Для сохранения аборигенных видов 
рака в водных объектах бассейна р. Неман необходимо как можно быстрее провести работы по их расселению в во-
доемы и водотоки, недоступные для инвазивного полосатого рака, с целью создания новых популяций.

Ключевые слова: широкопалый рак, длиннопалый рак, полосатый рак, распространение, бассейн р. Неман 
Для цитирования: Алехнович, А. В. Современное распространение речных раков (Decapoda: Astacidae, Camba- 

ridae) в водоемах бассейна реки Неман на территории Беларуси / А. В. Алехнович, Д. В. Молотков, К. Сливинска // 
Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2020. – Т. 65, № 2. – С. 182–190. https://doi.org/10.29235/1029-8940-
2020-65-2-182-190

Anatoly V. Alekhnovich, Dmitry V. Molotkov, Karolina Śliwińska

Scientific and Practical Center for Biological Resources of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Republic of Belarus

THE CURRENT DISTRIBUTION OF THE FRESHWATER CRAYFISH  
(DECAPODA: ASTACIDAE, CAMBARIDAE) IN THE NEMAN RIVER BASIN IN BELARUS

Abstract. The trends in the distribution and occurrence of the freshwater crayfish in the water bodies of the Neman River 
basin are presents. It has been shown that both native species: the noble and the narrow-clawed crayfish are declined and/or 
are displaced with rapidly expanding its range the invasive spiny-cheek crayfish. In recent years the alien species was found in 
isolated gravel pits and lakes, where it could be transferred only by the human activity. These findings confirm the need of the 
education about the threats posed by the invasive species on the native biodiversity especially with the local community, 
which is an obligatory practice for protection the native species in the area expanded with non-native crayfish species. Further, 
to increase the likelihood of the local biodiversity conservation it is highly needed to undertake targeted actions aimed  
at resettling endangered populations into waterbodies unavailable for the invasive spiny-cheek crayfish expansion.

Keywords: noble crayfish, narrow-clawed crayfish, spiny-cheek crayfish, distribution, Neman River basin 
For citation: Alekhnovich A. V., Molotkov D. V., Śliwińska K. The current distribution of the freshwater crayfish (Deca

poda: Astacidae, Cambaridae) in the Neman River basin in Belarus. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya 
biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2020, vol. 65, no. 2, 
pp. 182–190 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2020-65-2-182-190

Введение. Раки из семейства Astacidae являются единственными аборигенными десятиноги-
ми раками, которые встречаются в Беларуси. Это бентосные животные, которые занимают опре-
деленную нишу и зависят от существующих в экосистеме условий, включая ее разнообразие  
и качество воды [1]. Особенно это касается широкопалого рака Astacus astacus, который является 
ключевом видом и биоиндикатором качества воды [2, 3].

В Беларуси встречается три вида речных раков: кроме широкопалого, широко распростра- 
нены также длиннопалый Pontastacus leptodactylus и чужеродный инвазивный полосатый 
Faxonius (Orconectes) limosus.

© Алехнович А. В., Молотков Д. В., Сливинска К., 2020
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Наиболее редкий из них, широкопалый рак, включен в Красную книгу Республики Беларусь 
(III категория охраны) [4], имеет высокий международный природоохранный статус – внесен  
в Красный список МСОП со статусом «уязвимый» [5], а также перечислен как охраняемый  
в Приложении III Бернской конвенции [6] и указан во II и V Приложениях Директивы 92/43/ЕЭС 
«Об охране природных мест обитания, дикой флоры и фауны» Европейского союза [7].

Длиннопалый рак в Беларуси является относительно многочисленным промысловым видом [9]. 
В водоемах Беларуси он является аборигенным видом, однако в странах Прибалтики его статус 
неясен, так как считается, что P. leptodactylus является восточным видом, а водные объекты бас-
сейна Черного и Каспийского морей – его исконные места обитания [8]. В бассейне Балтийского 
моря длиннопалый рак встречается повсеместно, занимая те же места, что и широкопалый рак. 
На западе Беларуси кроме этих двух видов встречается и полосатый рак [9].

Водные объекты бассейна р. Неман являются местом обитания трех видов десятиногих рако-
образных. Устойчивость популяции аборигенных видов, обитающих на этой территории, нахо-
дится под угрозой, поскольку эти места активно осваивает чужеродный инвазивный полосатый 
рак. Для этого неаборигенного вида характерны быстрый рост, раннее половое созревание, вы-
сокая плодовитость и возможность размножения через партеногенез [10]. Это дает ему ряд преи-
муществ в конкурентной борьбе с аборигенными видами, но главный негативный эффект от его 
присутствия заключается в способности полосатого рака переносить рачью чуму [11]. Популяции 
широкопалого и длиннопалого раков погибают от рачьей чумы, в то время как особи полосатого 
рака болеют этим заболеванием в хронической форме и погибают только в том случае, если 
складываются неблагоприятные условия обитания по ряду факторов [12]. Следовательно, там, 
где встречается полосатый рак, аборигенные виды раков достаточно быстро исчезают.

Одной из наиболее крупных (после Днепра и Западной Двины) рек Беларуси является Неман. 
Площадь водозабора на территории Беларуси (с учетом водозабора р. Вилия) составляет больше 
46 км2. Через Огинский канал р. Неман соединена с бассейном Днепра, через Августовский –  
с бассейном р. Висла [13].

Водные объекты бассейна р. Неман исследовали в течение ряда лет. Наиболее масштабно эта 
работа была проведена в июле–августе 2018 г., когда был обследован ряд озер и рек бассейна 
р. Неман в границах Гродненской области. Результаты исследований легли в основу данной статьи.

Цель работы – изучить процессы распространения речных раков в водных объектах бассейна 
р. Неман и определить современные тенденции в изменении численности популяций.

Материалы и методы исследования. Раков отлавливали раколовками, сачками и просто ру-
ками, используя маски и трубки. 

Применяли раколовки двух типов. Первый тип представлял собою две мережи, соединенные  
вставкой из дели длиной 2,5 м. Размер ячеи мереж – 16–22 мм. Ловушки использовали без при-
манки, а их работа была построена на следующем принципе: раки, двигаясь по дну, упирались  
в преграду из натянутой вставки из дели и, перемещаясь вправо или влево, попадали в ловушку. 
Встроенные конусы не препятствовали проникновению раков в ловушки, но эффективно  
предотвращали уход из них раков. Раколовки связывали в порядки по 4 штуки и при установке 
растягивали на кольях. В озерах, водохранилищах раколовки устанавливали в заросших заводях 
вдоль берегов на глубине до 4–5 м. Ловушки устанавливали, как правило, после полудня и сни-
мали в первой половине следующего дня. Численность раков, пойманных с помощью ловушек, 
рассчитывали как количество раков на ловушку за сутки.

Второй тип – раколовки цилиндрической формы с боковыми конусовидными входами. Их 
применяли, используя приманки в виде свежей белой рыбы (плотва, карась и т. п.). 

Кроме того, раков ловили с помощью сачков и руками в местах с обилием камней, коряг, кор-
ней прибрежных деревьев и других предметов, которые могут использоваться раками в качестве 
убежищ. 

При определении размера раков замер производили от острия рострума до конца тельсона.
Результаты исследования. Распространение широкопалого рака. Данные по встречаемости 

широкопалого рака в водных объектах бассейна р. Неман приведены в табл. 1.
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Т а б л и ц а  1. Встречаемость широкопалого рака Astacus astacus в водных объектах бассейна р. Неман

T a b l e  1. Occurrence of the noble crayfish Astacus astacus in the water bodies of the Neman River basin

Водоем Улов, экз/лов.  
в сутки

Средняя длина (см) ± 
среднеквадратичное отклонение Время

обследования
Самцы Самки

Р. Нарочанка 0,25 7,3 ± 2,4 8,5 ± 1,0 21.07.1995 [14]
Оз. Слободское 0,19 9,0 ± 1,1 8,3 ± 0,6 14.06.2000 

(личные данные)

– 9,0 – 9.07.2019 
(личные данные)

Оз. Болдук 0,30 8,6 ± 1,1 7,1 ± 1,5 10.07.1995 [14]
Р. Смолка – 10,1 ± 1,2 10,0 ± 1,2 8.07.1996 [14]
Оз. Рудаково 0,1 9,8 ± 2,0 9,9 12.07.1996 [14]
Пруд у ДЛ «Зубренок» 0,9 10,5 ± 1,0 10,2 ± 0,7 17.05.2011 

(личные данные)
Карьер «Дачный» у д. Мороськи 0,7 ± 0,8 11,3 ± 1,4 10,8 ± 1,0 18.09.2012 [15]

0,5 ± 0,8 9,2 ± 1,5 7,7 ± 1,4 01.11.2012 [15]

3,11 9,1 ± 1,1 8,6 ± 1,0 24.04.2018 
(личные данные)

Р. Исса у д. Вершки – 9,3 – 06.1995 [14]
Р. Исса Рак не обнаружен 19.06.2018 

(личные данные)
Р. Зельвянка у д. Шейпичи 1,48 9,8 ± 1,1 8,5 ± 0,7 06.1995 [14]
Р. Зельвянка в 20 км 
выше Зельвенского вдхр. Рак не обнаружен 9.07.2018 

(личные данные)
Оз. Бездонное 0,08 10,5 – 22.06.1995 [14]
Карьер № 2 у г. п. Красносельский – 10,6 ± 1,9 – 22.10.1997 [14]

– 10,3 ± 1,7 – 30.08.2016 
(личные данные)

– 10,9 ± 0,6 6,4 12.07.2018 
(личные данные)

Верховья р. Дитва у д. Ожелишки – – 8,8 27.06.2018
(личные данные)

Р. Ятранка у д. Ятра – 6,7 ± 1,8 6,8 06.07.2018 
(личные данные)

Оз. Тумское – 14,4 – 30.06.2018
 (личные данные)

Протока между озерами Туровейское 
и Золовское – 9,3 – 01.07.2018 

(личные данные)
Средняя длина 9,4 ± 1,3 8,9 ± 1,2

Рассмотрим ряд мест обитания раков в НП «Нарочанский» – реки Нарочанка и Смолка, 
оз. Болдук, пруд у детского лагеря «Зубренок». В целом в НП «Нарочанский» численность широ-
копалого рака была достаточно высокой. Суточные уловы в большинстве случаев составляли 
0,2–0,3 экз/лов. в сутки, а в пруду они были еще выше (табл. 1). Для краснокнижного вида такие 
высокие уловы достаточно необычное явление. Следует отметить наличие в 1996 г. широкопало-
го рака в оз. Рудаково, в котором наряду с широкопалым раком встречался и длиннопалый рак 
(5,5 % от общей численности). В 2018 г. в оз. Рудаково дайверами был обнаружен только длинно-
палый рак. В конце прошлого века широкопалый рак регистрировали в р. Нарочанка от вытока 
из оз. Нарочь и практически по всей длине реки (75 км). С р. Нарочанкой протокой связано 
оз. Слободское, в котором широкопалый рак существует до сих пор, но его численность чрезвы-
чайно низкая. Широкопалый рак встречается также на всем протяжении р. Смолка, которая свя-
зывает оз. Вишневское с оз. Свирь. 

В 2012 г. широкопалый рак был обнаружен в старых карьерах кирпичного завода в Моло-
дечненском районе в бассейне р. Уша (табл. 1). Раки встречаются в большинстве из 18 карьеров. 
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Нами основательно изучен карьер «Дачный», на берегах которого находились дачные домики 
садового товарищества. Нет сомнений, что в летне-осенний период раков достаточно активно 
вылавливают дачники, на что указывает снижение средних размеров особей к ноябрю в сравне-
нии с сентябрем [15]. Несмотря на высокий эксплуатационный пресс, плотность раков в карьере 
«Дачный» за 6 лет увеличилась, поскольку уловы одной ловушкой к 2018 г. значительно возрос-
ли (табл. 1). Данную популяцию следует рассматривать как донорскую при проведении работ по 
расселению и созданию новых популяций широкопалого рака в бассейне р. Неман.

В Волковысском районе большое количество меловых карьеров, в которых встречаются и реч-
ные раки. Так, в 2018 г. в одном из меловых карьеров у г. п. Красносельский нами пойман полоса-
тый рак. Также подтверждено обитание широкопалого рака в карьере № 2 (в этом карьере широ-
копалый рак регистрировался нами с ноября 1997 г.) 

В ряде водных объектов бассейна р. Неман широкопалый рак уже не обнаруживается. В кон-
це прошлого века этот вид встречался в верховьях р. Исса (приток р. Щара) в Барановичском 
районе, а в июне 2018 г. его уже там не регистрировали. Достаточно большие уловы широкопало-
го рака были в р. Зельвянка (табл. 1), но наряду с широкопалым в 1990-е годы в р. Зельвянка 
встречался и длиннопалый рак (4,0 % от общего количества выловленных раков). В июле 2018 г. 
в р. Зельвянка нами выявлен уже только полосатый рак.

В оз. Бездонное (бассейн р. Зельвянки) в 1995 г. наряду с большим количеством длиннопало-
го рака был пойман единственный экземпляр широкопалого рака, однако уже в 1996 г. этот вид  
в озере нами не регистрировался. В 2014 г. раков в оз. Бездонное вообще не обнаружено. 

В ходе исследований, проведенных в 2018 г., выявлены неизвестные ранее места обитания 
раков. Широкопалый рак пойман в верховье р. Дитва (табл. 1). Отметим, что в месте впадения 
р. Дитва в р. Неман обнаружен полосатый рак, в р. Ятранка (приток р. Молчадь) в Новогрудском 
районе – широкопалый. 

В Сорочанской группе озер широкопалый рак обнаружен в оз. Тумское (один экземпляр)  
и в протоке между озерами Туровейское и Золовское (один экземпляр). Такое малое количество 
отловленных раков в относительно чистых озерах указывает на то, что широкопалый рак  
в Сорочанской группе озер находится в депрессивном состоянии, возможно, из-за неблагополуч-
ных для популяции изменений в водных экосистемах или хронической формы рачьей чумы, ко-
торая, как известно, может значительно снижать численность раков [16]. Но для постановки окон-
чательного диагноза необходимо проведение молекулярно-генетических исследований. 

Рассматриваемые популяции характеризуются малыми размерами особей, что может указы-
вать на продолжающийся вылов раков из популяций, несмотря на то что вид включен в Красную 
книгу Республики Беларусь и его лов запрещен, но возможны и другие причины. Средний раз-
мер особей, обитающих в бассейне р. Неман, составляет порядка 9 см (табл. 1). 

Таким образом, широкопалый рак, вид, включенный в Красную книгу Республики Беларусь, 
обнаружен в водных объектах НП «Нарочанский», в карьерах бассейна р. Уша. Реки НП 
«Нарочанский», в бассейне которых встречается широкопалый рак, а также р. Уша впадают  
в р. Вилию, которая уже на территории Литвы впадает в р. Неман. В бассейнах рек, которые впа-
дают в р. Неман на территории Беларуси, широкопалый рак обнаружен в верховьях р. Дитва,  
в р. Ятранка и в Сорочанской группе озер. В большинстве мест обитания численность раков 
очень низкая, и только популяция из карьеров у д. Мороськи может рассматриваться как много-
численная. 

Распространение длиннопалого рака. Данные о встречаемости длиннопалого рака в бассейне 
р. Неман приведены в табл. 2.

Длиннопалый рак широко представлен в водных объектах Беларуси, но в бассейне р. Неман, 
в границах от Гродненского до Ивьевского районов, он встречается в небольшом количестве. На 
современном этапе только оз. Молочное можно считать значительным ракопромысловым водое-
мом. В отмеченных границах длиннопалый рак продолжает встречаться в водохранилищах на 
малых реках бассейна р. Неман, но везде его численность небольшая. Выше по течению р. Неман 
(Ивьевский район) длиннопалый рак в промысловых значениях обнаружен в водохранилищах 
Лошанском и у д. Скоморошки. 
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Т а б л и ц а  2. Встречаемость длиннопалого рака Pontastacus leptodactylus  
в водных объектах бассейна р. Неман

T a b l e  2. Occurrence of narrow-clawed Pontastacus leptodactylus in the water bodies of the Neman River basin

Водоем Улов, экз/лов.  
в сутки

Средняя длина (см) ± среднеквадратичное отклонение
Время обследования

Самцы Самки

Оз. Б. Швакшты 0,14 – 13,5 ± 1,8 17.07.1996 [17]

0,22 9,2 ± 0,4 10,4 ± 1,6 20.08.2004
(личные данные)

Оз. М. Швакшты 0,04 – 12,5 ± 1,6 11.07.1996 [17]
Оз. Кромань 1,5 9,1 ± 1,9 9,8 ± 1,4 14.07.1995 [17]
Р. Зельвянка у д. Шейпичи 0,08 8,7 – 24.06.1995 [17]
Р. Зельвянка в 20 км выше 
Зельвенского вдхр. Раки не обнаружены 9.07.2018

(личные данные)
Оз. Кромонь 1,5 9,1 ± 1,8 9,8 ± 1,4 14.07.1995 [17]
Оз. Кузьмичи 1,09 ± 1,18 9,2 ± 1,3 9,1 ± 1,0 12.07.1995 [17]

2,80 10,4 ± 1,3 10,6 ± 1,1 18.07.1996 [17]
0,95 10,6 ± 1,4 10,0 ± 1,4 18.07.1998 [17]

0,06 – 7,7 ± 1,6 18.08.2004 
(личные данные)

Раки не обнаружены 17.05.2011
(личные данные)

Оз. Рудаково – – 14,3 12.07.1996 [17]
Оз. Бездонное 10,0 8,7 ± 0,9 8,5 ± 1,0 22.06.1995 [17]

10,8 9,3 ± 1,1 8,6 ± 0,8 16.06.1996 [17]
4,9 8,6 ± 1,2 7,8 ± 1,0 15.05.1997 [17]

Раки не обнаружены 24.07.2014 
(личные данные)

Вдхр. у д. Скоморошки
на р. Жатеровка 0,31 10,3 ± 0,4 9,7 ± 1,1 31.07.2014 

(личные данные)
Вдхр. на р. Драй 
у д. Понизья – 12.3 – 19.09.2012 

(личные данные)
Карьер Драй у оз. Белое 
на р. Вилия 0,11 11,1 ± 0,8 10,5 ± 0,1 22.08.2016

(личные данные)
Вдхр. Лошанское 
на р. Лоша 0,73 ± 0,44 13,2 ± 2,3 11,8 ± 1,1 9.10.2016

(личные данные)

0,21 ± 0,13 10,8 ± 1,6 10,0 ± 3,0 26.10.2017
(личные данные)

Вдхр. у д. Галимщина 0,15 13,9 10,7 ± 0,8 27.06.2018 
(личные данные)

Оз. Молочное 1,78 9,6 ± 1,3 8,9 ± 1,1 12.07.2018 
(личные данные)

Вдхр. у д. Б. Можейково 
на р. Ищелнянка – 12,4 10,6 ± 1,1 11.07.2018

(личные данные)
Р. Изовка у д. Петревичи – 9,1 ± 0,1 9,8 ± 2,9 7.07.2018 

(личные данные)
Р. Исса у д. Полонка 0,08 8,8 9,1 ± 1,1 19.06.2018 

(личные данные)
Вдхр. Ордаши у д. Ровок 
на р. Ластоянка – 8,9 – (личные данные)

Средняя длина 9,9 ± 1,2 9,9 ± 1,5 (личные данные)

Средние размеры особей (самцов и самок) в популяциях длиннопалого рака водных объектов 
бассейна р. Неман несколько больше, чем особей широкопалого рака (табл. 2).

Распространение полосатого рака. Данные о встречаемости полосатого рака в бассейне  
р. Неман представлены в табл. 3.
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Т а б л и ц а  3. Встречаемость полосатого рака F. limosus в водных объектах бассейна р. Неман

T a b l e  3. Occurrence of spinycheek crayfish Faxonius limosus in the water bodies of the Neman River basin

Водоем Улов, экз/лов. 
в сутки

Средняя длина (см) ± среднеквадратичное отклонение
Дата обследования

Самцы Самки

Р. Шлямица у д. Калеты 0,90 6,6 ± 1,6 6,3 ± 1,0 26.06.1997 [18]
9,38 7,4 ± 0,7 7,5 ± 0,8 16.10.1997 [18]

Р. Марыха – 6,4 ± 0,6 6,3 ± 0,5 17.10.1997 [18]
Р. Черная Ганча у д. Затишье 0,54 8,6 ± 0,8 7,1 ± 1,0 18.10.1997 [18]
Августовский канал – 6,8 ± 0,4 7,5 ± 0,6 19.10.1997 [18]
Р. Неман (старица) у д. Демедково 0,55 8,6 ± 0,8 7,1 ± 1,0 21.10.1997 [18]
Р. Неман (район г. Мосты) – 6,2 ± 0,4 5,9 ± 0,2 15.07.2010 [19]
Р. Неман (район г. Березовка) 0,03 9,9 – 8.09.2011 [19]
Августовский канал у р. Неман 0,53 8,2 ± 0,7 9,1 ± 0,9 5.09.2015 [20]
Р. Щара у д. Русаково 0,33 7,1 ± 1,4 – 5.06.2015 [20]
Р. Щара ниже г. Слонима – 4,5 ± 1,0 5,0 ± 1,6 22.09.2015 [20]
Оз. Белое, карьер у р. Вилия 0,03 6,3 – 21.08.2016 [20]
Р. Гавья, устье у р. Неман 0,42 9,1 ± 0,9 8,3 23.08.2016 [20]
Р. Рось у д. Волпа 0,25 9,1 ± 0,7 9,4 ± 1,0 25.08.2016 [20]
Г. п. Красносельский, карьер – 7,3 – 10.08.2018

(личные данные)
Р. Свислочь у д. Конюхи 0,11 8,6 7,9 ± 0,6 26.06.2016 [20]
Р. Вилия у д. Быстрица 0,12 8,9 – (личные данные)
Р. Гавья у д. Шелути – 7,7 8,3 (личные данные)
Р. Жижма у д. Гильвинцы – 8,1 – 26.06.2018  

(личные данные)
Карьер у д. Рожанка – 6,8 – 7.08.2018  

(личные данные)
Р. Турья у г. Щучин – 6,1 – 12.07.2018  

(личные данные)
Оз. Берштовское 0,31 8,2 ± 0,6 8,  ± 1,4 15.07.2018  

(личные данные)
Оз. Кавеня – 7,6 – 14.08.2018  

(личные данные)
Р. Оксна у г. Сморгонь – 7,9 6,3 16.08.2018  

(личные данные)
Р. Турья у г. Щучин – 6,5 – 12.07.2018  

(личные данные)
Вдхр. Альбертинское на р. Исса 0,16 8,4 ± 1,1 – 8.07.2018

(личные данные)
Р. Зельвянка, 20 км  
выше Зельвенского вдхр. – 7,7 ± 2,2 – 9.07.2018

(личные данные)
Зельвенское вдхр. 2,2 8,3 ± 0,4 7,7 ± 0,9 10.07.2018

(личные данные)
Средняя длина 7,6 ± 1,2 7,3 ± 1,2

Полосатый рак в бассейне р. Неман распространен главным образом в р. Неман и в притоках 
первого и второго порядка. Вид характеризуется малыми размерами и не имеет выраженной 
коммерческой ценности. Из-за способности переносить рачью чуму вид включен в Черную кни-
гу животных Беларуси [21].

Средние размеры особей в водоемах бассейна р. Неман чуть больше 7 см и меньше размеров 
особей широкопалого и длиннопалого раков (табл. 3).

Обсуждение. В бассейне р. Неман широкопалый рак представлен относительно небольшим 
количеством популяций в изолированных непроточных водоемах или в малых реках и прото- 
ках между озер. Очевидно, такое распространение широкопалого рака обусловлено межвидовой 
конкуренции с длиннопалым раком, в результате которой первый вид проигрывает второму [9]. 
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Процесс замещения широкопалого рака длиннопалым в целом достаточно медленный, но на со-
временном этапе аборигенные виды раков достаточно быстро вытесняются инвазивным полоса-
тым раком. Не выявлено ни одного случая совместного существования популяций полосатого 
рака и какого-либо из аборигенных видов в водных объектах бассейна р. Неман. 

Широкопалый рак, как и длиннопалый, представлен немногочисленными популяциями, ко-
торые чаще встречаются в верхнем течении р. Неман и ее притоках. Такое распространение обу-
словлено тем, что бассейн р. Неман активно осваивает американский полосатый рак, что и при-
водит к постепенному замещению длиннопалого рака. За время наблюдений исчез длиннопалый 
рак из озер Бездонное, Кузьмичи и р. Зельвянка. Но если в р. Зельвянка нами обнаружен полоса-
тый рак, то в озерах Бездонное и Кузьмичи раков вообще не выявлено. Отметим, что в непосред-
ственной близости в р. Вилии находятся старые залитые водой карьеры (оз. Белое, карьер Драй), 
непосредственно связанные с р. Вилия. В 2016 г. в первом карьере (оз. Белое) нами обнаружен 
полосатый рак, в пару километрах выше против течения – длиннопалый рак. 

Наиболее массовым видом речных раков в бассейне р. Неман является полосатый рак. 
Инвазивный вид F. limosus впервые обнаружен в бассейне р. Неман в реках Шлямица, Марыха  
и в Августовском канале в 1997 г. Этот вид расширяет свои места обитания со скоростью около 
13 км в год [20].

Нет сомнения, что в оз. Берштовское он проник из р. Котра – притока р. Неман. Ранее поло-
сатый рак не регистрировали в изолированных водоемах, не связанных водными артериями  
с р. Неман или ее притоками, но в 2018 г. полосатый рак обнаружен нами в оз. Кавеня (в 1997 г. 
его там не было), в карьерах возле д. Рожанка и в карьере в районе Красносельска. Проникнуть  
в изолированные водоемы он мог только с помощью человека, что указывает на необходимость 
активной просветительной работы среди местного населения с целью разъяснения пагубности 
переселения полосатого рака в новые места обитания. 

По результатам исследования нами р. Неман и ее основных притоков, начиная от границы  
с Литвой и до впадения в Неман р. Гавья, не обнаружено совместных мест обитания полосатого 
рака и любого из аборигенных видов речных раков. 

Особую опасность представляет появление полосатого рака в р. Вилия. В августе 2016 г.  
нами выловлен один полосатый рак в оз. Белое, которое несколькими протоками соединено  
с р. Вилия. В 2018 г. массовое появление полосатого рака зарегистрировано уже в черте 
г. Сморгонь (р. Оксна). В устье р. Нарочанка в 2016 г. полосатый рак не обнаружен. В 2018 г. работы 
по поиску полосатого рака в р. Нарочанка не проводились, но нет сомнений, что в скором буду-
щем он там появится. А это значит, что полосатый рак заселит водные объекты НП «Нарочанский» 
и аборигенные виды раков будут исчезать с удвоенной скоростью. 

Заключение. Таким образом, установлено, что аборигенные виды раков (широкопалый и длин-
нопалый) быстро исчезают из водных объектов бассейна р. Неман и на смену им приходит инва-
зивный чужеродный вид – полосатый рак. Для сохранения немногочисленных популяций широ-
копалого рака необходимо как можно быстрее провести работы по его расселению с целью соз-
дания новых популяций в малых реках и изолированных водоемах региона. При отсутствии 
раков в больших озерах и реках целесообразно вселять длиннопалого рака. Работы по реинтро-
дукции необходимо проводить на постоянной основе. 
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СТИМУЛИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ ПЛАЗМЕННОЙ И РАДИОВОЛНОВОЙ ОБРАБОТКИ 
СЕМЯН КЛЕВЕРА ЛУГОВОГО НА МОРФОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ  

ПАРАМЕТРЫ ПРОРОСТКОВ

Аннотация. Установлено, что обработка семян клевера лугового высокочастотным (ВЧ) электромагнитным по-
лем и ВЧ плазмой, возбуждаемой на частоте 5,28 МГц при давлении 200 Па, оказывает стимулирующее действие как 
на прорастание семян, так и на рост и развитие растений, выращенных в лабораторных и полевых условиях. При 
плазменной обработке длительностью 5 мин наблюдается наибольший эффект – повышение энергии прорастания  
и всхожести семян, значительное возрастание биомассы побегов и корней. В то же время содержание фенольных  
соединений и флавоноидов в листьях растений снижается.

Ключевые слова: высокочастотное электромагнитное поле, холодная плазма, прорастание семян, клевер луго-
вой, рост и развитие растений, фенольные соединения, флавоноиды
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STIMULATING EFFECTS OF PLASMA AND RADIO-WAVE TREATMENTS OF RED CLOVER SEEDS  
ON MORPHOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL PARAMETERS OF SEEDLINGS

Abstract. It was established that the treatment of clover seeds with radio frequency (RF) electromagnetic field and low 
pressure (200 Pa) RF plasma excited at a frequency of 5.28 MHz has a stimulating effect both on the germination of seeds and 
on the growth and development of plants grown in laboratory and field conditions. Plasma treatment for 5 min led to the 
greatest stimulation of seed germination and germination energy, a significant increase in the biomass of shoots and roots.  
At the same time, the content of phenolic compounds and flavonoids in plant leaves decreased.

Keywords: high-frequency electromagnetic fields, cold plasma, germination of seeds, red clover, total phenolics, 
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Введение. В последние годы для обработки различных биологических объектов, в том числе 
семенного растительного материала, все большее распространение получают технологии на ос-
нове плазменных, плазменно-пучковых, микро- и радиоволновых методов воздействия. Много-
численные исследования свидетельствуют об активной ответной реакции растений (как на моле-
кулярном и клеточном уровне, так и на уровне организма) на обработку семян холодной плазмой 
и электромагнитными полями [1–5], что проявляется, в частности, в изменении состава и содер-
жания вторичных метаболитов [6], в том числе фенольных соединений [7]. Таким образом, воз-
действие физических факторов на семена может рассматриваться как перспективный метод мо-
дуляции накопления растениями вторичных метаболитов для получения биологически актив-
ных веществ растительного происхождения. 
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Цель данной работы – исследование особенностей прорастания семян, ростовых процессов  
и определение содержания вторичных метаболитов в растениях клевера лугового (Trifolium pra-
tense L.) в лабораторных и полевых условиях в ответ на предпосевную плазменно-радиоволно- 
вую обработку. Клевер луговой, многолетнее травянистое растение семейства бобовых, являет-
ся естественным источником изофлавоноидов – фитоэстрагенов биоханина А и формононетина, 
что обеспечивает его широкое применение в медицине. Кроме того, клевер луговой использует-
ся в растениеводстве как кормовая культура и способствует обогащению почвы азотом. 

Объекты и методы исследования. В качестве объекта исследований были выбраны расте-
ния клевера лугового сорта Лев (семена урожая 2016 г.), семена которых подвергали обработке 
высокочастотным (ВЧ) электромагнитным полем (ЭМП) и плазмой ВЧ разряда. Обработку осу-
ществляли на экспериментальной установке Института физики НАН Беларуси, позволяющей 
возбуждать как ВЧ ЭМП на частоте 5,28 МГц, так и плазмой ВЧ разряда на той же частоте. 
Подробное описание установки приведено в [8]. Режимы обработки семян были выбраны экспе-
риментально, а также исходя из данных, полученных авторами ранее при исследовании плаз-
менно-радиоволнового воздействия на семена ряда других многолетних и однолетних культур 
[4–6, 8]. Плазменную обработку осуществляли в воздухе при давлении 200 Па и вкладываемой  
в разряд удельной мощности порядка 0,025 Вт/см3. Обработку ЭМП проводили при атмосферном 
давлении путем помещения кассеты с образцами семян в центральную зону индуктора. Значения 
интенсивности, а также напряженности электрической и магнитной составляющих ЭМП в зоне 
воздействия соответствовали данным, приведенным в работе [6]. Время воздействия плазмы  
и ЭМП составляло 5 и 10 мин соответственно. 

Закладку семян на прорастание осуществляли через 10 дней после их обработки. В качестве 
контроля использовали необработанные семена клевера. В лабораторных условиях растения вы-
ращивали при освещенности 4 тыс. лк (режим освещения – 14 ч света, 10 ч темноты) до стадии 
появления настоящего тройчатого листа. В полевых условиях закладывали мелкоделяночный 
опыт на экспериментальной площадке Центрального ботанического сада НАН Беларуси. Мор-
фологические и биохимические показатели растений оценивали в фазу формирования 1–2 трой-
чатых листьев.

Энергию прорастания и всхожесть семян клевера в лабораторных условиях определяли со-
гласно ГОСТу [9], удельную электропроводность водных вытяжек из семян – кондуктометриче-
ским способом [10, 11]. Для биохимических анализов использовали 70 %-ные спиртовые экс-
тракты из листьев клевера. Суммарное содержание фенолов определяли спектрофотометрически 
по методу Фолина–Чокалтеу [12]. Для измерения общего содержания флавоноидов использовали 
спектрофотометрический метод с применением хлорида алюминия [13]. Стандартом для опреде-
ления общего содержания фенолов и флавоноидов служил рутин (мг эквивалента рутина/г сы-
рой массы). Содержание фотосинтетических пигментов измеряли с использованием метода, из-
ложенного в [14].

Статистическую обработку данных осуществляли с помощью общепринятых методик [15]. 
На диаграммах приведены средние значения показателей с указанием стандартной ошибки сред-
ней арифметической. В статье приведены значения, достоверные при р ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение. Прорастание семян клевера оценивали по показателям энергии 
прорастания, всхожести и удельной электропроводности водных вытяжек из семян. Показано, 
что плазменно-радиоволновая обработка семян оказывает стимулирующее действие на началь-
ных этапах роста: энергия прорастания возрастала на 15 % по сравнению с контролем в случае 
обработки ЭМП и на 35 % при обработке плазмой. Всхожесть контрольных семян клевера соста-
вила 81 ± 1,72 %, при обработке ЭМП и плазмой – 86 ± 0,83 и 82 ± 1,75 % соответственно (рис. 1).

Обработка способствовала также возрастанию (в среднем на 30 %) удельной электропрово-
дности водных вытяжек из семян клевера (рис. 2). 

Удельная электропроводность водных вытяжек из семян характеризует целостность семен-
ных оболочек и плазматических мембран клеток, а ее возрастание для большинства семян сви-
детельствует о снижении их качества. Известно, что посевной материал многолетних бобовых 
трав содержит много твердокаменных семян, отличающихся особым строением семенной обо-



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2020. Т. 65, № 2. C. 191–198 193

лочки, задерживающей доступ воды и воздуха к зародышу [16]. Одной из причин ускорения про-
растания твердокаменных семян клевера, подвергшихся плазменной обработке, может быть на-
рушение герметичности семенной оболочки. Кроме того, как показано в [17], воздействие плаз-
мы и ЭМП также способствует изменению баланса фитогормонов, контролирующих процесс 
прорастания и рост проростков на начальном этапе. 

Обработка семян способствовала увеличению длины побега у растений на 13 % (при обра-
ботке ЭПМ) и на 22 % (при обработке плазмой) по сравнению с контролем (рис. 3, а), масса побе-
га увеличивалась на 34 и 51 % соответственно (рис. 3, b).

В полевых условиях биометрические показатели растений клевера, выращенного из обрабо-
танных семян, также существенно изменялись по сравнению с контрольными растениями. 
Длина корней увеличивалась на 27 %, а побега – на 57 % при обработке семян плазмой, при об-
работке ЭМП длина побега возрастала на 11 % по сравнению с контролем (рис. 4, а). Значительно 
увеличивалась и масса корней – в 1,5 раза по сравнению с необработанными растениями в вари-
анте ЭМП и в 2,5 раза в варианте с плазмой (рис. 4, b). Масса побега возрастала в 1,5 раза при 
обработке семян ЭМП и в 2,5 раза при обработке семян плазмой (рис. 4, b).

Содержание фотосинтетических пигментов (хлорофиллов а + b и каротиноидов) в листьях 
клевера, выращенного в лабораторных и полевых условиях после обработки семян ЭМП и плаз-
мой, находилось в пределах значений, характерных для контрольных растений (рис. 5).

    
                                                     a                                                                            b

Рис. 1. Влияние плазменной и радиоволновой обработки на энергию прорастания (a) и всхожесть (b) семян клевера 

Fig. 1. The effect of plasma and radio wave treatments of clover seeds on the seed vigour (a) and germination (b) 

Рис. 2. Удельная электропроводность водных вытяжек из семян клевера,  
подвергшихся плазменной и радиоволновой обработке

Fig. 2. Effect of plasma and radio-wave treatments  
on electrical conductivity of clover seeds leachate
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В листьях растений из семян, обработанных плазмой и выращенных в лабораторных услови-
ях, суммарное содержание фенольных соединений не изменялось, но наблюдалась тенденция  
к снижению общего содержания флавоноидов на 13 % по сравнению с аналогичным показателем 
у контрольных растений. Содержание фенольных соединений в листьях растений при обработке 
семян ЭМП увеличивалось на 11 % относительно контроля, однако не было достоверных разли-
чий по содержанию флавоноидов (рис. 6, а).

В листьях растений, выращенных в полевых условиях из обработанных плазмой семян, также 
отмечалось снижение уровня флавоноидов и фенольных соединений – на 31 и 27 % соответственно. 
Достоверных различий по указанным выше показателям в растениях после воздействия ЭМП  
и в контроле не наблюдалось (рис. 6, b).

Таким образом, установлено, что плазменно-радиоволновая обработка семян приводит к суще-
ственному увеличению активности ростовых процессов клевера лугового на стадии формирования 

a b

Рис. 3. Влияние плазменной и радиоволновой обработки семян на длину (а) и массу (b) проростков клевера, 
выращенных в лабораторных условиях

Fig. 3. The effect of plasma and radio wave seed treatments on the biometric parameters 
(а – shoot length, b – shoot mass) of clover plants in laboratory conditions

a b

Рис. 4. Влияние плазменной и радиоволновой обработки семян на биометрические показатели растений клевера, 
выращенного в полевых условиях

Fig. 4. The effect of plasma and radio wave seed treatments on the biometric parameters 
of clover plants in the field conditions
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1–2 тройчатых листьев как в лабораторных, так и в полевых условиях. В то же время уровень 
накопления общей суммы фенольных соединений и флавоноидов в листьях клевера значительно 
ниже в обработанных растениях, чем в контроле, особенно при обработке семян плазмой. 

В основном биосинтез фенольных соединений (особенно флавоноидов) в растениях проходит 
по шикиматному пути, с образованием L-фенилаланина и L-тирозина. Данные аминокислоты 
участвуют не только в производстве вторичных метаболитов, но и в основном метаболизме для 
синтеза других аминокислот и белков. Таким образом, первичный и вторичный метаболизм мо-
гут конкурировать за доступные углеродсодержащие ассимиляты [18]. Вероятно, при отсутствии 
лимитирующих стрессовых факторов распределение ассимилятов идет на поддержку активного 
роста и развития растений. В работах [19–21] установлено, что на стадии активного роста и в ус-
ловиях высокой доступности питательных веществ большое количество углеводов расходует- 
ся на первичный метаболизм (синтез белка), в то время как вторичный метаболизм ограничен. 

     
                                                   a                                                                                b

Рис. 5. Влияние плазменной и радиоволновой обработок семян на содержание фотосинтетических пигментов  
в листьях клевера, выращенного в лабораторных (а) и полевых (b) условиях

Fig. 5. Effect of plasma and radio wave seed treatments on the content of photosynthetic pigments  
in clover in laboratory (a) and field (b) conditions

     
                                                    a                                                                                b

Рис. 6. Влияние плазменной и радиоволновой обработки семян на общее содержание флавоноидов  
и фенольных соединений в листьях клевера, выращенного в лабораторных (а) и полевых (b) условиях

Fig. 6. The effect of plasma and radio wave seed treatments on the total content of flavonoids and phenolics 
in clover leaves in laboratory (a) and field (b) conditions
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Например, показано, что при высоком содержании азота накопление флавоноидов в растениях 
снижается. 

В работе [22] проведен мультивариантный анализ 22 популяций клевера белого, позволяю-
щий установить связь между накоплением флавоноидов и продуктивностью биомассы. Выявлено, 
что в популяциях клевера с высокой продуктивностью биомассы, крупными листьями и толсты-
ми стержневыми корнями уровень накопления флавоноидов – гликозидов кверцетина и соотно-
шение кверцетин:кемпферол низкие, в то время как в менее продуктивных популяциях наблюда-
ется обратное явление. 

Заключение. Проведенные исследования показали, что плазменно-радиоволновая обработка 
семян клевера лугового оказывает стимулирующее действие на начальные этапы роста расте-
ний в лабораторных и полевых условиях, что выражается в увеличении длины и массы побега  
и корней. Наибольший эффект наблюдался у растений, семена которых подвергали обработке 
плазмой ВЧ разряда, в течение 5 мин. Снижение уровня флавоноидов в листьях на фоне активного 
роста растений клевера свидетельствует, вероятно, о доминирующем перераспределении угле-
водов на синтез веществ первичного метаболизма. Планируется проведение дальнейших иссле-
дований по изучению содержания вторичных метаболитов в корнях растений клевера лугового, 
а также на других стадиях развития в разные годы выращивания.
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ФОТОСЕНСИБИЛИЗИРОВАННОЕ РИБОФЛАВИНОМ ОКИСЛЕНИЕ ТИАМИНА  
В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ УЛЬТРАФИОЛЕТА  

И ВИДИМОГО ИЗЛУЧЕНИЯ
Аннотация. При воздействии ультрафиолета UVA (λ = 315–400 нм) и видимого света (λ > 400 нм) на водные 

растворы тиамина в смеси c рибофлавином тиамин окисляется в тиохром и оксодигидротиохром. Окисление тиами-
на в тиохром в аэробных условиях происходит с участием синглетного кислорода. В анаэробных условиях при воз-
действии ультрафиолета и видимого излучения на водные растворы тиамина последний в присутствии рибофлавина 
не окисляется. Тиохром в аэробных условиях под действием как синглетного кислорода, так и фотосенсибилизатора 
(рибофлавина в триплетном состоянии) окисляется с образованием оксодигидротиохрома. В анаэробных условиях 
окисление тиохрома с образованием оксодигидротиохрома происходит с участием фотосенсибилизатора рибофла-
вина в триплетном состоянии. 

В работе обсуждаются возможные механизмы повреждения клеточных структур глаза вследствие инактивации 
тиамин-зависимых ферментов под действием интенсивного видимого света в присутствии эндогенного фотосенси-
билизатора – рибофлавина.
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RIBOFLAVIN-PHOTOSENSITIZED THIAMINE OXIDATION IN AQUEOUS SOLUTIONS  
ON EXPOSURE TO ULTRAVIOLET AND VISIBLE LIGHT

Abstract. It was shown the irradiation of aqueous solutions of thiamine and riboflavin with ultraviolet UVA (315–400 nm) 
and visible light (λ > 400 nm) leads to oxidation of thiamine to thiochrome and oxodihydrothiochrome. In absence  
of riboflavin in aerobic conditions thiamine oxidation to thiochrome was mainly due to reaction with singlet oxygen. Under 
anaerobic conditions, thiamine in the presence of riboflavin was photostable and UV and visible light irradiation of their 
aqueous solutions did not result in thiamine oxidation. Under aerobic conditions, thiochrome was oxidized to form oxodihy-
drothiohrome in reactions with singlet oxygen and riboflavin in triplet states. Under anaerobic conditions, oxidation  
of thiochrome to oxodihydrothiochrome occurred due to reaction with riboflavin in triplet state. Possible mechanisms of the 
damage of cellular eye structures due to inactivation of thiamine-dependent enzymes on exposure to intensive UVA and 
visible light in the presence of endogenous photosensitizer riboflavin are discussed.

Keywords: thiamin, riboflavin, thiochrome, oxodihydrothiochrome, ultraviolet UVA, visible light
For citation: Stepuro I. I., Labor S. A., Stsiapura V. I., Yantsevich A. V. Riboflavin-photosensitized thiamine oxidation  

in aqueous solutions on exposure to ultraviolet and visible light. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya 
biyalagichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2020, vol. 65, no. 2, 
pp. 199–211 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2020-65-2-199-211

Введение. Ионизирующее и ультрафиолетовое излучение вызывает повреждение и гибель 
клеток вследствие как прямого воздействия на структуру ДНК и белков, так и вследствие гене-
рации активных форм кислорода и активных карбонильных соединений. Белки составляют  
до 70 % от сухого веса клеток и тканей, поэтому во многих случаях служат важной мишенью 
при воздействии ультрафиолета или ионизирующего излучения. Из всех хромофорных групп 
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(исключая простетические), входящих в состав белков, наиболее высоким поглощением в ближ-
нем УФ-диапазоне обладают индольное кольцо триптофана, а также тирозильные остатки. 

Прямое воздействие ультрафиолета осуществляется путем поглощения излучения белками 
или связанными с ними хромофорными группами, вызывая возбужденные состояния (синглет-
ные или триплетные) либо образование свободных радикалов вследствие фотоионизации [1].

Другие важнейшие процессы, приводящие к окислению белков, связаны с генерацией син-
глетного кислорода благодаря переносу энергии с возбужденных ароматических аминокислот-
ных остатков белка, в первую очередь остатков тирозина и триптофана, на молекулы кислорода 
в основном в триплетном состоянии [2, 3]. В результате этой реакции образуется синглетный 
кислород (1О2). 

Тиамин (или витамин В1), являясь незаменимым элементом питания для организма, исполь-
зуется как структурный компонент молекулы тиаминдифосфата, который является кофактором 
таких важнейших ферментов энергетического метаболизма, как пируватдегидрогеназа и α-кето-
глутаратдегидрогеназа, а также кофактором транскетолазы – ключевого фермента пентозофос-
фатного цикла. Тиамин не является классическим витамином-антиоксидантом, однако его дефи-
цит на фоне окислительного стресса вызывает нейродегенеративные заболевания [4], гибель 
нейронов [5], развитие дегенеративных процессов в фибриллах клеток хрусталика [6]. При воз-
действии ультрафиолета на водные растворы тирозина, триптофана или водные растворы белков 
генерируются синглетный кислород, феноксильные и триптофанильные свободные радикалы 
аминокислот или свободные радикалы соответствующих аминокислотных остатков белков, ко-
торые окисляют тиамин и фосфорные эфиры тиамина [7]. Тиамин не поглощает электромагнит-
ное излучение с λ ˃ 300 нм и устойчив к действию ультрафиолета UVA (λ = 315–400 нм) и види-
мого света. Однако в организме присутствует целый ряд хромофоров и простетических групп 
ферментов, способных генерировать синглетный кислород под действием видимого света. Это 
рибофлавин, витамеры В6, белки, содержащие ковалентно связанные фосфопиридоксиловые 
остатки с первичными аминогруппами (ɛ-аминогруппами остатков лизина, α-аминогруппами 
N-конца полипептидной цепи белковой макромолекулы) [8].

Ранее показано, что тиамин эффективно окисляется синглетным кислородом, который гене-
рируется рибофлавином под действием видимого света [9]. 

Цель данной работы – исследование фотосенсибилизированного рибофлавином окисления 
тиамина при воздействии ультрафиолета или видимого света на водные растворы тиамина, 
идентификация молекул – продуктов окисления витамина В1 и определение их строения.

Материалы и методы исследования. В работе использовали тиамин, тиохром и рибофла-
вин фирмы Sigma (США). Оксодигидротиохром получали по ранее описанному методу [10].

Растворенный в воде кислород удаляли с помощью сульфита натрия. Концентрацию раство-
ренного кислорода определяли с помощью электрода Кларка (Hansatech Instruments Ltd). 

Масс-спектрометрический анализ водных растворов производных тиамина проводили, ис-
пользуя хроматографическую систему Agilent Infinity 1290 c разделением на колонке С18 Hypersil 
gold 100×2,1 (ThermoSci). Масс-спектрометрическое детектирование осуществляли с помощью 
квадрупольно-времяпролетного тандемного масс-спектрометрического детектора Q-TOF 6550 
(Agilent) в режиме ионизации электрораспылением (ESI). Для обработки хроматограмм и масс-спек-
тров использовали программу Mass Hunter Qualitative Analysis (Agilent), для определения кон-
центраций тиохрома и оксодигидротиохрома – спектрофлуориметр CМ2203 («Солар», Беларусь) 
[10, 11]. Концентрацию тиохрома в смеси с другими соединениями оценивали в растворах с оп-
тической плотностью при длине волны возбуждающего света, не превышающей 0,2. Определение 
концентраций тиохрома и оксодигидротиохрома флуоресцентным методом проводили в присут-
ствии рибофлавина после предварительного разбавления его растворов до концентрации 
≤5 мкМ. Эффект внутреннего фильтра на интенсивность флуоресценции вследствие присут-
ствия рибофлавина не учитывали. Растворы тиамина, а также растворы тиамина в смеси с рибо-
флавином облучали ртутной лампой СВД-120А. Для выделения областей спектра излучения  
в ультрафиолетовом (UVA, λ = 315–400 нм) и видимом (λ ≥ 400 нм) диапазонах использовали 
светофильтры.
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Для выделения линий излучения ртути при 365 и 436 нм применяли светофильтры УФС-6  
и СЗС-22 соответственно, а для выделения спектральной области 320–500 нм – светофильтр СC2. 
Облучение светом с λ > 300 нм производили в стеклянной кювете, в остальных случаях – в квар-
цевой. Растворы тиамина в смеси с рибофлавином в процессе эксперимента хранили в светоне-
проницаемой коробке для исключения облучения образцов рассеянным солнечным светом. 
Спектры поглощения определяли на спектрофотометре Cary-100 (США).

Результаты исследования. Фотосенсибилизированное рибофлавином окисление тиами-
на в водных растворах при воздействии ультрафиолета UVA и видимого излучения в аэроб-
ных условиях. В тиамине пиримидиновый и тиазоловый компоненты соединены между собой 
метиленовым мостиком, но π-сопряженные системы компонентов фактически изолированы друг 
от друга. Кроме того, сами плоскости ароматических циклов, по данным рентгеноструктурного 
анализа, расположены в кристаллах под углом примерно 90° [12] и, вероятно, эффект сопряже-
ния их электронных систем в растворе также незначителен. Поэтому можно предположить, что 
тиазоловый и пиримидиновый компоненты будут окисляться активными формами кислорода  
и свободными радикалами независимо.

При отсутствии в растворе фотосенсибилизатора тиамин и его фосфорные эфиры устойчивы 
к воздействию видимого света. Облучение видимым светом, а также ультрафиолетом UVA 
(λ = 315–400 нм) в течение 0,5–1 ч водных растворов тиамина не приводило к изменению его со-
держания в растворе и образованию продуктов фотолиза. Это связано с тем, что тиамин не по-
глощает свет с длинами волн больше 300 нм и поэтому устойчив к действию видимого света. 

Спектр поглощения тиамина содержит две полосы поглощения с максимумами 233 и 267 нм 
(рис. 1, кривая 1). Только в присутствии рибофлавина наблюдали окисление тиамина в водных 
растворах под действием видимого света. Форма спектра поглощения смеси тиамина с рибофла-
вином изменяется при 200–300 и 300–400 нм (рис. 2). Наблюдается возрастание поглощения при 
340–350 нм, характерное для оксодигидротиохрома (см. рис. 1, кривая 2). 

Среди продуктов окисления тиамина обнаружены тиохром и оксодигидротиохром, флуорес-
ценция которых достигает максимума при 450 и 440 нм соответственно [10]. На рис. 1 представ-
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Рис. 1. Спектры поглощения тиамина (1), оксодигид - 
ротиохрома (2), тиохрома (3). Концентрация соедине-
ний – 0,25 мМ, 0,05 мМ фосфатный буфер, рН = 7,0. 
Спектры поглощения регистрировали в 10 мм кварцевой 

кювете

Fig. 1 Absorption spectra of thiamine (1), oxodihydro thio-
chrome (2) and thiochrome (3). The concentration of the 
compounds was 0.25 mM in 0.05 mM phosphate buffer,  
pH 7.0. Absorption spectra were measured in 10 mm  

quartz cell

250 300 350 400 450 500 550 600
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

15 min

nm

0 min

30 min

D

Рис. 2. Спектры поглощения водных раcтворов тиамина  
в смеси с рибофлавином в зависимости от времени облуче-
ния видимым светом. Растворы облучали в стеклянной 
кювете. Спектры поглощения после облучения регистриро-
вали в 10 мм кварцевой кювете. Концентра ция тиамина  
и рибофлавина – 0,1 мМ, 0,05 мМ фосфатный буфер, рН = 7,0

Fig. 2. Absorption spectra of aqueous solutions of thiamine in 
mixture with riboflavin at different times of the solutions 
irradiation by visible light. The solutions were irradiated in a 
glass cell. Absorption spectra were measured in 10 mm quartz 
cell. Thiamine and riboflavin concentrations were 0.1 mM and 

0.05 mM, respectively, in phosphate buffer, pH 7.0
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лены спектры поглощения тиамина, тиохрома и оксодигидротиохрома в изомолярных концен-
трациях. При возбуждении длиной волны 360 нм флуоресцирует главным образом тиохром, а при 
возбуждении длиной волны 340 нм – оксодигидротиохром. На рис. 3 представлены спектры флу-
оресценции водного раствора тиамина в смеси с рибофлавином в зависимости от времени облу-
чения растворов видимым светом. Флуоресценцию облученных растворов возбуждали при длине 
волны 360 нм.

Кроме флуоресценции тиохрома и оксодигидротиохрома, максимумы которых перекрыва-
ются, наблюдается также сильная флуоресценция окисленной формы рибофлавина с максиму-
мом 550 нм [12–15]. Спектры флуоресценции тиохрома и оксодигидротиохрома перекрываются  
с длинноволновым максимумом поглощения рибофлавина (445 нм), что может ослаблять их флу-
оресценцию. Однако ослабление флуоресценции вследствие эффекта внутреннего фильтра ста-
новилось существенным лишь для концентраций рибофлавина более 5 мкМ. Поэтому количе-
ственные измерения концентрации тиохрома в присутствии рибофлавина проводили в разбав-
ленных растворах, а эффектом внутреннего фильтра пренебрегали.

Следует также отметить, что при облучении раствора, cодержащего тиамин и рибофлавин, 
свет при λ = 436 нм действовал значительно эффективнее, чем при λ = 365 нм. Однако в обоих 
случаях продукты фотолиза тиамина были одинаковыми.

При отсутствии рибофлавина в растворе в масс-спектре водного раствора тиамина как ис-
ходного, так и после облучения в течение 30 мин регистрируются молекулярные ионы тиамина  
с m/z = 265,111 и m/z = 266,114 (табл. 1). Первый молекулярный ион соответствует наиболее рас-
пространенному (82 %) изотопологу тиамина с мономолекулярной массой М0 = 265,1123 а. е. м., 
тогда как второй – изотопологу с массой М1 = 266,1149 а. е. м. и частотой встречаемости 12,7 % 
(табл. 2). Относительная интенсивность пиков молекулярных ионов в масс-спектре тиамина хо-
рошо коррелирует с частотой встречаемости изотопологов. 

В присутствии рибофлавина в масс-спектре среди продуктов окисления тиамина под дей-
ствием видимого света регистрируются пики продуктов c m/z =  263,096 и m/z =  279,091 соответ-
ственно (рис. 4), значения которых совпадают со значениями m/z пиков протонированных моле-
кулярных ионов [M0+H]+ тиохрома и оксодигидротиохрома соответственно (табл. 2). Кроме ио-
нов [M0+H]+ в масс-спектре также обнаруживаются молекулярные ионы протонированных 
изотопологов [M1+H]+ тиохрома и оксодигидротиохрома, относительная интенсивность пиков 
которых составляет ~15 % от интенсивности пика ионов [M0+H]+. Следует подчеркнуть, что на 
рис. 4 приведены масс-спектры фракции с временем удерживания Rt = 2,5–2, 7 мин, поэтому  
в указанном спектре не фигурирует молекулярный ион рибофлавина. Структурные формулы 
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Рис. 3. Спектры флуоресценции водных растворов тиамина в смеси с рибофлавином в зависимости от времени облу-
чения растворов видимым светом. Растворы облучали в стеклянной кювете. Концентрация тиамина и рибофлавина – 

0,1 мМ, 0,05 мМ фосфатный буфер, рН = 7,0. Длина волны возбуждения флуоресценции 360 нм

Fig. 3. Fluorescence spectra of aqueous solutions of thiamine in mixture with riboflavin depending on the time of solution 
irradiation by visible light. The solutions were irradiated in a glass cell. The thiamine and riboflavin concentration was  

0.1 mM, 0.05 mM phosphate buffer, pH 7.0. Excitation wavelength of the fluorescence – 360 nm
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продуктов фотолиза тиамина и тиохрома, а также значения масс изотопологов и m/z молекуляр-
ных ионов приведены в табл. 2. Кроме молекулярных ионов тиамина, тиохрома и оксодигидро-
тиохрома, тиаминдисульфида в масс-спектрах облученных растворов тиамина присутствуют 
фрагменты молекулы тиамина. Наиболее интенсивные пики имеют значения m/z, равные 122,0711 
и 143,0017 соответственно. 

Т а б л и ц а  1. Значения m/z и интенсивности пиков продуктов фотосенсибилизированного рибофлавином 
окисления тиамина (T) и тиохрома (TChr) под действием ультрафиолета и  видимого света  

(λ > 300 нм, облучение в стеклянной кювете)

T a b l e  1. Values of m/z and corresponding peak intensities of riboflavin-photosensitized thiamine  
and TChr oxidation products under exposure to ultraviolet and visible light  

(spectral range λ > 300 nm, irradiation in a glass cell)

Состав раствора
и время воздействия UVA

T TChr ODTChr ТSSТ

m/z = 265,111 [M0]
+,

m/z = 266,114 [M1]
+

m/z = 263,096
[M0+H]+

m/z = 279,091 
[M0+H]+

m/z = 563,221
[M0+H]+

Т (100 мкМ), 0 мин 71811
Т (100 мкМ) + RF (100 мкМ), 30 мин 57855 988 9 550 6 899
ТChr (50 мкМ), 0 мин 186111 2901
ТChr (50 мкМ), 30 мин 170493 20498
ТChr (50 мкМ) + RF (50 мкМ), 0 мин 185211 3700
ТChr (50 мкМ) + RF (50 мкМ), 5 мин 122557 70582
ТChr (50 мкМ)  + RF (50 мкМ), 30 мин 328 89 985
ТChr (50 мкМ)  + RF (50 мкМ)  + N3

– (1 мМ), 30 мин 118 720

Данные масс-спектроскопии подтверждают результаты о сенсибилизированном рибофлави-
ном окислении тиамина с образованием тиохрома и оксодигидротиохрома, а также тиохрома  
с образованием оксодигидротиохрома, полученные спектрально-флуоресцентными методами 
(табл. 1, 3).

В аэробных условиях происходит эффективное тушение кислородом триплетных уровней 
рибофлавина с образованием синглетного кислорода: 3RF +О2 → RF+ 1О2.

Константа скорости тушения триплетных состояний флавиновых сенсибилизаторов кисло-
родом равна (1–3)·109 М–1·с–1 [2]. Поэтому можно предположить, что в окислении тиамина в тио-
хром участие RF в триплетном cостоянии крайне незначительно вследствие эффективного  
тушения триплетных состояний растворенным в воде кислородом. Мы предполагаем, что вслед-

Counts vs/ Mass-to-Charge (m/z)

Рис. 4. Масс-спектр продуктов окисления тиамина, образовавшихся после облучения водных растворов тиамина  
в смеси с рибофлавином. Пик с m/z = 263,096 принадлежит молекулярному иону тиохрома [M0+H]+, пик m/z = 279,091 – 
молекулярному иону оксодигидротиохрома [M0+H]+, где М0 – моноизотопная масса молекулы. Начальные концен-
трации тиамина и рибофлавина в растворе – 0,02 мМ. Раствор облучали 15 мин лампой СВД-120А со светофильтром 

УФС-6

Fig. 4. Mass-spectra of thiamine oxidation products, formed after irradiation of thiamine and riboflavin in water. Peak at m/z =  
263.096 is assigned to molecular ion of thiochrome [M0+H]+, peak at m/z = 279.091 – to molecular ion of oxodihydrothiochrome 
[M0+H]+, where M0 – monoisotopic mass. Initial concentrations of thiamine and riboflavin in the solution were 0.05 mM. The 

solution was exposed for 15 min to visible light of high-pressure mercury lamp SVD-120A using UFS-6 light filter
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ствие протекания фотосенсибилизированных рибофлавином реакций образование тиохрома  
в водных растворах тиамина происходит под действием синглетного кислорода. Молекулы тиа-
мина с закрытым тиазоловым циклом находятся в равновесии с трициклической и тиольной 
формами тиамина [12]. Причем равновесная концентрация тиольной формы тиамина при 
рН = 7,0 не превышает 2,0 % от общей концентрации тиамина в водном растворе. Тиольная 
форма тиамина легко окисляется супероксид анионами и синглетным кислородом с образова-
нием дисульфида тиамина [12]. В табл. 1 приведены интенсивности пиков тиаминдисульфида, 
образованного после воздействия видимого света на водные растворы тиамина в смеси с ри-
бофлавином. 

Т а б л и ц а  2. Структурные формулы тиамина, продуктов его окислительной трансформации  
и соответствующие величины масс изотопологов и m/z молекулярных ионов

T a b l e  2. Structural formulas of thiamine, products of its oxidative transformation,  
corresponding masses of isotopologues and m/z values for their molecular ions

Cоединение, масса изотопологов 
(частота встречаемости) Структурная формула m/z молекулярных ионов  

(относительная интенсивность)

Тиамин 
М0 = 265,1123 (81,8 %)
М1 = 266,1149 (12,7 %)
М2 = 267,1102 (4,7 %)

N

N

NH2

CH3

N

S

CH3

C2H4OH  

265,111 [M0]
+ (100 %)

266,114 [M1]
+ (13 %)

267,108 [M2]
+ (3 %) 

Тиохром 
М0 = 262,0888 (81,9 %)
М1 = 263,0914 (12,6 %)
М2 = 264,0867 (4,7 %)

N

N N

N

SH3C

C2H4OH

CH3

 

263,096 [M0+H]+ (100 %)
264,097 [M1+H]+ (15 %)

Оксодигидротиохром
М0 = 278,0837 (81,7 %)
М1 = 279,0863 (12,6 %)
М2 = 280,0819 (4,9 %)

N

N N
H

N
C

SH3C

C2H4OH

CH3
O

 

279,091 [M0+Н]+ (100 %)
280,094 [M1+H]+ (14 %)

Тиаминдисульфид
М0 = 562,2144 (66,8 %)
М1 = 563,2170 (20,7 %)
М2 = 564,2137 (9,6 %)

 

N

N N

NH2

H3C

S

H3C C2H4OH

O
H

N

N
N

H2N

CH3S

CH3
HOC2H4

O
H

 

563,219 [M0+H]+ (100 %)
564,226 [M1+H]+ (23 %)

Предполагаемый механизм реакции окисления трициклической формы тиамина (TFT) в тиох-
ром под действием синглетного кислорода (ТFТ + 1О2 → TChr + H2О2 + H2О) схематично пред-
ставлен на рис. 5.

Как известно, синглетный кислород легко тушится азидом. Константа скорости тушения 
синглетного кислорода азидом натрия, по данным литературы, равна 2·109 М–1·с–1 [2]. Азид на-
трия широко известен как эффективный тушитель синглетного кислорода, полученного как 
химическими, так и физическими методами. Поэтому можно предположить, что добавление 
азида натрия в раствор, содержащий RF и тиамин, облучаемый видимым светом, позволит вы-
яснить, протекает ли образование тиохрома только лишь под действием синглетного кисло- 
рода. Действи тельно, после добавления азида резко снижается выход тиохрома после воздей-
ствия ультрафиолета на водные растворы, содержащие тиамин и рибофлавин. В то же время 
полного ингибирования образования тиохрома не происходит даже при концентрации азида  
1 мМ (рис. 6).
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Более высокие концентрации азида еще больше снижают выход тиохрома. Поэтому можно 
предположить, что фотосенсибилизированное рибофлавином окисление тиамина в тиохром про-
исходит под действием синглетного кислорода. Вероятно, участие триплетных cостояний рибо-
флавина в прямой реакции с тиамином, приводящей к окислению последнего в тиохром, весьма 
незначительно (рис. 6, кривая 2) вследствие эффективного тушения триплетных состояний рас-
творенным в воде кислородом. Мы предполагаем, что образование небольших количеств тиохрома 
в растворах тиамина в смеси с рибофлавином (рис. 6, кривая 1), а также в растворах тиамина  
в смеси с рибофлавином и азидом (рис. 6, кривая 2) до начала облучения может быть вызвано 
воздействием рассеянного комнатного света в процессе их приготовления. 
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Рис. 5. Предполагаемая схема окисления тиамина под действием синглетного кислорода.  
(I) – катионная форма тиамина с закрытым тиазоловым циклом; (II) – трициклическая форма тиамина;  

(III) – пероксидная форма трициклической формы тиамина; (IV) – тиохром

Fig. 5. Proposed scheme of thiamine oxidation by singlet oxygen. (I) – cationic form of thiamine with closed thiazole ring;  
(II) – tricyclic form of thiamine; (III) – peroxide form of the tricyclic form of thiamine; (IV) – thiochrome
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Рис. 6. Образование тиохрома, регистрируемого флуоресцентным методом, в зависимости от времени облучения  
водных растворов тиамина в смеси с рибофлавином (1), тиамина в смеси с рибофлавином и азидом (2) в атмосфере 
воздуха. Начальная концентрация тиамина, рибофлавина – 0,1 мМ, азида – 1,0 мМ. Облучение растворов лампой 

СВД-120А проводили в стеклянной кювете. Длина волны возбуждения – 360 нм, флуоресценции – 450 нм

Fig. 6. Dependence of thiochrome formation (measured by fluorescence) on irradiation time in aqueous solutions of thiamine 
with riboflavin (1) and of thiamine mixture with riboflavin and azide (2) in air atmosphere. Initial concentrations of thiamine 
and riboflavin were 0.1 mM, azide – 1.0 mM. The solutions were irradiated in a glass cell by SVD-120A lamp. Excitation 

wavelength – 360 nm, emission – 450 nm
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После удаления кислорода сульфитом (5 мМ) наблюдали очень малый выход тиохрома при 
воздействии ультрафиолета и видимого излучения на водные растворы тиамина в присутствии 
рибофлавина. Это свидетельствует о том, что триплетные состояния рибофлавина вносят малый 
вклад или вообще не участвуют в процессе окисления тиамина и превращения его в тиохром.

Образовавшийся тиохром претерпевает дальнейшие превращения в присутствии рибофлави-
на при облучении светом и окисляется до оксодигидротиохрома (см. табл. 1, 3).

Фотосенсибилизированное рибофлавином окисление тиохрома в водных растворах при 
воздействии ультрафиолета UVA и видимого излучения в аэробных и анаэробных условиях. 
Водные растворы тиохрома в атмосфере воздуха стабильны к действию ультрафиолета UVA  
и видимого излучения. Облучение водных растворов тиохрома в присутствии рибофлавина вы-
зывает окисление тиохрома в оксодигидротиохром, что сопровождается снижением интенсивно-
сти флуоресценции тиохрома. В табл. 3 приведены данные об изменении содержания тиохрома  
и оксодигидротиохрома в растворе в зависимости от времени воздействия электромагнитного 
излучения. Данные масс-спектроскопии (см. табл. 1) также свидетельствуют об образовании ок-
содигидротиохрома после облучения водных растворов тиохрома в смеси с рибофлавином UVA 
и видимым светом. В присутствии рибофлавина наблюдали быстрое окисление тиохрома в оксо-
дигидротиохром. В начальные же промежутки времени воздействия ультрафиолета UVA наблю-
дали приблизительно одинаковое снижение концентрации тиохрома и, соответственно, такое же 
возрастание концентрации образовавшегося оксодигидротиохрома (табл. 3). Последующее облу-
чение растворов сопровождалось снижением выхода оксодигидротиохрома. Это свидетельству-
ет о том, что оксодигидротиохром – не конечный продукт фотолиза тиохрома, а идет дальней-
ший процесс его превращения (см. табл. 1).

Т а б л и ц а  3. Ингибирование азидом окисления тиохрома в оксодигидротиохром,  
фотосенсибилизированного рибофлавином, в аэробных условиях

T a b l e  3. Azide inhibition of riboflavin-photosensitized oxidation of thiochrome (TChr)  
to oxodihydrothiochrome (ODTChr) under aerobic conditions

Состав раствора
Время

воздействия, мин
Концентрация

ТChr, мкМ
Концентрация
ОDТChr, мкМ

ТChr + RF 0 50,0 0
ТChr + RF 5 25,5 24,5
ТChr + RF 10 14,1 35,9
ТChr + RF + N3

– 5 36,5 13,5
ТChr + RF + N3

– 10 24,6 25,4

П р и м е ч а н и е. Начальная концентрация рибофлавина и тиохрома в раст-
воре – 50 мкМ, азида натрия – 1,0 мМ. Водные растворы в атмосфере воздуха 
облучали светом лампы СВД-120А (λ > 300 нм, светофильтр СЗС22). Облучен-
ные растворы перед измерением концентрации тиохрома и оксодигидротиохро-
ма разбавляли в 10 раз.

Азид ингибирует окисление тиохрома в оксодигидротиохром в фотореакциях, сенсибилизи-
рованных рибофлавином (табл. 3). Однако вклад синглетного кислорода в окисление тиохрома  
в процентном соотношении значительно меньше, нежели вклад синглетного кислорода в окисле-
ние тиамина. В присутствии азида (1,0 мМ) выход тиохрома при фотосенсибилизированном ри-
бофлавином окислении тиамина снижается в 4–5 раз (рис. 6). При фотосенсибилизированном 
рибофлавином окислении тиохрома выход оксодигидротиохрома в присутствии азида той же 
концентрации снижается только на 50 % (табл. 3). Метод масс-спектроскопии также показывает, 
что окисление тиохрома с образованием оксодигидротиохрома происходит при облучении тио-
хрома в присутствии азида (см. табл. 1). Таким образом, в случае сенсибилизированного рибофла-
вином окисления тиохрома наблюдается совсем другая ситуация, чем при окислении тиамина.

Полученные результаты позволяют предположить, что в окислении тиохрома в оксодигидро-
тиохром наряду с синглетным кислородом участвуют и молекулы рибофлавина в триплетном 
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состоянии. Действительно, фотосенсибилизированное окисление тиохрома в оксодигидро- 
тиохром происходит и после удаления растворенного кислорода сульфитом.

При воздействии ультрафиолета и видимого излучения на водные растворы тиохрома и ри-
бофлавина в присутствии 5 мМ сульфита наблюдали быстрое обесцвечивание рибофлавина  
и полное превращение тиохрома в оксодигидротиохром (рис. 7). Лейко-форма рибофлавина не 
флуоресцирует. Интенсивность флуоресценции тиохрома при облучении снижается примерно 
на порядок (рис. 7) и наблюдается сдвиг максимума флуоресценции с 450 до 440 нм, что свиде-
тельствует об образовании оксодигидротиохрома. Как известно, квантовые выходы флуоресцен-
ции тиохрома и оксодигидротиохрома в водных растворах равны соответственно 0,28 и 0,03 [10]. 
Спектр поглощения рибофлавина в окисленной форме имеет максимумы при 266, 373 и 445 нм 
(см. рис. 2).

Двуэлектронное восстановление рибофлавина приводит к почти полному исчезновению по-
лосы при 450 нм (рис. 7) и частичному уменьшению поглощения при 266 и 373 нм [12, 15]. 
Следует отметить, что частичное восстановление рибофлавина сульфитом наблюдается в анаэ-
робных условиях уже до начала облучения. Если удалять растворенный кислород путем барбо-
тирования струей азота, то удается избежать частичного восстановления рибофлавина до начала 
облучения растворов. После барботирования облученных растворов струей воздуха лейко-фор-
ма рибофлавина переходит в окисленную форму, спектр поглощения рибофлавина приобретает 
первоначальную форму и цвет раствора восстанавливается. После насыщения растворов возду-
хом интенсивность флуоресценции рибофлавина также возвращается к первоначальному уровню 
(рис. 8).

Суммируя полученные результаты, можно предположить, что в анаэробных условиях моле-
кула рибофлавина в триплетном состоянии захватывает электроны от донора – молекулы тио-
хрома. В результате образуются семихинонная свободнорадикальная форма рибофлавина ·RFH 
и свободнорадикальная форма тиохрома: RF +hν → 3RF+ТСhr→ ·ТChr + ·RFH. Далее семихи- 
нонная форма рибофлавина или молекула рибофлавина в триплетном состоянии отрывает еще 
один водород от донора с образованием оксодигидротиохрома и бесцветной лейко-формы рибо-
флавина. В результате данных реакций молекула тиохрома окисляется в оксодигидротиохром: 
·ТСhr + 3RF. + H2O → ·RFН + ODТСhr, ·ТСhr + ·RFН. + H2O →·RFН2 + ODТСhr.
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Рис. 7. Спектры флуоресценции водных растворов тиохрома в смеси с рибофлавином и сульфитом натрия в зависи-
мости от времени облучения растворов светом лампы СВД-120А. Время облучения – 5 мин (1), 15 мин (2), 30 мин (3). 
Растворы облучали в стеклянной кювете. Концентрация тиохрома и рибофлавина – 20 мкМ, концентрация сульфита 
натрия – 5 мМ, 0,05 мМ фосфатный буфер, рН = 7,0. Возбуждение флуоресценции тиохрома проводили при 360 нм

Fig. 7. Fluorescence spectra of thiochrome aqueous solutions in mixture with riboflavin and sodium sulfite depending on time 
of irradiation by SVD-120A lamp. The irradiation times were 5 min (1), 15 min (2), 30 min (3). The solutions were irradiated 
in a glass cell. The concentrations of thiochrome and riboflavin were 20 µM, sodium sulfite – 5 mM, 0.05 mM phosphate 

buffer, pH 7.0. Thiochrome fluorescence was excited at 360 nm
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Лейко-форма рибофлавина образуется вследствие протекания реакции диспропорционирова-
ния семихинонных форм рибофлавина: 2·RFH → RFH2 + RF.    

Семихинонная и лейко-формы рибофлавина взаимодействуют с кислородом с образованием 
супероксиданионов, пероксида водорода и окисленной формы рибофлавина [12]: ·RFН + О2 →  
RF + НО2. Образовавшийся вследствие этой реакции пероксидный радикал кислорода НО2 не- 
устойчив и легко диссоциирует на супероксид анион и протон (рН = 4,7). Поэтому в нейтральной 
среде при рН = 7,0 их равновесные концентрации составляют 99,5 % (О2

‒•) и 0,5 % (НО2) соответ-
ственно. Следовательно, в нейтральной среде будет присутствовать преимущественно диссоци-
ированная форма – супероксид анион-радикалы (О2

‒•).
Лейко-форма рибофлавина под действием кислорода также переходит в окисленную форму 

рибофлавина: RFН2 + О2 → RF +Н2О2. Поэтому после насыщения воздухом облученных раство-
ров рибофлавина в смеси с тиохромом форма спектра поглощения смеси восстанавливается до 
первоначального вида.

Обсуждение. Рибофлавин, один из компонентов В2-витаминного комплекса, присутствует  
в живых организмах в свободной форме, а также в виде флавин мононуклеотида (FMN) и фла-
вин аденинмононуклеотида (FAD) во всех аэробных клетках. Эти нуклеотидные формы рибо-
флавина являются простетическими группами целого класса окислительно-восстановительных 
ферментов. Флавопротеиды распространены повсеместно.

Как известно, рибофлавин, витамин В2, при облучении видимым светом образует активные 
формы кислорода [13–15]. Он выступает в роли фотосенсибилизатора, взаимодействует с кисло-
родом и переводит молекулу кислорода в электронно-возбужденное синглетное состояние. 
Синглетный кислород генерируется благодаря переносу энергии с возбужденного триплетного 
состояния молекулы рибофлавина на молекулу кислорода в триплетном (основном) состоянии. 
Синглетный кислород окисляет многие субстраты, в том числе фенолы, ароматические амино-
кислоты, пептиды, инактивирует многие ферменты [2, 13, 14]. Под действием синглетного кисло-
рода поражаются такие организмы, как вирусы, бактерии, грибы, многоклеточные растения и жи-
вотные [2, 13, 15].

Сенсибилизированные рибофлавином фотохимические реакции, вероятно, протекают также 
in vivo. Рибофлавин поглощает видимый свет, проходящий сквозь кожу, воздействует на струк-
турные компоненты глаза и образует фотовозбужденные состояния, которые генерируют актив-
ные формы кислорода, свободные радикалы рибофлавина.
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Рис. 8. Спектры флуоресценции рибофлавина для различных времен после облучения видимым светом водных рас-
творов тиохрома  в смеси с рибофлавином и сульфитом. Растворы облучали в стеклянной кювете. Концентрация  
тиохрома и рибофлавина – 0,1 мМ, сульфита – 5 мМ, 0,05 мМ фосфатный буфер, рН = 7,0. Возбуждение флуоресцен-

ции рибофлавина при 460 нм. Время облучения – 0 мин (1), 15 мин (2), 30 мин (3)

Fig. 8. Fluorescence spectra of riboflavin at different times after visible light irradiation of thiochrome aqueous solutions  
in mixture with riboflavin and sulfite. The solutions were irradiated in a glass cell. Concentrations of thiochrome and 
riboflavin were 0.1 mM, sulfite – 5 mM, 0.05 mM phosphate buffer, pH 7.0. Excitation of riboflavin fluorescence was at 460 nm. 

Exposition times were 0 min (1), 15 min (2); 30 min (3)
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Вероятно, рибофлавин может играть роль эндогенного инактиватора различных патогенов,  
в том числе вирусов и бактерий, например, в крови [16]. Несмотря на то что физиологическая кон-
центрация рибофлавина в тканях весьма невелика для значительной фотосенсибилизирующей 
активности в клеточных структурах, это соединение может быть эндогенным клеточным фото-
сенсибилизатором как in vivo, так и in vitro [17, 18].

Высокий уровень интенсивности ультрафиолета или видимого излучения в присутствии фо-
тосенсибилизаторов способен генерировать избыточные количества свободных радикалов и ак-
тивных форм кислорода и вызывать повреждение белковых макромолекул и клеточных струк-
тур [13–18]. В организме человека некоторые нарушения могут быть связаны с одновременным 
применением фоточувствительных лекарств и фотосенсибилизаторов. Например, интенсивный 
видимый свет в присутствии фотосенсибилизаторов (витамина В2) способен уменьшить содер-
жание в крови некоторых биологически активных соединений [2, 15]. Как видно из представлен-
ных данных, наблюдается окисление тиамина с образованием тиохрома под действием видимого 
света в присутствии рибофлавина. Окисление тиамина в тиохром происходит в основном в аэ-
робных условиях под действием синглетного кислорода. В анаэробных условиях тиамин в при-
сутствии рибофлавина не окисляется при воздействии ультрафиолета и видимого излучения.

Совсем другая ситуация в случае тиохрома. При воздействии ультрафиолета и видимого излу-
чения на водные растворы тиохрома и рибофлавина в присутствии 5 мМ сульфита наблюдали бы-
строе обесцвечивание рибофлавина и полное превращение тиохрома в оксодигидротиохром. Это 
свидетельствует об участии молекул рибофлавина в триплетном состоянии в окислении тиохрома.

Как известно, продолжительное воздействие ультрафиолетового излучения на глаз вызывает 
образование активных форм кислорода, которые, скорее всего, и ответственны за развитие раз-
личных дегенеративных процессов, в том числе катаракты. Защитные механизмы против повре-
ждающего действия окислительного стресса, вызванного излучением, включают прямой пере-
хват свободных радикалов, возрастание продукции НАД(Р)Н, поглощение ультрафиолета [19]. 
Внешняя поверхность роговицы покрыта многослойным эпителием, который играет роль барьера, 
отделяющего внутренние структуры глаза от внешней среды, препятствует всасыванию слезной 
жидкости, является фильтром, ослабляющим повреждающее действие ультрафиолетового излу-
чения [1, 19, 20]. Тиамин и тиамин-зависимые ферменты, вероятно, играют важную роль в защи-
те роговицы и хрусталика глаза от повреждения активными формами кислорода и азота. В мета-
болизме роговицы преобладает фосфоглюконатный окислительный путь, который использует 
более 50 % потребляемой глюкозы. Транскетолаза, тиамин-зависимый ключевой фермент фос-
фоглюконатного окислительного пути, составляет 10–15 % от общего количества водораствори-
мых ферментов роговицы мышей. Фосфоглюконатный путь, наряду с гликолизом, также играет 
важную роль в обмене углеводов в хрусталике [19, 21].

Заключение. Нами установлено, что не только UVA ультрафиолет, но и интенсивный види-
мый свет в присутствии фотосенсибилизатора рибофлавина (витамина В2) способен снизить со-
держание тиамина в крови, а также в клеточных структурах глаза.

Снижение концентрации тиаминдифосфата может происходить не только вследствие прямого 
действия ультрафиолета на молекулу кофермента, но и вследствие его окисления в дифосфаты 
тиохрома и оксодигидротиохрома синглетным кислородом.
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ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ И ПРАКТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ИНТРОДУКЦИИ 
ДЕКОРАТИВНЫХ ФОРМ ХВОЙНЫХ ВИДОВ В БЕЛАРУСИ

Аннотация. В статье обобщен многолетний опыт интродукции на территорию  Беларуси более 200 декоратив-
ных форм 62 видов хвойных. Приводятся сведения о биологических особенностях их роста и развития, устойчиво-
сти к болезням и вредителям в сравнении с основными видами.

Предлагаемый в соответствии с полученными результатами новый методический подход позволяет выявить 
перспективные садовые формы на основе учета генотипических особенностей роста и развития наиболее устойчи-
вых в условиях Беларуси видов, что позволит сократить сроки  их первичной оценки до 5–6 лет. Дана оценка регене-
рационной способности стеблевых черенков и разработаны технологические регламенты по организации  выращи-
вания посадочного материала растений.  

Ключевые слова: хвойные, интродукция, декоративные формы, рост и развитие, устойчивость, укореняемость, 
стеблевые черенки, технологический регламент
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THEORETICAL AND PRACTICAL ASPECTS OF THE INTRODUCTION  
OF CONIFEROUS DECORATIVE FORMS IN BELARUS

Abstract. The article summarizes the many years of experience in introducing into Belarus over 200 decorative forms  
of 60 species of conifers. Provides information on the biological characteristics of growth and development, resistance  
to diseases and pests in comparison with the main species.

It is substantiated a new methodological approach to identifying perspective plants, based on taking into account the 
genotypic characteristics of the growth and development of most stable in Belarus cultivars. This approach reduces the time 
for their initial assessment to 5–6 years. An assessment is made of the regenerative ability of stem cuttings and technological 
procedures have been developed that made it possible to organize the cultivation of planting material of perspective plants  
in Belarus.

Keywords: сonifers, introduction, decorative forms, growth and development, stability, rooting, stem cuttings, technolo-
gical regulations
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Введение. Декоративные садовые формы или культивары хвойных видов получили в послед-
нее время широкое распространение в декоративном садоводстве многих стран мира, включая  
и Республику Беларусь. Их популярность обусловлена разнообразием форм кроны, формой, раз-
мерами и окраской хвои, системой ветвления, что делает их универсальными при создании объ-
ектов ландшафтной архитектуры, озеленении городов и создании частных садов. Они пригодны 
для регулярных и ландшафтных композиций, оформления парадных мест и партеров, приуса-
дебных участков, создания рокариев и каменистых горок, а также для нетрадиционных форм 
озеленения, таких как сады на крышах и контейнерное озеленение. Их можно высаживать груп-
пами и одиночно, использовать для оформления террас, склонов и водоемов [1].

© Tорчик В. И., 2020
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Следует отметить, что в зеленом строительстве Беларуси на протяжении всего периода его 
становления использовались декоративные растения иноземной флоры. Об этом свидетельствуют 
результаты регулярных инвентаризаций культурной дендрофлоры республики [2–4]. Отмечалось 
произрастание в озеленительных посадках, садах и парках декоративных форм наиболее распро-
страненных в озеленении хвойных видов: пихты одноцветной ‘Violacea’, ели колючей ‘Argentea’, 
‘Glauca’, ‘Kosteriana’, тсуги канадской ‘Fastigiata’ и ‘Pendula’, туи западной ‘Lutescens’, ‘Aureospi-
cata’, ‘Globosa’ и др.  Эти высокорослые растения по своему габитусу почти не отличались от 
основного вида.  

Проведение активной работы по отбору низкорослых и миниатюрных сортов, востребованных 
в современном декоративном садоводстве, привело к появлению значительного формового раз-
нообразия растений. К настоящему времени в ботанических садах, садах и парках, питомниках 
и частных коллекциях накоплен богатейший ассортимент садовых форм хвойных видов. По дан-
ным [5–8]  и др., насчитывается более 2000 хвойных культиваров. В то же время активный при-
ток на территорию республики многочисленных садовых форм, которые не всегда достаточно 
устойчивы в условиях Беларуси, вызвал ряд негативных последствий при создании садово-пар-
ковых композиций.

Цель настоящей работы – обобщение экспериментальных данных по росту, развитию и устой-
чивости более 200 декоративных форм и обоснование нового методического подхода, повышаю-
щего результативность поиска перспективных декоративных форм хвойных видов для их интро-
дукции на территорию Беларуси.

Объекты и методы исследования. При выявлении перспективных для зеленого строитель-
ства растений первостепенное внимание было уделено интродукции и изучению устойчивых  
в условиях Беларуси садовых форм хвойных видов как группе растений, которые отличаются 
значительным разнообразием форм и сохраняют высокие декоративные качества на протяжении 
всего года. Контролем при изучении сезонной ритмики садовых форм служили растения основ-
ных видов, произрастающие в Центральном ботаническом саду НАН Беларуси (ЦБС НАН Бела-
руси). Объектами исследования являлись более 200 декоративных форм 62 видов хвойных расте-
ний. Фенологические наблюдения проводили по методике Совета ботанических садов СССР [9]. 
Зимостойкость надземной части растений оценивали в баллах по шкале, предложенной П. И. Ла-
пиным и С. В. Сидневой [10]. Регенерационную способность стеблевых черенков изучали по об-
щепринятым методикам [11]. Укоренение проводили в условиях искусственного тумана в суб-
страте из крупнозернистого песка и верхового торфа в соотношении 1:1 (v/v). Видовой состав 
болезней и вредителей определяли по Л. Ю. Трейвас [12].

Результаты и их обсуждение. Сравнительный анализ данных показал, что для преобладаю-
щего большинства садовых форм характерен индивидуальный ритм сезонного развития (см. таб-
лицу).  Как правило, вегетация садовых форм может начинаться как раньше, так и позже, чем  
у растений исходного вида. Садовые формы одного вида, но разного географического происхож-
дения отличаются между собой и по срокам прохождения отдельных фенологических фаз. При 
этом интервал между началом и окончанием одноименных фенофаз может достигать 5–20 дней 
и более.

У некоторых садовых форм ели, сосны,  лиственницы и тсуги сезонное развитие соответст-
вует сезонному развитию исходных видов или несколько опережает его. У садовых форм тисов 
вегетация начинается с цветения, набухания почек и распускания листьев и наступает раньше, 
чем у растений исходного вида, или одновременно с ней. В прохождении остальных фенологиче-
ских фаз определенная закономерность не выявлена. Начало вегетации садовых форм семейства 
кипарисовых совпадает с началом роста побегов у видов.

Продолжительность роста побегов садовых форм определяется происхождением исходного 
вида и особенностями гидротермического режима вегетационного периода. Садовые формы ро-
дов ель и сосна отличаются коротким периодом роста побегов с его кульминацией в июне–июле. 
У представителей семейства кипарисовых, как правило, рост побегов заканчивается в конце ав-
густа – начале сентября, но при теплой и затяжной осени он может продолжаться до конца сентя-
бря и даже в октябре. Некоторым садовым формам присущ вторичный рост побегов. Это в первую 
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очередь относится к садовым формам ели канадской группы ‘Conica’. У большинства из них он 
протекает в среднем 2 мес. и по времени значительно превышает продолжительность первичного 
роста побегов. 

В целом сезонная ритмика изученных  интродуцентов соответствует годовому ритму погод-
но-климатических условий в Беларуси, чем в значительной степени обеспечивается успешность 
их культуры в регионе.

Прохождение основных фенологических фаз развития у садовых форм некоторых хвойных видов   
в Центральном ботаническом саду НАН Беларуси

The passage of the main phenological phases of development in garden forms of some conifers  
in the Central Botanical Garden of the NAS of Belarus

Название растения Начало  
набухания почек

Распускание 
почек

Обособление 
хвои

Окончание 
роста хвои

Заложение 
почек

Окончание 
роста побегов

Одревеснение
побегов

Лиственница европейская  
‘Kornik’

5.04
12.04*

9.04
17.04*

21.04
23.04*

25.07
22.06*

13.08
23.07*

13.08
8.08*

6.09
10.09*

Лиственница японская  
‘Blue Dwarf’

14.04
15.04*

21.04
23.04*

28.04
29.04*

5.09
21.06*

23.08
22.08*

23.08
4.09*

14.09
26.09*

Ель обыкновенная ‘Barryi’ 12.04
28.04*

10.05
10.05*

18.05
14.05*

16.06
15.06*

02.06
03.06*

10.06
08.06*

24.06
29.07*

Ель канадская ‘Alberta Blue’ 14.04
26.04*

26.04
15.05*

11.05
21.05*

10.06
13.06*

02.06
09.06*

10.06
13.06*

10.07
18.07*

Ель черная ‘Beissneri’ 30.04
30.04*

24.05
13.05*

14.06
18.05*

15.07
19.06*

07.07
19.06*

22.07
29.06*

22.07
05.08*

Ель колючая
‘Glauca Globosa’

14.04
28.04*

24.05
15.05*

31.05
21.05*

10.06
13.06*

03.06
09.06*

13.07
13.06*

15.07
18.07*

Сосна горная ‘Gnom’ 07.04
28.04*

26.05
4.06*

09.06
19.06*

05.07
10.07* – 03.06

19.06* –

Сосна черная ‘Piramidalis’ 14.04
03.05*

02.06
8.06*

23.06
26.06*

12.07
10.07* – 08.07

30.06* –

Сосна обыкновенная ‘Aurea’ 14.04
03.05*

02.06
27.05*

19.06
13.06*

26.07
30.07* – 10.06

21.06* –

Тсуга канадская
‘Cole’s Prostratе’

23.04
28.04*

12.05
19.05*

17.05
23.05*

10.06
24.06* – 25.08

20.08*
09.09
20.09*

Тис ягодный 
‘Aurea Decora’

14.04
23.04*

28.05
09.05*

03.06
16.05*

05.07
14.06* – 15.07

10.08*
24.08
10.09*

П р и м е ч а н и е. * – средние многолетние данные для вида по Шкутко (1970).

Зимостойкость является основным фактором успешности произрастания новых растений  
в условиях Беларуси. По степени зимостойкости садовые формы в незначительной мере отлича-
ются от растений основного вида. Наиболее частыми типами зимних повреждений (5–10 %) яв-
ляются обмерзание годичного прироста побегов и частичное отмирание хвои. Эти повреждения 
отмечались почти ежегодно у садовых форм можжевельника китайского и тиса ягодного. В не-
благоприятные зимы у садовых форм тиса ягодного при выращивании в контейнерах может по-
вреждаться корневая система, что связано с длительным периодом роста корней и недостаточ-
ным их одревеснением.

Введение в культуру новых растений влечет за собой изменения и в составе патогенных ор-
ганизмов, что нередко влияет на успешность интродукции. Еще в конце 1990-х годов практиче-
ски все интродуцированные садовые формы хвойных растений считались устойчивыми к болез-
ням и вредителям. При этом отмечалось, что некоторые из них более устойчивы к вредителям, чем 
близкородственные местные. В то же время известно, что видовой состав возбудителей болезней 
и вредителей не постоянен и претерпевает значительные изменения (иногда в очень короткие 
сроки). Решающее значение на распространение возбудителей болезней оказывают экологиче-
ские факторы и условия  культивирования растений [13, 14].

Проведенные нами на протяжении длительного времени регулярные фитопатологические  
и энтомологические обследования коллекции декоративных форм ЦБС НАН Беларуси показали, 
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что садовые формы хвойных растений достаточно устойчивы к болезням и вредителям. На рас-
пространение болезней и степень повреждения ими растений существенное влияние оказыва-
ет характер погоды в зимне-весенний период.  Наибольшее повреждение хвои и ветвей отме-
чалось нами при затяжной, холодной, с обильными осадками весне и предшествующей снеж-
ной, с оттепелями, зиме. Установлено, что основным возбудителем  болезней  на садовых фор мах 
Thuja occi den talis L., Chamaecyparis pisifera Sieb et Zucc. и других хвойных растениях является 
Botryris cinerea Pers. Заболевание характеризуется образованием густой грибницы, окутываю-
щей хвою и ветви, особенно внутри куста. При высокой степени развития болезни отмечалось 
отмирание нижних ветвей, на которых во влажную погоду образуются склероции гриба. 
Заболевание часто носит очаговый характер. В большей степени подвержены этой болез- 
ни формы с плотной кроной (шаровидные или компактные). В некоторых случаях, в загущен-
ных посадках, причиной повреждения хвои садовых форм Thuja occidentalis L. являлся гриб 
Alternaria spp. 

Следует отметить, что на садовых формах Pinus mugo, Pinus nigra, Picea pungens было зафик-
сировано поражение хвои снежным шютте (Phacidium infestans Karst.). Больше всего поражались 
грибом растения, которые долго находились под снегом или росли в условиях повышенной 
влажности. 

Кора садовых форм Taxus baccata поражалась грибом Phytophthora cactorum Schroet. (фитоф-
тороз). На нижней части стебля, у корневой шейки образовывались вдавленные пятна, которые 
при высокой степени развития вызывали постепенное увядание и гибель всего растения. Повы- 
шенная влажность воздуха, почвы и загущенность посадок также способствовали развитию  
болезни. 

Относительно устойчивыми в условиях Беларуси следует считать пестролистные формы.  
В первую очередь это садовые формы Juniperus × media ‘Blue and Gold’, ‘Plumosa Albovariegata’  и ‘Plu-
mosa Aureovariegata’, а также Juniperus chinensis ‘Variegated Kaizuca’, Juniperus squamata ‘Golden 
Flame’,  Chamaecyparis pisifera ‘Snow’, у которых наблюдается повреждение цветных побегов  
в зимний и весенний периоды, что связано, по-видимому, с низкой устойчивостью этих побегов 
к возрастающей солнечной нагрузке с середины февраля до момента таяния снега и повышенной 
восприимчивостью к грибным болезням. Однако, несмотря на временное снижение декоратив-
ности, большинство изученных пестролистных форм с успехом могут использоваться в различ-
ных приемах зеленого строительства.

Снижать декоративность садовых форм хвойных растений могут также сосущие вредители: 
паутинные клещи, тли, щитовки и ложнощитовки. В течение всего периода наблюдений ежегод-
но отмечалась высокая степень развития елового паутинного клеща (Oligonychus ununguis Jacobi) 
на всех садовых формах  Picea glauca ‘Conica’ и на отдельных представителях из родов Juniperus 
и Chamaecyparis. Заселенные вредителем растения покрываются тончайшей паутинкой, слабе-
ют, отстают в росте. Хвоя буреет, декоративность резко снижается. 

Обследование посадок и идентификация вредителей показала также,  что садовые фор- 
мы некоторых можжевельников могут повреждаться тлей (Cinara juniperi De Geer.), ели канад-
ской ‘Conica’ – Cinaria pilicornis Htg.  и  Mindarus obliquus Chol., Adelges laricis Vall., A. tardus 
Dreyf., а формы Thuja occidentalis – Cinaria juniperina Mordv.  Некоторые формы Thuja occiden-
talis, Juniperus  и Chamaecyparis заселяются туевой ложнощитовкой (Parthenolecanium flet- 
cheri Ckll.) и можжевеловой щитовкой (Insulapsis juniperi Lndgr.). Эти вредители, поселяясь на 
хвое и побегах, вызывают образование пятен, а при массовом размножении сильно ослабляют 
растения. 

По результатам исследований сформирована коллекция декоративных форм древесных рас-
тений, которая насчитывает более 210 таксонов (рис. 1). 

Введение в широкую культуру новых растений в значительной степени зависит от наличия 
эффективных технологий выращивания посадочного материала с учетом местных условий. При 
этом следует отметить, что садовые формы передают свои декоративные признаки только при 
вегетативном размножении. Для культиваров с высокой регенерационной способностью предпо-
чтение отдается черенкованию, а с низкой – прививке.  Наши исследования показали, что культи-
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вары по степени ризогенеза существенно различаются. Легкоукореняемыми (80–100 %) оказались 
почти все формы туи западной, можжевельника казацкого, среднего, чешуйчатого, горизонтального 
и скального, кипарисовика горохоплодного, среднеукореняемыми (50–80 %) – некоторые культи-
вары ели обыкновенной, тсуги канадской, тиса ягодного, кипарисовика нутканского и можже-
вельника виргинского. Ряд культиваров в пределах указанных родов и видов обладает низкой 
регенерационной способностью (менее 30 %). Способность черенков к образованию корней  
у культиваров проявляется неодинаково как у разных видов, так и в пределах одного вида [15]. 
При этом у одних видов все культивары отличаются сравнительно высокой способностью к при-
даточному корнеобразованию (туя западная, можжевельник горизонтальный и др.), у других ви-
дов среди культиваров наблюдается дифференциация по уровню ризогенеза (кипарисовик горо-
хоплодный, можжевельник китайский, можжевельник казацкий, можжевельник обыкновенный 
и др.), что можно проследить на примере декоративных форм различных видов можжевельников 
(рис. 2). 

Для определения стимулирования ризогенеза у культиваров с низкой регенерационной спо-
собностью изучено влияние традиционных (нафтилуксусная кислота, индолилмасляная кисло- 
та (ИМК), индолилуксусная кислота) и нетрадиционных (парааминобензойная кислота, эпин,  
янтарная кислота (ЯК), гидрогумат натрия, оксигумат натрия) регуляторов роста. Так, нами 
установлено, что у садовых форм рода Juniperus L. с низкой регенерационной способностью вод-
ные растворы регуляторов роста повышают укореняемость черенков на 8–55 %. Эффективность 
влияния регуляторов роста на укореняемость черенков индивидуальна и зависит от концентра-
ции раствора и культивара. Например, для можжевельника китайского ‘Blue Point’ оптимальной 
оказалась концентрация 0,0025 % ИМК и 0,02 % ЯК, для можжевельника скального ‘Blue Arrow’ – 
0,05 и 0,01 % ИМК, для можжевельника виргинского ‘Burkii’ – 0,02 % ЯК.

Результаты проведенных исследований положены в основу разработанных технологических 
регламентов по выращиванию посадочного материала декоративных  садовых форм хвойных 
видов [16–20]. В этих регламентах внимание акцентируется также на создании оптимальных ус-
ловий (подготовка культивационных сооружений, подбор субстрата, регулирование микрокли-
мата и др.) во время укоренения черенков. Рекомендации внедрены в питомниках Министерства 
лесного хозяйства Республики Беларусь, где организовано промышленное размножение ценных 
растений.

Рис. 1. Таксономический состав садовых форм древесных видов в коллекции ЦБС НАН Беларуси

Fig. 1. The taxonomic composition of garden forms of tree species in the collection  
of the Central Botanical Garden of NAS of Belarus
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Заключение. В результате комплексной оценки более 200 таксонов (сезонное развитие, рост 
побегов, отношение к факторам среды, болезням и вредителям) установлено, что устойчивость 
растений садовых форм в значительной степени коррелирует со степенью адаптированности  
к местным условиям исходных видов. В связи с этим выявлены перспективные для интродукции 
на территорию республики декоративные садовые формы видов, наиболее устойчивых в услови-
ях Беларуси, что обеспечит сокращение сроков их первичной оценки до 5–6 лет. 
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Рис. 2. Регенерационный потенциал   культиваров можжевельника горизонтального (Juniperus horizontalis Moench), 
среднего (Juniperus × media van Melle) и казацкого (Juniperus sabina L.).    – число дней до начала каллусообразования;  

 – число дней до массового корнеобразования;    – число дней до начала корнеобразования; 

 

 – укореняемость, %

Fig. 2. The regenerative potential of cultivators of juniper horizontal (Juniperus horizontalis Moench), medium (Juniperus × 
media van Melle) and cossack (Juniperus sabina L.).    –  number of days before callus formation; 

 

 – number of days before 
root formation;    – number of days before mass root formation; 

 

 – rooting, %
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ СПОСОБА ВЕГЕТАТИВНОГО РАЗМНОЖЕНИЯ СОРТОВ 
VACCINIUM CORYMBOSUM L. НА БИОХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ПЛОДОВ

Аннотация. Приведены результаты сравнительного исследования основных показателей биохимического соста-
ва плодов одновозрастных генеративных растений 5 интродуцированных сортов V. corymbosum разных сроков со-
зревания – раннеспелого Weymouth, среднеспелых Bluecrop и Cоncord, позднеспелых Elizabeth и Atlantic, полученных 
традиционным (стеблевым черенкованием) и микроклональным способами вегетативного размножения. Установ-
лено  существенное влияние способа размножения на биохимический состав плодов, степень которого определялась 
химической природой его компонентов и генотипом растений. В зависимости от последнего в плодах клонирован-
ных растений выявлены неоднозначные изменения (в пределах 5–40 % относительно традиционных растений) в со-
держании сухих веществ, свободных органических, аскорбиновой и гидроксикоричных кислот, растворимых саха-
ров и пектиновых веществ, а также показателя сахарокислотного индекса. У большинства сортов различия между 
клонированными и традиционными растениями в накоплении биофлавоноидов характеризовались общей тенден- 
цией  –  увеличением в первом случае их общего количества на 5–27 %, в том числе антоциановых пигментов – на 
6–34 %. Установлено наибольшее позитивное влияние микроклонального способа размножения на содержание 
Р-витаминов в плодах позднеспелых сортов, особенно сорта Atlantik, при меньшей (в 3–6 раз) степени такого воздей-
ствия у сортов Weymouth и Concord на фоне доминирования отрицательного влияния у среднеспелого сорта Bluecrop. 
При относительной устойчивости соотношения компонентов Р-витаминного комплекса плодов голубики при ис-
пользовании указанных способов размножения выявлены существенные сдвиги в составе антоцианового комплекса 
клонированных растений раннеспелого и особенно среднеспелых сортов в сторону снижения доли собственно анто-
цианов и увеличения таковой лейкоантоцианов по сравнению с традиционными растениями, достигавшие 1,5– 
1,6-кратной величины у сорта Concord при противоположной направленности менее выраженных сдвигов у поздне-
спелых сортов.

У клонированных растений (за исключением сорта Bluecrop) установлен в 2,6–4,4 раза более высокий, нежели  
у их традиционных аналогов, интегральный уровень питательной и витаминной ценности плодов по совокупности 
14 показателей биохимического состава при расположении сортов в соответствии со снижением степени данных 
различий в ряду: Atlantik > Elizabeth > Weymouth > Concord > Bluecrop, в котором наибольшими преимуществами  
в этом плане характеризовались позднеспелые сорта голубики.

Ключевые слова: голубика, сорта, черенкование и микроклональный способы вегетативного размножения, 
плоды, биохимический состав, органические кислоты, углеводы, биофлавоноиды
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ASSESSMENT OF INFLUENCE OF THE METHOD OF VEGETATIVE PROPAGATION OF VARIETIES  
OF VACCINIUM CORYMBOSUM L. ON THE BIOCHEMICAL COMPOSITION OF THE FRUITS

Abstract. The results of a comparative study of the main characteristics of the biochemical composition of fruits of the 
same age of generative plants of 5 introduced varieties of V. corymbosum of different ripening dates – early ripening Wey-
mouth, mid-ripening Bluecrop and Concord, late ripening Elizabeth and Atlantic obtained by traditional (stem-cuttings) and 
microclonal vegetative methods are presented. A significant effect of the propagation method on the biochemical composition 
of the fruits, the degree of which was determined by the chemical nature of its components and the plant genotype, was 
established. In the fruits of cloned plants, depending on the genotype, ambiguous changes in the range of 5–40 %, relative  
to traditional plants, in the content of solids, free organic, ascorbic and hydroxycinnamic acids, soluble sugars and pectin 
substances, as well as the index of sugar acid index, were revealed. For most varieties, a common trend in the nature  
of differences between cloned and traditional plants in the accumulation of bioflavonoids was shown, consisting in the 
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increase in the first case of their total number by 5–27 %, including 6–34 % of anthocyanin pigments. The greatest positive 
effect of the microclonal propagation method on the content of P-vitamins in fruits of late ripening varieties, especially 
Atlantik, was found, with a 3–6 times lesser degree of similar influence in Weymouth and Concord varieties, against the 
background of the prevailing negative effect in mid-ripening Bluecrop. With the relative stability of the ratio of the components 
of the P-vitamin complex of blueberry fruits to the tested propagation methods, significant shifts were revealed in the 
composition of their anthocyanin complex in cloned plants of early ripening and especially mid-ripening varieties towards  
a decrease in the proportion of anthocyanins proper and an increase in that of leukoanthocyanins, compared to traditional plants, 
reaching 1.5–1.6-fold value in Concord variety with the opposite direction of less pronounced shifts in late-ripening varieties.

In cloned plants (with the exception of the Bluecrop variety), the integral level of the nutritional and vitamin value of the 
fruits was found to be 2.6–4.4 times higher than their traditional counterparts by a total of 14 indicators of the biochemical 
composition when the varieties were arranged in accordance with a decrease in the degree of data differences in the series:  
Atlantik > Elizabeth > Weymouth > Concord > Bluecrop, in which late ripe varieties of blueberries were characterized by the 
greatest advantages.

Keywords: blueberries, varieties, cuttings and microclonal methods of vegetative propagation, fruits, biochemical 
composition, organic acids, carbohydrates, bioflavonoids
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Введение. В связи с прогрессирующим увеличением в Беларуси площадей промышленных 
плантаций голубики высокорослой (Vaccinium corymbosum L.) существенно возросли потребно-
сти специализированных хозяйств в посадочном материале данной культуры. Основным спосо-
бом его получения является вегетативное размножение растений посредством укоренения стеб-
левых черенков, наряду с которым все большее распространение получает микроклональный 
способ размножения (in vitro), обладающий рядом преимуществ по сравнению с традиционным. 
В частности, он значительно ускоряет процесс получения оздоровленного посадочного материа-
ла и позволяет существенно увеличить коэффициент размножения одного маточного растения. 
Вместе с тем научные исследования по оценке влияния традиционного и культурального способов 
вегетативного размножения на дальнейший рост, развитие и плодоношение интродуцированных 
сортов голубики в нашей стране носят весьма ограниченный и фрагментарный характер [1]. Тем не 
менее они, как и выполненные нами аналогичные исследования с брусникой обыкновенной и ро-
додендроном [2, 3], выявили существенную зависимость содержания в листовой ткани фотосинте-
зирующих пигментов, макро- и микроэлементов, ряда органических кислот, углеводов, основных 
групп биофлавоноидов, а также активности окислительно-восстановительных ферментов перок-
сидазы и полифенолоксидазы от способа вегетативного размножения при весьма значительной сор-
тоспецифичности ответной реакции на него данных растений. Основываясь на результатах упомя-
нутых выше работ, логично предположить, что способ вегетативного размножения голубики мо-
жет оказать определенное влияние на биохимический состав не только ассимилирующих, но  
и генеративных органов, что непременно скажется на интегральном уровне питательной и вита-
минной ценности ее ягодной продукции. 

С целью установления степени возможного влияния на качество плодов голубики способа ве-
гетативного размножения, на научно-экспериментальной базе Центрального ботанического сада 
НАН Беларуси (Ганцевичский р-н Брестской обл.), расположенной в центральной агроклиматиче-
ской зоне Беларуси в районе распространения легких песчаных дерново-подзолистых почв и осу-
шенных верховых торфяников, в опытной культуре проведено сравнительное исследование ос-
новных характеристик биохимического состава плодов одновозрастных генеративных растений 
5 интродуцированных сортов V. corymbosum разных сроков созревания – раннеспелого Weymouth, 
среднеспелых Bluecrop и Cоncord, позднеспелых Elizabeth и Atlantic, полученных традиционным 
(стеблевым черенкованием) и микроклональным способами вегетативного размножения.

Материалы и методы исследования. Сравнительную оценку биохимического состава зре-
лых плодов опытных растений осуществляли по широкому спектру показателей, относящихся  
к разным классам действующих веществ. В свежих усредненных пробах определяли содержание 
сухих веществ – по ГОСТ 28561-90 [4]; аскорбиновой кислоты (витамина С) – стандартным индо-
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фенольным методом [5]; титруемых кислот (общей кислотности) – объемным методом [5]. В вы-
сушенных при температуре 60 оС пробах растительного материала определяли содержание гид-
роксикоричных кислот (в пересчете на хлорогеновую) – спектрофотометрическим методом [6]; 
растворимых сахаров – ускоренным полумикрометодом [7]; пектиновых веществ – кальцие-
во-пектатным методом [5]; суммы антоциановых пигментов – по методу T. Swain, W. E. Hillis [8] 
(с построением градуировочной кривой по кристаллическому цианидину, полученному из пло-
дов аронии черноплодной и очищенному по методике Ю. Г. Скориковой и Э. А. Шафтан [9]); 
собственно антоцианов и суммы катехинов (с использованием ванилинового реактива) – фото- 
электроколориметрическим методом [5, 10]; суммы флавонолов (в пересчете на рутин) – спектро-
фотометрическим методом [5]; дубильных веществ – титрометрическим методом Левенталя [11]. 
Все аналитические определения выполнены в трехкратной биологической повторности. Данные 
статистически обработаны с использованием программы Excel.

Результаты и их обсуждение. Исследование биохимического состава плодов голубики выя-
вило весьма существенные генотипические и межвариантные различия в содержании изучае-
мых соединений. По нашим оценкам, содержание сухих веществ в плодах традиционнных и ме-
ристемных растений варьировалось сортовом ряду в довольно близких между собой и при этом 
весьма широких диапазонах значений – соответственно 13,1–16,1 и 12,5–16,2 % при содержании 
в сухой массе свободных органических кислот 2,44–5,48 и 2,44–5,81%, аскорбиновой кислоты – 
382,0–473,1 и 344,9–516,3 мг/100 г и гидроксикоричных кислот – 473,3–657,7 и 538,4–606,7 мг/100 г. 
Подобный диапазон варьирования содержания растворимых сахаров в сухой массе плодов тра-
диционных растений охватывал область более высоких, нежели у их клонированных аналогов, 
значений – соответственно 40,3–50,0 % против 39,7–45,3 %. Во втором случае это свидетельство-
вало о некотором ослаблении биосинтеза данных углеводов, что у ряда сортов голубики отрица-
тельно сказалось на показателе сахарокислотного индекса, несмотря на относительную сопоста-
вимость диапазонов его изменения в таксономическом ряду при данных способах размножения 
в пределах 8,3–17,2 и 6,8–18,6. Важнейшим компонентом углеводного пула являются также пек-
тиновые вещества, содержание которых в сухой массе плодов у растений, полученных in vivo, 
варьировалось в сортовом ряду в диапазоне более низких, чем у их клонированных аналогов, 
значений – соответственно 4,40–6,69 %  против 4,84–7,08 %.

Независимо от способа размножения голубики, общее содержание в сухой массе плодов био-
флавоноидов (витаминов группы Р), как и их отдельных соединений, изменялось в сортовом ря-
ду в весьма широком диапазоне значений: у традиционных растений – от 9768 до 14560 мг/100 г 
при суммарном содержании антоциановых пигментов 6582–11436 мг/100 г (в том числе собствен-
но антоцианов – 4107–7420 мг/100 г, лейкоантоцианов – 2032–4690 мг/100 г), катехинов – от 746 
до 1198 мг/100 г, флавонолов – от 1941 до 2048 мг/100 г. При этом аналогичные диапазоны варьи-
рования данных показателей у клонированных растений голубики составляли (в мг/100 г): для 
общего количества биофлавоноидов – 8644–15335, для антоциановых пигментов – 5642–12103 (из 
них собственно антоцианов – 3150–7560, лейкоантоцианов – 2492–6309), для катехинов – 737–1411, 
для флавонолов – 1819–2415. Что касается дубильных веществ, также относящихся к фенольным 
соединениям, то их содержание в плодах меристемных растений соответствовало области более 
низких, чем у обычных растений, значений – 0,96–1,83 % против 1,17–2,04 %.

Приведенные выше диапазоны варьирования в таксономическом ряду количественных ха-
рактеристик биохимического состава плодов меристемных растений голубики были заметно 
шире, чем у растений, полученных методом стеблевого черенкования, что указывало на усиле-
ние сортовых различий в содержании изучаемых соединений. При этом наличие более высо-
ких значений в основном на верхней границе этих диапазонов свидетельствовало о стимули-
рующем действии микроклонального способа размножения на процессы биосинтеза органиче-
ских соединений. На наш взгляд, это связано с позитивным отдаленным влиянием на них 
оптимально сбалансированной, насыщенной гормонами биологически активной питательной 
среды на самых ранних этапах формирования меристемных растений, которая обеспечила  
в дальнейшем более высокий, чем у их традиционных аналогов, потенциал развития генератив-
ной сферы. 
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Вместе с тем влияние способа вегетативного размножения голубики на отдельные характе-
ристики биохимического состава плодов оказалось неоднозначным при весьма выразительных 
сортовых различиях ответной реакции на него опытных растений. Как следует из табл. 1, мери-
стемные растения сортов Weymouth и Bluecrop отличались от своих аналогов, полученных из 
стеблевых черенков, достоверно меньшим (на 5–9 %) содержанием в плодах сухих веществ, тог-
да как у сорта Concord их количество, напротив, было на 8 % выше, а у обоих позднеспелых со-
ртов подобные различия вообще отсутствовали. 

Т а б л и ц а  1.  Относительные различия количественных характеристик биохимического состава плодов  
V. corymbosum при разных способах вегетативного размножения (in vitro/in vivo), %

T a b l e  1. Relative differences in the quantitative characteristics of the biochemical composition  
of V. corymbosum fruits in different methods of vegetative propagation (in vitro/in vivo), %

Показатель Weymouth Bluecrop Concord Elizabeth Atlantik

Сухие вещества –4,6 –9,2 +8,2 – –
Свободные органические кислоты – +40,0 –8,0 +27,5 –
Аскорбиновая кислота +27,4 – – –9,7 +5,3
Гидроксикоричные кислоты – –11,9 – +28,2 +14,8
Растворимые сахара +7,9 – – – –16,0
Сахарокислотный индекс +8,1 –29,9 +8,4 –23,7 –16,1
Пектиновые вещества +10,0 +13,3 +10,0 +5,5 +5,8
Собственно антоцианы – –30,8 –27,5 +33,7 +33,0
Лейкоантоцианы +13,1 +22,6 +67,1 – +34,5
Общее к-во антоциановых пигментов +5,8 –14,3 +6,5 +16,0 +33,8
Катехины –6,4 – – +20,8 +6,3
Флавонолы +9,4 –10,5 – +17,9 +10,0
Общее к-во биофлавоноидов +5,3 –11,5 +4,5 +16,8 +27,1
Дубильные вещества –13,2 –17,9 –5,2 –5,8 –6,4

П р и м е ч а н и е. Прочерк означает отсутствие статистически значимых по t-критерию Стьюдента различий 
при p < 0,05.

Способ размножения не оказал достоверного влияния на содержание свободных органиче-
ских кислот в плодах сортов Weymouth и Atlantik, но обусловил значительную активизацию их 
накопления (на 28 и 40 %) у меристемных растений сортов Bluecrop и Elizabeth при его ослабле-
нии на 8 % у сорта Concord. У клонированных растений сортов Atlantik и особенно у Weymouth 
установлено на 5 и 27 % более высокое, а у сорта Elizabeth, напротив, на 10 % меньшее, чем  
у обычных растений, содержание в плодах аскорбиновой кислоты. В то же время у обоих сред-
неспелых сортов, у которых, как и у позднеспелого сорта Elizabeth, способ размножения не вли-
ял на накопление в них растворимых сахаров, поскольку достоверных различий не выявлено. 
При этом плоды меристемных растений раннеспелого сорта Weymouth характеризовались на 8 % 
более высоким, а плоды позднеспелого сорта Atlantik на 16 % более низким их содержанием, чем 
плоды традиционных растений. Выявленные различия темпов биосинтеза титруемых кислот  
и растворимых сахаров, в зависимости от способа вегетативного размножения голубики, обусло-
вили у клонированных растений сорта Bluecrop и у обоих позднеспелых сортов на 16–30 % бо-
лее низкие, а у сортов Weymouth и Concord, напротив, на 8 % более высокие значения сахарокис-
лотного индекса плодов, чем у растений, размноженных черенкованием (табл. 1), что свидетель-
ствовало об ухудшении их вкусовых свойств в первом случае и улучшении – во втором. Заметим, 
что только для двух последних сортов не установлено влияния способа размножения на содер-
жание в плодах гидроксикоричных кислот, тогда как клонированные растения позднеспелых сор-
тов, особенно Elizabeth, характеризовались на 15–28 %  более высоким, а сорта Bluecrop, напро-
тив, на 12 % более низким их содержанием, чем традиционные растения. Вместе с тем плоды 
клонированных растений были на 6–13 % богаче плодов обычных растений пектиновыми веще-
ствами при максимальных, причем сходных различиях у раннеспелого и обоих среднеспелых 
сортов и минимальных, уступавших им примерно вдвое, у обоих позднеспелых сортов.
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В отличие от большинства рассмотренных выше показателей биохимического состава пло-
дов голубики, для которых у опытных сортов не было выявлено заметной общности тенденций  
в характере различий между меристемными и традиционными растениями, для содержания био-
флавоноидов и их отдельных групп подобная общность прослеживалась весьма отчетливо. Так, 
в большинстве случаев клонированные растения, особенно позднеспелых сортов, характеризо-
вались на 5–27 % более высоким общим накоплением в плодах Р-витаминов (в том числе антоци-
ановых пигментов – на 6–34 %), чем обычные растения, и лишь для сорта Bluecrop было показа-
но отставание по данным признакам соответственно на 12 и 14 %. Между меристемными и тра-
диционным растениями обоих среднеспелых сортов голубики были выявлены противоположные 
по знаку различия в содержании в плодах основных компонентов антоцианового комплекса, 
наиболее выразительные у сорта Concord, состоявшие в первом случае в более низком (на 28–
31 %) содержании собственно антоцианов, во втором – в более высоком (на 23–67 %) содержании 
лейкоантоцианов. При этом у меристемных растений позднеспелого сорта Atlantik более актив-
ное, чем у традиционных растений, обогащение антоцианового комплекса плодов обеспечива-
лось пропорциональным усилением накопления его обоих компонентов на 33–35 %, тогда как  
у второго позднеспелого сорта Elizabeth это происходило в результате активизации биосинтеза 
только собственно антоцианов (на 34 %), а у раннеспелого сорта Weymouth – лейкоантоцианов 
(на 13 %) (табл. 1). 

Что касается катехинов и флавонолов, то в характере различий их содержания в плодах голу-
бики в зависимости от способа размножения растений, как и содержания антоциановых пиг- 
ментов, наиболее выраженное сходство тенденций было установлено у позднеспелых сортов. 
Оно состояло в более активном накоплении данных соединений в плодах меристемных, нежели 
обычных растений (у сорта Elizabeth – на 21 и 18 %, у сорта Atlantik – на 6 и 10 %). Как видим,  
в данном случае различия между растениями, полученными разными способами, наиболее вы-
разительно проявились у сорта Elizabeth, тогда как в отношении содержания антоциановых пиг-
ментов – у сорта  Atlantik. При этом у обоих среднеспелых сортов голубики не установлено до-
стоверного влияния способа размножения на содержание в плодах катехинов, а у сорта Concord 
также и флавонолов, для которых у сорта Bluecrop, как и для антоциановых пигментов, было 
показано ослабление накопления в плодах меристемных растений, по сравнению с традицион-
ными, на 11%, что, в свою очередь, негативно сказалось на общем содержании в них Р-витаминов 
(см. табл. 1).  У клонированных растений раннеспелого сорта Weymouth были установлены про-
тивоположные по знаку различия с традиционными растениями в содержании катехинов и фла-
вонолов – отставание на 6 % в первом случае и превышение на 9 % во втором, что в сочетании  
с упомянутой выше слабой активизацией биосинтеза антоциановых пигментов, не превышавшей  
6 %, обеспечило весьма незначительное обогащение Р-витаминного комплекса его плодов, сопо-
ставимое по величине с таковым у меристемных растений сорта Concord. Следует отметить, что 
использование микроклонального способа размножения голубики оказало наиболее существен-
ное позитивное влияние на накопление этих самых ценных в физиологическом плане соедине-
ний в плодах позднеспелых сортов, особенно у сорта Atlantik, при меньшей в 3–6 раз степени его 
аналогичного воздействия на биофлавоноидный комплекс плодов раннеспелого и среднеспелого 
сорта Concord и при доминировании отрицательного воздействия на таковой среднеспелого со-
рта Bluecrop. 

На фоне заметного сходства в характере ответной реакции Р-витаминного комплекса опыт-
ных сортов голубики на способы вегетативного размножения растений генотипические разли-
чия темпов биосинтеза в плодах основных групп полифенолов обусловили заметные измене-
ния соотношения их долей в составе данного комплекса (табл. 2). Установлено, что у большин-
ства сортов применение обоих способов размножения не оказало существенного влияния на 
относительную долю в нем антоциановых пигментов, и лишь у клонированных растений сор-
тов Bluecrop и Atlantik отмечалось ее незначительное снижение в первом случае и увеличение – во 
втором. Однако в составе самого антоцианового комплекса плодов раннеспелого и особенно 
обоих среднеспелых сортов произошли заметные сдвиги в сторону снижения доли собственно 
антоцианов и увеличения таковой лейкоантоцианов по сравнению с традиционными растениями. 
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В наибольшей степени это проявилось у сорта Concord, у которого эти сдвиги достигали 
1,5–1,6-кратной величины.

Отмеченные сдвиги в составе антоцианового комплекса плодов только у сорта Bluecrop  
и в меньшей степени у сорта Weymouth сопровождались незначительным увеличением доли ка-
техинов и флавонолов в пуле Р-витаминов. При этом у меристемных растений позднеспелых сор-
тов выявленные изменения в антоциановом комплексе плодов имели противоположную направ-
ленность и отличались не ослаблением, а, напротив, усилением в нем позиций собственно анто-
цианов при снижении относительной доли лейкоантоцианов у сорта Elizabeth и увеличении ее  
у сорта Atlantik, что приводило к ослаблению в составе Р-витаминов роли и катехинов, и флаво-
нолов. Подобно биофлавоноидам, для содержания дубильных веществ в плодах всех модельных 
сортов голубики была выявлена отчетливая общность тенденций в характере различий между 
клонированными и обычными растениями. Как следует из табл. 1, в первом случае оно было на 
5–18 % ниже, чем во втором, при наибольших различиях у сортов Weymouth и особенно Bluecrop 
и наименьших у сорта Concord.

Т а б л и ц а  2.  Долевое участие основных групп биофлавоноидов в составе Р-витаминного комплекса  
плодов сортов V. corymbosum при разных способах вегетативного размножения, %

T a b l e 1  2. Share of the main groups of bioflavonoids in the P-vitamin complex of fruits of varieties  
V. corymbosum with different methods of vegetative propagation, %

Сорт Способ 
размножения

Собственно
антоцианы

Лейко-
антоцианы

Сумма
антоц. пигм. Катехины Флавонолы

Weymouth in vivo 51 28 79 8 13
in vitro 49 30 79 7 14

Bluecrop in vivo 47 21 68 12 20
in vitro 36 29 65 14 21

Concord in vivo 48 27 75 7 18
in vitro 33 42 75 7 18

Elizabeth in vivo 37 35 72 10 18
in vitro 42 30 72 10 18

Atlantik in vivo 34 39 73 10 17
in vitro 36 41 77 8 15

Таким образом, результаты данных исследований убедительно показали существенное влия-
ние способа вегетативного размножения V. corymbosum на биохимический состав плодов, сте-
пень которого определялась химической природой его компонентов и генотипом растений. Для 
объективного представления о степени воздействия данного фактора на интегральный уровень 
питательной и витаминной ценности ягодной продукции модельных сортов, оцениваемой по со-
вокупности 14 показателей ее биохимического состава, был применен собственный методиче-
ский прием, защищенный патентом [12] и основанный на сопоставлении у тестируемых объек-
тов количеств, относительных размеров, амплитуд и соотношений статистически достоверных 
положительных и отрицательных различий клонированных и традиционных растений по дан-
ному признаку. При этом показатели соотношения количества положительных и отрицательных 
различий, превышавшие 1, указывали на преобладание у каждого таксона голубики частоты 
проявления преимуществ в их биохимическом составе относительно обычных растений, тогда 
как при их значениях менее 1 – на преобладание случаев проявления отрицательных различий  
с ними. По величине суммарной амплитуды выявленных отклонений, независимо от их знака, 
можно было судить о степени выраженности различий клонированных и традиционных расте-
ний по совокупности исследуемых признаков, что позволяло провести ранжирование сортов го-
лубики в порядке снижения степени данных различий. При этом по величине соотношения от-
носительных размеров позитивных и негативных сдвигов в биохимическом составе плодов кло-
нированных растений каждого сорта относительно растений, полученных обычным способом, 
можно было дать оценку степени и направленности выявленных в нем изменений. 
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Представленные в табл. 3 данные, характеризующие количество, направленность и степень 
выраженности сдвигов в биохимическом составе плодов клонированных растений исследуемых 
сортов V. corymbosum  по 14 показателям относительно их традиционных аналогов показали на-
личие заметных генотипических различий в направленности и величине вышеуказанных сдви-
гов, свидетельствующих о разной степени влияния способа размножения растений на инте-
гральный уровень питательной и витаминной ценности их плодов. При этом количество пози-
тивных отклонений клонированных растений от их традиционных экспериментальных аналогов 
по совокупности анализируемых признаков у всех таксонов голубики, за исключением сорта 
Bluecrop, в 2–3 раза превышало таковое негативных, что в целом свидетельствовало о большей 
частоте проявления у первых положительных сдвигов в биохимическом составе плодов относи-
тельно вторых и в наибольшей степени характеризовало позднеспелый сорт Atlantik, а в наи-
меньшей – среднеспелый сорт Concord. Исключением в этом ряду явился второй среднеспелый 
сорт Bluecrop, у которого количество подобных отрицательных сдвигов, напротив, превышало 
таковое положительных в 2,7 раза. При этом амплитуда выявленных различий, указывающая на 
степень их проявления, независимо от направленности, варьировалась в таксономическом ряду 
в весьма широком диапазоне – от 111,2 % у раннеспелого сорта Weymouth до 211,9 % у сорта 
Bluecrop. Вместе с тем данный показатель не может служить критерием, свидетельствующим  
о преимуществе клонированных растений относительно их традиционных аналогов в содержании 
в плодах исследуемых соединений, поскольку указывает лишь на величину и направленность 
выявленных расхождений. Наиболее же объективное представление в этом плане может дать 
кратный размер соотношения относительных величин совокупностей достоверных положитель-
ных и отрицательных сдвигов в биохимическом составе плодов, варьировавшийся в таксономи-
ческом ряду в диапазоне значений от 0,6 у сорта Bluecrop до 4,3–4,4 у позднеспелых сортов 
Elizabeth и Atlantik. На основании сопоставления значений данного признака у тестируемых объ-
ектов проведено их ранжирование в пределах таксономического ряда в соответствии со сниже-
нием степени различий между клонированными и обычными растениями по интегральному 
уровню питательной и витаминной ценности плодов, позволившее расположить их в следующей 
последовательности: Atlantik > Elizabeth >  Weymouth > Concord > Bluecrop.

Т а б л и ц а  3. Значения количеств, относительных размеров, амплитуд и соотношений  
разноориентированных различий клонированных и традиционных растений сортов  

V. corymbosum по биохимическому составу плодов, %

T a b l e 1  3. Values of quantities, relative sizes, amplitudes and ratios of differently oriented differences 
 between cloned and traditional plants of V. corymbosum varieties by the biochemical composition of fruits, %

Сорт
К-во сдвигов, шт. Относительные размеры сдвигов, %

полож. отриц. полож/отриц. полож. отриц. амплитуда полож/отриц.

Weymouth 8 3 2,7 87,0 24,2 111,2 3,6
Bluecrop 3 8 0,4 75,9 136,0 211,9 0,6
Concord 6 3 2,0 104,7 40,7 145,4 2,6
Elizabeth 8 3 2,7 166,4 39,2 205,6 4,3
Atlantik 9 3 3,0 170,6 38,5 209,1 4,4

Как видим, наибольшими преимуществами по данному признаку характеризовались клониро-
ванные растения наиболее урожайных позднеспелых сортов V. corymbosum, что было обусловлено 
главным образом более высоким, чем у их традиционных аналогов, содержанием в плодах гидро- 
ксикоричных кислот, пектиновых веществ и основных компонентов биофлавоноидного комплекса. 
В то же время подобные преимущества у сортов Weymouth и Concord, уступавших по качеству пло-
дов лидирующим сортам в 1,2 и 1,7 раза, обеспечивались в основном более высокими, чем у обыч-
ных растений, значениями их сахарокислотного индекса, а также содержанием пектиновых веществ 
и лейкоантоцианов, а в первом случае – также содержанием аскорбиновой кислоты, растворимых саха-
ров и флавонолов. При этом клонированные растения сорта Bluecrop, замыкавшего приведенный 
ряд, напротив, уступали традиционным аналогам в содержании в плодах большинства исследуе-
мых соединений, за исключением титруемых кислот, пектиновых веществ и лейкоантоцианов. 
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Заключение. В результате исследований установлено, что вегетативный способ размножения 
V. corymbosum оказывает существенное влияние на биохимический состав плодов, степень которо-
го определяется химической природой его компонентов и генотипом растений. В плодах клони-
рованных растений выявлены позитивные изменения (относительно традиционных растений) в пре-
делах 5–40 % в содержании сухих веществ у сорта Concord, титруемых кислот у сортов Bluecrop 
и Elizabeth, аскорбиновой кислоты у сортов Weymouth и Atlantic, гидроксикоричных кислот у обо-
их позднеспелых сортов, растворимых сахаров у сорта Weymouth, пектиновых веществ у всех без 
исключения сортов при увеличении сахарокислотного индекса у сортов Weymouth и Concord на 
фоне снижения на 5–31 % содержания сухих веществ у сортов Weymouth и Bluecrop, титруемых 
кислот у сорта Concord, аскорбиновой кислоты у сорта Elizabeth, гидроксикоричных кислот  
у сорта Bluecrop, растворимых сахаров у сорта Atlantic, дубильных веществ у всех без исключения 
сортов  при снижении сахарокислотного индекса у сорта Bluecrop и обоих позднеспелых сортов. 

У большинства модельных сортов голубики выявлена общность тенденций в характере раз-
личий между меристемными и традиционными растениями в накоплении биофлавоноидов, со-
стоявшая в увеличении в первом случае их общего количества на 5–27 %, в том числе на 6–34 % 
антоциановых пигментов. Установлено наиболее существенное позитивное влияние микрокло-
нального способа размножения на содержание полифенолов в плодах позднеспелых сортов, осо-
бенно сорта Atlantik, при в 3–6 раз меньшей степени подобного влияния на биофлавоноидный 
комплекс сортов Weymouth и Concord на фоне доминирования отрицательного влияния на него  
у среднеспелого сорта Bluecrop. При относительной устойчивости соотношения компонентов 
Р-витаминного комплекса плодов голубики к испытываемым способам размножения выявлены 
существенные сдвиги в составе их антоцианового комплекса у клонированных растений ранне-
спелого и особенно среднеспелых сортов в сторону снижения доли собственно антоцианов и уве-
личения таковой лейкоантоцианов по сравнению с традиционными растениями, достигавшие 
1,5–1,6-кратной величины у сорта Concord при противоположной направленности менее выра-
женных аналогичных сдвигов у позднеспелых сортов.

У клонированных растений (за исключением сорта Bluecrop) выявлен в 2,6–4,4 раза более 
высокий, нежели у их традиционных аналогов, интегральный уровень питательной и витаминной 
ценности плодов по совокупности 14 показателей биохимического состава (ряд органических 
кислот, углеводов и биофлавоноидов) при расположении сортов в соответствии со снижением 
степени данных различий в ряду: Atlantik > Elizabeth > Weymouth > Concord > Bluecrop, в котором 
наибольшими преимуществами в этом плане характеризовались позднеспелые сорта голубики.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ РЕЖИМА УВЛАЖНЕНИЯ ПОЧВЫ  
НА НАКОПЛЕНИЕ 137Cs ПОБЕГАМИ ЯРОВОЙ ПШЕНИЦЫ

Аннотация. Изучено влияние режима увлажнения почвы на интенсивность перехода 137Cs в злаковые растения 
на примере пшеницы яровой. В условиях фитокомнаты с регулируемым климатом выполнен анализ накопления 
137Cs в побегах пшеницы яровой при  режимах увлажнения почвы 40 % (недостаточная влагообеспеченность), 70 % 
(оптимальная влагообеспеченность) и 85 % (избыточная влагообеспеченность) от полной влагоемкости почвы на 
почвенных субстратах с оптимальным и низким содержанием основных минеральных элементов питания. По ре-
зультатам вегетационного эксперимента показано, что увеличение влажности почвы от 40 до 85 % от полной влаго-
емкости существенно снижает содержание 137Cs в побегах. Характер зависимости между увлажнением и накоплени-
ем 137Cs надземными органами растений определяется агрохимическими особенностями почвы. На субстрате с оп-
тимальным содержанием минеральных элементов питания разница в накоплении радиоизотопа надземными 
органами пшеницы между крайними по влагообеспеченности вариантами достигает четырехкратных значений, на 
субстрате с низким содержанием основных элементов питания – двукратных, при этом различия при влагообеспе-
ченности 70 и 85 % отсутствуют.  Выявленные зависимости не могут быть объяснены изменением содержания био-
доступных форм 137Cs в почве, поскольку данный показатель существенно не изменяется при различных режимах 
увлажнения.
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EXPERIMENTAL ASSESSMENT OF INFLUENCE OF SOIL MOISTURE  
ON THE 137Cs ACCUMULATION IN SHOOTS OF SPRING WHEAT 

Abstract. The aim of this research was to analyze the effect of soil moisture regime on the intensity of 137Cs transfer into 
cereals using spring wheat as a model species. Accumulation of 137Cs in shoots of spring wheat grown on soil substrates differ 
by water and nutrients content was analyzed. The investigated water regimes were 40 % (insufficient moisture supply), 70 % 
(optimal moisture supply) and 85 % (excessive moisture supply) of full moisture capacity of the soils; substrates with optimal 
and low content of essential mineral nutrients were used in the experiment. The plants were grown in a chamber with 
controlled climate conditions.  Increasing water content in the soil from 40 to 85 % of the total moisture capacity significantly 
reduces the 137Cs content in plants. The shape of the relationship between soil moisture and the soil-to-plant transfer of 137Cs 
depends on the agrochemical characteristics of the soil. The difference in the radioisotope accumulation in the shoots  
of wheat grown on extreme water regimes is about four times when substrate with optimum content of nutrients was used. 
The difference is less than two times when substrate with a low content of essential nutrients was used; moreover, there are no 
differences between the 70 and 85 % variants on a substrate with low content of nutrients.  The revealed dependencies cannot 
be explained by the change in the share of bioavailable forms of 137Cs in the soil since it does not significantly change in soils 
with different moisture regimes.
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Введение. Климатические условия на Земле в целом и в отдельных ее регионах, в частности 
в Республике Беларусь, претерпевают направленные изменения. На территории Беларуси наблю-
даются значительное повышение температуры в холодные сезоны года, увеличение испаряемости 
при сохранении и даже при снижении количества атмосферных осадков в теплый период года, 
более частые засухи при одновременном увеличении интенсивности экстремальных (ливневых) 
осадков [1]. Отмечается смещение агроклиматических областей на 60–150 км к северу. Полесье  
в настоящее время представляет собой более теплую и аридную агроклиматическую зону.

Вследствие катастрофы на Чернобыльской АЭС значительная часть территории Республики 
Беларусь загрязнена техногенными радиоизотопами. Среди них основным дозообразующим яв-
ляется изотоп 137Cs. Вопрос о том, как отклонения погодно-климатических условий от многолет-
ней нормы влияют на биологическую доступность радионуклидов, изучен крайне недостаточно. 
M. Dowdall с соавт. [2] указывают на имеющуюся неопределенность в характере изменения ко-
эффициентов накопления радионуклидов растениями при прогнозируемых трендах изменения 
климата, отмечая при этом необходимость детального изучения данного вопроса, так как пове-
дение радионуклидов в системе почва–растения является ключевым элементом в формировании 
доз внутреннего облучения человека.

Интенсивность перехода из почвы в растения радиоактивных изотопов щелочных и щелоч-
но-земельных металлов во многом зависит от их распределения в почве, на что в свою очередь 
оказывают влияние такие факторы, как состав материнской породы и характер ее выветривания, 
водный режим, ионная сила почвенных растворов, количественные и качественные характери-
стики органического вещества, pH и окислительно-восстановительный потенциал. Эти показа-
тели прямо или опосредованно изменяются при трансформации водного и теплового режимов 
территории.

Накопленные к настоящему времени сведения по влиянию влажности почвы на поступление 
радионуклидов в растения неоднозначны. Это связано со сложным характером взаимовлияния 
влажности, свойств почвы и биологических особенностей растений на процессы миграции радио-
нуклидов в системе почва–растения. Миграция радиоактивных изотопов в почвах в значитель-
ной степени связана с перемещением водных растворов, способствующих гидролизу, выщелачи-
ванию, горизонтальному и вертикальному перемещению химических элементов. В свою очередь 
водный режим влияет на физико-химическое состояние радионуклидов, их способность перехо-
дить в раствор и мигрировать по профилю почв. От влажности почвы зависят и процессы жизне-
деятельности растений, в том числе поглощение корневыми системами элементов минерального 
питания [3, 4].

В серии лабораторных экспериментов изучено распределение ряда техногенных радиону-
клидов в равновесной системе почва–раствор при изменении в широких пределах соотношений 
твердой и жидкой фаз почвы. Результаты эксперимента показали, что повышение обводненности 
почв приводит к увеличению содержания всех радионуклидов в жидкой фазе. При крайних зна-
чениях коэффициентов обводненности показатели содержания растворенных форм цезия разли-
чаются в 150–200 раз, стронция – в 3–9 [5]. 

В ряде наблюдений показано, что с увеличением влажности почвы увеличивается доля об-
менного 137Сs, поэтому возрастают коэффициенты перехода и содержание этого радионуклида  
в растениях. Установлено, что переход радиоцезия в многолетние травы на гидроморфных дерно-
во-глеевых и дерново-подзолисто-глеевых почвах в 10–27 раз выше, чем на автоморфных и вре-
менно избыточно-увлажняемых разновидностях этих почв [6].

 В кратковременном эксперименте S. Ehlken и G. Kirchner [7] показано, что поступление ра-
дионуклидов к корням происходит преимущественно с массами воды, а уменьшение содержа-
ния воды в почве приводит к снижению поступления цезия в растения.

Более сложные изменения в направленности и интенсивности миграции радионуклидов  
в системе почва–растения в естественных условиях связаны с водным режимом почвы. Так,  
по результатам трехлетнего полевого эксперимента [7], недостаток воды изменил морфологию  
и физиологию корней, а накопление 90Sr и 137Cs в пастбищной растительности не зависело от влаж-
ности почвы. В то же время исследование миграционной способности основных дозообразующих 
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радионуклидов чернобыльских эмиссий, проведенное белорусскими радиоэкологами в природ-
но-растительном комплексе зоны отчуждения в условиях пойменного луга с доминированием  
в травостое злака-оксиломезогигрофита вейника незамечаемого (Calamagrostis negleta Ehrh.), по-
казало устойчивую тенденцию к повышению биологической подвижности радионуклидов цезия 
и стронция на самых увлажненных участках луга, затапливаемых в весенний период [8]. При 
двукратном повышении уровня влажности в аккумулятивном горизонте почвы коэффициенты 
перехода 90Sr в побеги возрастали почти в 2 раза, 137Cs – в 6,5 раза.

Результаты специальных вегетационных опытов с искусственным поддержанием влажности 
почвы на уровне 80, 50 и 25 % от полной влагоемкости (ПВ) показали, что значения коэффициен-
тов накопления определяются как химическими свойствами радиоактивных элементов, так и био-
логическими особенностями растений и очень незначительно варьируются по каждому нуклиду 
в зависимости от влажности почв [9].  В серии параллельных лабораторных опытов с системой 
почва–раствор было показано, что при относительно низкой обводненности, соответствующей 
показателям влажности при вегетационных опытах, концентрация 137Cs в жидкой фазе суще-
ственно не меняется, что может объяснять слабую вариабельность коэффициентов накопления 
цезия растениями.

Цель настоящей работы – анализ влияния режима увлажнения почвы на накопление 137Cs  
в надземной части злаковых растений для подтверждения научной гипотезы о том, что снижение 
содержания влаги в почве уменьшает биологическую доступность 137Cs за счет его перераспре-
деления в пользу форм, связанных с минеральными компонентами почвы, и сопровождается ос-
лаблением корневого поглощения и поступления радионуклида в надземные органы растений,  
а повышение уровня увлажнения почвы, наоборот, приводит к возрастанию биологической до-
ступности цезия. 

Объекты и методы исследования. Объектом исследований служили растения яровой пше-
ницы (Triticum aestivum L.) сорта Рассвет, категория РС, репродукция 1, и почва, отобранная  
в зоне отчуждения Чернобыльской АЭС. Субстраты для выращивания растений формировали 
из верхних слоев (0–10, 0–15 см) дерново-перегнойно-глеевой суглинистой почвы, отобранной  
в бывшем населенном пункте (б. н. п.) Борщевка (субстрат 1), и дерново-подзолистой супесчаной 
почвы, отобранной в окрестности б. н. п. Масаны (субстрат 2). Удельная активность субстрата 1 
по 137Cs составляла 10,0 кБк/кг, субстрата 2 – 7,3 кБк/кг. 

Анализ почв при выполнении вегетационных опытов показал, что субстраты 1 и 2 сущест-
венно различаются по водно-физическим и агрохимическим характеристикам (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Водно-физические и агрохимические свойства почвы при выполнении вегетационных опытов

T a b l e  1. Water-physical and agrochemical characteristics of soil in the vegetative experiments

Показатель Субстрат 1 Субстрат 2 Погрешность  метода

рН (в КСl), ед. 6,7 4,4 0,2 ед.
Са (обменный), мг/кг 2148–2461 251 7,5 %
Mg (обменный), мг/кг 133,8–228,6 34,2 7,5 %
Р2О5, мг/кг 1818–3245 142 15 %
Гумус, % 4,54–6,33 1,28 20 %
К2О (подвижный по Кирсанову), мг/кг 224–372 41 10–20 %
Общее к-во поглощенных оснований, мМ/100 г 57,2–69,2 2,2 10 %
Гидролитическая кислотность, мМ/100 г 0,89–1,03 2,62 12 %
Емкость поглощения, мМ/100 г 60,95–68,89 4,82 –
Степень насыщенности основаниями, % 98,3–98,7 45,6 –
Полная влагоемкость почвы, мл/кг 593,0 293,3 7,5 %
Удельная активность 137Cs, кБк/кг 10,0 7,7 10 %

Определение агрохимических показателей в почвенных образцах проводили согласно стан-
дартным методикам: рН – по ГОСТ 26483-85, гидролитической кислотности – по ГОСТ 26212-91, 
общего количества поглощенных оснований – по ГОСТ 27821-88, содержания гумуса – по  
ГОСТ 26213-91, обменного кальция и магния – по ГОСТ 26487-85, подвижного фосфора –  
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по  ГОСТ 26207-91, калия водорастворимого – по ГОСТ 27753.6-88, калия подвижного – по методу 
Кирсанова согласно ГОСТ 26207-91, ГОСТ 27753.6-91. Для расчета и поддержания режима увлаж-
нения почвы в экспериментах определяли ее полную влагоемкость [10].

В субстрате 1 показатели плодородия почвы превышали показатели в субстрате 2: по cодер-
жанию органического вещества – в 4 раза; подвижного фосфора, обменных форм калия, кальция 
и магния – в 7–9 раз; по емкости поглощения – в 12 раз; по степени насыщенности основаниями –  
в 2 раза. Реакция среды субстрата 1 близка к нейтральной (рНКСl 6,7), субстрата 2 – среднекислая 
(рНКСl 4,4).

Перед помещением субстратов в пластиковые контейнеры для выращивания растений почву 
тщательно перемешивали и увлажняли дистиллированной водой для достижения уровня влаж-
ности, равного 40 % от ПВ. После заполнения контейнеров объемом 1,1 л почвой в нее вносили, 
согласно схеме опытов, дополнительный объем дистиллированной воды для создания в субстра-
тах уровней влажности 40, 70 и 85 % от ПВ. В ходе эксперимента каждые 2–3 сут весовым мето-
дом определяли потерю воды, обусловленную ее испарением с поверхности субстрата и в про-
цессе транспирации растений, а затем восполняли потерянный объем дистиллированной водой. 
Опыты с увлажнением каждого субстрата проводили в трехкратной повторности.

Семена пшеницы проращивали при температуре 18 °С. Наклюнувшиеся семена в количестве 
20 штук высевали по трафарету в контейнеры на глубину 1 см.

Экспериментальные исследования проводили в фитокамере с регулируемым климатом. 
Растения выращивали при температуре воздуха 18 °С и относительной влажности воздуха 50–
60 %. Продолжительность светового дня составляла 16 ч, включая 30 мин на постепенное увели-
чение и ослабление светового потока. Поток фотосинтетически активной радиации на максиму-
ме составлял 100 мМ·с–1·м–2. 

На 41-е сутки вегетации растения срезали и взвешивали. Затем надземную фитомассу высу-
шивали до воздушно-сухого состояния, повторно взвешивали и измельчали в блендере до по-
рошкообразного состояния. Навеску образца почвы после завершения эксперимента высушива-
ли до воздушно-сухого состояния, просеивали через сито (размер ячейки 2 мм) и помещали  
в счетную мишень для гамма-спектрометрических измерений с геометрией «дента» (0,1 л). 

Удельную активность образцов растений и почвы по 137Cs измеряли в соответствии с приня-
тыми методическими рекомендациями, используя гамма-спектрометрический комплекс произ-
водства CANBERRA Packard (США) с коаксиальным полупроводниковым детектором GX2018. 
Спектрометрическую информацию обрабатывали с помощью пакета программ Genie 2000. 
Относительная погрешность при измерении удельной активности 137Cs в пробах составляла от  
5 до 10 % в зависимости от активности образца. Минимально детектируемая активность 137Cs за 
время измерения 1 ч – 3 Бк в используемой счетной мишени объемом 0,1 л. Для определения по-
ступления 137Cs в растения рассчитывали коэффициент накопления радионуклида – отношение 
удельной активности 137Cs в надземных органах растения (образцы в абсолютно сухом состоя-
нии) к его удельной активности в почве (образцы в воздушно-сухом состоянии). 

Для определения содержания в почве биологически доступного 137Cs (растворенная и обмен-
ная формы) радионуклид извлекали из навески почвы массой 10 г (в пересчете на абсолютно су-
хой вес), используя 1 М раствор ацетата аммония. Активность 137Cs в вытяжке определяли гам-
ма-спектрометрическим методом, применяя счетную мишень геометрии Маринелли.

Для обработки полученных результатов использовали приложение StatSoft Statistica 6.0. 
Основными статистическими характеристиками служили: среднее арифметическое, среднее 
квадратичное отклонение, ошибка средней величины. Достоверность различий между средними 
величинами определяли с помощью t-критерия Стьюдента при уровне значимости 0,05.

Результаты исследования. В ходе изучения особенностей влияния водного режима почвы 
на миграционную способность радионуклидов 137Cs в системе почва–надземная фитомасса 
опытных растений на контрастных по агрохимическим характеристикам субстратах при содер-
жании воды 40–85 % от ПВ было установлено, что уровни плодородия и содержания биогенных 
элементов минерального питания в почве оказали более существенное, чем водный режим, воз-
действие на биологическую продуктивность растений и накопление в них радионуклидов цезия. 
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Показатели продуктивности и развития растений на оптимальном агрофоне субстрата 1 в 2 раза 
превышали показатели растений на субстрате 2, характеризующемся низким уровнем плодородия 
и кислой (рНKCl 4,4) реакцией среды (табл. 2, рис. 1). 

Т а б л и ц а  2. Биологическая продуктивность побегов яровой пшеницы, абс. cух. вес

T a b l e  2. Biological productivity of the shoots of spring wheat, absolutely dry weight

Влажность субстрата,  
% от полной  

влагоемкости

Субстрат 1 Субстрат 2

Фитомасса,  
г/контейнер

Прибавка, 
%

 Абс. сух.  
вещество, %

Фитомасса, 
г/контейнер

Прибавка, 
%

 Абс. сух.  
вещество, %

40 2,35 ± 0,10 –23,0 15,1 ± 0,7 1,30 ± 0,01 –7 20,7 ± 2,4
70 3,05 ± 0,30 – 16,8 ± 1,6 1,40 ± 0,11 – 22,0 ± 2,3
85 3,25 ± 0,21 +6,6 17,0 ± 3,7 1,43 ± 0,14 +2 22,3 ± 1,9

Принимая для обоих субстратов влажность 70 % от ПВ в заданном диапазоне уровней ув-
лажнения за условный оптимум, следует отметить, что понижение влажности до 40 % от ПВ 
достоверно отразилось на продуктивности надземных органов пшеницы только на субстрате 1, 
где биологическая продуктивность растений снизилась на 23 % относительно показателей ва- 
рианта с условно оптимальным увлажнением. Повышение влажности до 85 % от ПВ на субстра-
те 1, так же как и изменение влажности в диапазоне 40–85 % от ПВ на субстрате 2, существенно 
не повлияло на развитие и фитомассу растений.

На субстрате 1 содержание сухого вещества в надземных органах растений пшеницы в вари-
анте 40 % от ПВ оказалось минимальным, в вариантах с 70 и 85 % от ПВ наблюдалось незначи-
тельное его увеличение. На субстрате 2 различия в содержании сухого вещества в надземных 
органах между вариантами с заданными уровнями увлажнения практически отсутствовали.  
В данных условиях дефицит макроэлементов явился основным лимитирующим фактором, поэ-
тому недостаточное или избыточное количество воды практически не отразилось на параметрах 
надземной фитомассы.

                a                         b                       c
Субстрат 1 

(дерново-перегнойно-глеевая суглинистая почва) 
 

               a                          b                       c
Субстрат 2 

(дерново-подзолистая супесчаная почва) 

 Рис. 1. Растения яровой пшеницы на 41-е сутки культивирования в условиях оптимального (субстрат 1)  
и низкого (субстрат 2) агрофонов при различных уровнях влагообеспеченности почвы:  

a – 40 %, b – 70 %, c – 85 % от полной влагоемкости

Fig. 1.   The 41-day old winter wheat plants cultivated in optimal (substrate 1) and low (substrate 2)  
fertility of soil with water content: a – 40 %, b – 70 %, c – 85 % of full moisture capacity
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Результаты эксперимента свидетельствуют, 
что при оптимальном уровне минерального 
питания содержание 137Cs в надземных орга-
нах пшеницы в значительной степени зависит 
от уровня увлажнения почвенного субстрата 
(рис. 2). Так, при выращивании растений на суб-
страте 1 в варианте с содержанием воды 40 % 
от ПВ удельная активность надземной фитомас-
сы составляет 323,3 ± 78,4 Бк/кг, что в 2 раза 
выше, чем у растений, выращенных при 70 %-ной 
влажности субстрата. Минимальная удельная 
активность наблюдалась в надземных органах 
пшеницы при содержании воды 85 % от ПВ – 
80,7 ± 3,5 Бк/кг, что в 4 раза ниже, чем у расте-
ний, развивавшихся на субстрате с 40 %-ным 
содержанием влаги. Таким образом, на суб-
страте с высоким уровнем элементов мине-
рального питания и близкой к нейтральной 
реакцией среды (рНKCl 6,7) при всех вариантах 
увлажнения почвы прослеживается обратная 
зависимость между накоплением 137Cs в над-
земных органах пшеницы и содержанием вла-
ги в субстрате.

Удельная активность 137Cs в надземных 
органах пшеницы яровой, выросшей на суб-
страте 2 с низким содержанием элементов 
питания и кислой реакцией среды, более чем 
на порядок выше, чем у растений, выросших 
в более благоприятных условиях, при сопо-
ставимом содержании радиоизотопа в субст-
рате (рис. 3). 

На низком агрофоне содержание 137Cs в по-
бегах яровой пшеницы при влажности субст-
рата 40 % от ПВ достигает 5977,3 ± 1278,8 Бк/кг. 
Это в 2 раза выше, чем у растений, развивав-
шихся на субстрате с влажностью 70 и 85 %, – 
3181,5 ± 381,4 и 3272,8 ± 1189,3 Бк/кг соответ-
ственно. В условиях низкой pH и недостаточ-
ного содержания минеральных элементов 
питания в почве различия между вариантами 

при увлажнении 70 и 85 % от ПВ отсутствуют, в отличие от растений, находившихся в более 
благоприятных условиях минерального питания. 

Зависимость коэффициентов накопления 137Cs в побегах пшеницы от влажности субстрата 
сходна с таковой для удельной активности радионуклида (табл. 3). 

Т а б л и ц а  3. Коэффициенты накопления 137Cs в побегах яровой пшеницы на 41-е сутки вегетации  
на субстратах с разными уровнями минерального питания и влагообеспеченности

T a b l e  3. Coefficients of 137Cs accumulation in shoots of 41-diurnal winter wheat plants under the conditions  
of various nutrients and water content in the substrate 

Влажность почвы, % от ПВ Субстрат 1 Субстрат 2

40 0,033 0,785
70 0,015 0,421
85 0,008 0,428

Рис. 2. Накопление 137Cs в надземных органах яровой пше-
ницы при оптимальном уровне минерального питания

Fig. 2. Accumulation of 137Cs in shoots of winter wheat depen-
ding on the water regime under the optimal nutrient supply

Рис. 3. Накопление 137Cs в надземных органах яровой  
пше ницы на кислом субстрате с низким содержанием 

минеральных элементов питания

Fig. 3. Accumulation of 137Cs in shoots of winter wheat 
depending on the water regime under the conditions  

of low pH and low content of nutrients in the substrate
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При оптимальном уровне минерального пи-
тания содержание радиоизотопа в растениях  
с увеличением влажности субстрата от 40 до 
85 % последовательно снижается. На бедном 
субстрате с низким pH снижение коэффициен-
тов накопления 137Cs в растениях останавли- 
вается при уровне влажности до 70 % от ПВ. 
При идентичных режимах увлажнения почвы 
величины коэффициентов накопления у рас-
тений на субстратах с оптимальным (субстрат 
1) и низким (субстрат 2) агрофоном различа-
ются в 23–53 раза; максимальные различия 
отмечены при 85 %-ном содержании влаги  
в субстрате. 

Проведенное после завершения эксперимен-
та определение содержания радиоактивного 
изотопа цезия в почвенной среде в биологиче-
ски доступных формах (растворенной и об-
менной) в зависимости от уровня влагообеспе-
ченности субстрата не подтвердило предположение об увеличении доли биодоступных форм 
137Cs в почве при повышении ее влажности. Доля радиоизотопа в доступной для корневого по-
глощения форме при отсутствии достоверных различий между вариантами увлажнения в опыте 
не превышала 1 % от содержания радиоцезия в субстрате (рис. 4).

Обсуждение. Механизм усвоения радиоизотопов щелочных и щелочноземельных металлов 
корнями растений во многом подобен усвоению калия и кальция соответственно. В почвенной 
среде основными лимитирующими факторами выступают ионно-обменные реакции и диффу-
зия. Основное количество радиоизотопов извлекается корнями из почвенного раствора, а также 
из почвенно-поглощающего комплекса, с частицами которого тесно контактируют корневые во-
лоски, или зона поглощения корня.

Результаты эксперимента свидетельствуют о повышении уровней накопления 137Cs надзем-
ными органами пшеницы при недостаточном уровне влагообеспеченности. Данная закономер-
ность с высокой степенью статистической значимости повторяется на почвенных субстратах  
с различным уровнем содержания минеральных элементов питания. Долговременное повышение 
влажности сверх оптимального уровня приводит к снижению содержания 137Cs в надземных ор-
ганах пшеницы при оптимальном и близком к нему уровнях минерального питания. На бедном 
агрофоне повышенная влажность почвы существенно не отражается на уровне накопления радио-
изотопа. При этом режим увлажнения не оказывает существенного влияния на содержание 137Cs 
в растворенной и обменной формах. По-видимому, закономерности, выявленные при выращива-
нии растений в вегетационных сосудах, ограничивающих доступный объем для корневых си-
стем, определяются в первую очередь физиологической реакцией растительного организма  
и прежде всего особенностями развития и метаболизма корневых систем. Активация или инги-
бирование системы поглощения ионов из внешней среды, их движения по симпласту и выброса 
в ксилему для дальнейшего транспорта в надземные органы тесно связаны с дыхательной актив-
ностью корней [11]. Известно, что энергетические затраты дыхания на поглощение ионов сравни-
тельно невысоки по сравнению с затратами на рост и поддержание корней [12].  У злаковых рас-
тений, относительно устойчивых к понижению содержания влаги в субстрате, корневые систе-
мы, как первичные сенсоры водного стресса, реагируют на него усилением роста и активизацией 
дыхания [13], что в ограниченном объеме субстрата можно рассматривать как адаптивную реак-
цию, направленную на увеличение поглощения воды и катионов макро- и микроэлементов, чем  
в определенной степени можно объяснить разную форму связи между накоплением радиоцезия 
побегами злаковых растений и водным режимом субстрата  в условиях полевых опытов и веге-
тационного эксперимента.  

Рис. 4. Доля 137Cs в растворенной и обменной формах при 
различных режимах увлажнения субстрата 1

Fig. 4. Percentage of 137Cs in soluble and exchange forms  
in substrate 1 with different water regime
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Основываясь на полученных результатах, предлагается рассмотреть механизм, объясняющий 
увеличение поступления 137Cs в надземные органы пшеницы при недостаточной влагообеспе-
ченности, с позиции мембранной биофизики. При уменьшении содержания воды в почве ниже 
физиологического оптимума резко усиливается работа систем активного транспорта катионов  
в корнях растений [14], что увеличивает содержание в них К+, Са2+ и др. Показано, что адекватное 
снабжение растений K+ важно для их адаптации к засухе [15]. Более того, на фоне недостаточно-
го водоснабжения растения испытывают повышенную потребность в калии [16]. В то же время 
почвенная засуха сильно ослабляет способность растений к корневому поглощению данного эле-
мента [17], что обусловлено как мобильностью K+ в почве, так и снижением уровня транскрип-
ции ионных переносчиков в корнях и нарушениями в их работе [18]. Основным механизмом кор-
невого поглощения К+ при его умеренном содержании в почвенном растворе являются калиевые 
каналы внутреннего выпрямления. Через них формируется однонаправленный поток калия за счет 
электрохимического градиента [19]. При развитии стресса у растений, в том числе вызываемого 
недостатком воды в почве, наблюдается деполяризация мембраны под действием абсцизовой 
кислоты [20]. При этом роль высокоафинных переносчиков калия возрастает.

В ряде работ показано, что засуха приводит к активации высокоафинных переносчиков K+ на 
уровне транскрипции, что позволяет растениям в определенной степени адаптироваться к не-
благоприятным условиям. Среди данных переносчиков – KUP6,  переносчик с высокой аффин-
ностью к K+ из семейства KUP/HAK/KT [21]. Он экспрессируется в эпидермисе корня и, как 
предполагается, играет значительную роль в поглощении калия корневой системой в условиях 
его нехватки в почве. Активность данного переносчика повышается в ответ на стимуляцию абс-
цизовой кислотой. Переносчики К+ KUP/HAK/KT типа имеют высокую афинность не только  
к К+, но и к ионам Cs+, в отличие от калиевых каналов внутреннего выпрямления [22, 23]. 

Следовательно, есть основание предположить, что увеличение активности высокоафинных 
переносчиков К+ может являться одним из действенных факторов повышенного накопления 137Cs 
растениями в условиях нехватки почвенной влаги. 

Заключение. Установлена зависимость параметров накопления 137Cs в надземных органах 
яровой пшеницы от режима увлажнения почвы начиная с ранних этапов развития растений. По 
результатам вегетационного эксперимента показано, что увеличение содержания воды в почве 
от 40 до 85 % от полной влагоемкости снижает содержание 137Cs в растениях. Характер зависи-
мости между влажностью почвы и накоплением 137Cs надземными органами растений определя-
ется агрохимическими особенностями почвы. 
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СОЗДАНИЕ ШТАММА – ПРОДУЦЕНТА БАКТЕРИАЛЬНОЙ 
ПУРИННУКЛЕОЗИДФОСФОРИЛАЗЫ, СЛИТОЙ С ЧЕЛОВЕЧЕСКИМ  

АННЕКСИНОМ А5

 Аннотация. Бактериальная пуриннуклеозидфосфорилаза (ПНФаза), в отличие от ПНФазы млекопитающих, 
способна подвергать фосфоролитическому расщеплению аденозин и его производные с образованием свободных 
азотистых оснований. Это позволяет использовать ПНФазу бактерий (при условии решения проблемы доставки это-
го фермента или его гена в клетки-мишени) в качестве пролекарственной терапии рака. Кроме того, ПНФаза в ложе 
опухоли может разрушать внеклеточный аденозин, который, как известно, защищает раковые клетки от противо- 
опухолевого иммунитета.

В результате проведенного исследования сконструирован новый штамм Escherichia coli, продуцирующий хи-
мерный белок, молекула которого состоит из гомологичной ПНФазы, слитой с человеческим аннексином А5 – бел-
ком, проявляющим сродство к раковым клеткам. Продуцирующая способность штамма – продуцента химерного  
белка «Аннексин-ПНФаза» в отношении ПНФазы, рассчитанная по результатам реакции фосфоролиза инозина,  
составила 10 200 ед/мл культуральной жидкости. Полученный штамм предназначен для создания технологии полу-
чения новых противоопухолевых препаратов.

Ключевые слова: рекомбинантный штамм, химерный белок, человеческий аннексин А5, пуриннуклеозидфос-
форилаза, Escherichia coli
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CREATION OF STRAIN – PRODUCER OF BACTERIAL PURINE NUCLEOSIDE PHOSPHORYLASE FUSED 
WITH HUMAN ANNEXIN A5

Abstract. It is known that bacterial purine nucleoside phosphorylase (PNPase), unlike mammalian PNPase, is capable  
of phosphorolytic cleavage of adenosine and its derivatives to form free nitrogen bases. This makes it possible to use bacterial 
PNPase (provided the problem of delivering this enzyme or its gene to target cells is solved) as a prodrug therapy for cancer. 
In addition, PNPase in a tumor bed can destroy extracellular adenosine, which is known to protect cancer cells from antitumor 
immunity.

As a result of the study, a new strain of Escherichia coli was constructed, producing a chimeric protein whose molecule 
consists of a homologous PNPase fused to human annexin A5, a protein showing affinity for cancer cells.

The production capacity of the producer strain of the chimeric protein “Annexin-PNPase” with respect to PNPase 
calculated from the results of the inosine phosphorolysis reaction, was 10,200 units/ml of culture liquid. The obtained strain  
is intended for creation of a technology for obtaining new antitumor preparations.

Keywords: recombinant strain, fusion protein, human annexin A5, purine nucleoside phosphorylase, Escherichia coli
For citation: Bulatovski A. B., Zinchenko A. I. Creation of strain – producer of bacterial purine nucleoside phosphorylase 

fused with human annexin A5. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings 
of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2020, vol. 65, no. 2, pp. 239–244 (in Russian). https://doi.
org/10.29235/1029-8940-2020-65-2-239-244

Введение. Известно, что пуриннуклеозидфосфорилаза (ПНФаза) бактерий, в отличие от ана-
логичного фермента человека и животных, способна катализировать реакцию фосфоролитиче-
ского расщепления молекулы аденозина и его структурных аналогов на сахарофосфат и азоти-
стое основание [1]. 
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В научной литературе отмеченную особенность бактериальной ПНФазы предложено ис-
пользовать в качестве элемента так называемой «суицидальной генотерапии» рака [2, 3]. Этот 
терапевтический подход предусматривает введение гена, кодирующего ПНФазу Escherichia coli 
(E. coli), в клетки опухоли c последующим превращением с помощью этого фермента, например 
слаботоксичного арабинофуранозил-2-фтораденина (пролекарство), в губительную для клеток 
субстанцию – 2-фтораденин [4]. 

Нами ранее [5] экспериментально обоснована возможность использования рекомбинантных 
ферментов для получения арабинофуранозил-2-фтораденина. Для создания отечественной про-
лекарственной ферментной технологии, аналогичной описанной выше, необходимо решить проб-
лему доступности и доставки бактериальной ПНФазы в опухолевые клетки-мишени. 

J. Krais с соавт. [3] предложили доставлять бактериальную ПНФазу в опухоли в форме ее 
химического конъюгата с аннексином А5 – человеческим белком, проявляющим сродство к фос-
фатидилсерину – липиду, выстилающему поверхность опухолевых клеток [6, 7]. Для реализации 
этого предложения авторами был создан относительно слабоактивный рекомбинантный штамм 
бактерий, продуцирующих ПНФазу E. coli, слитую с аннексином А5, и продемонстрирована успеш-
ная доставка фермента в клетки ряда злокачественных опухолей. Продуцирующая способность 
этого штамма в отношении химерного белка, измеренная по активности ПНФазы, составила  
2,1 ед/мл культуральной жидкости. По нашему мнению, невысокая продуктивность этого штамма 
обусловлена недостаточно эффективной системой экспрессии генов, использованной авторами 
цитируемой статьи.  

Цель настоящего исследования – создание нового высокоактивного штамма Escherichia coli, 
продуцирующего гомологичную ПНФазу, слитую с человеческим аннексином А5. 

Материалы и методы исследования. Источником структурного гена anxA5, кодирующего 
аминокислотную последовательность человеческого аннексина-А5 (далее – аннексина), служила 
плазмида рЕТ12-РАРI (Addgene, США). Ген ПНФазы deoD был выделен из геномной ДНК E. coli 
BL21(DE3) (Novagen, США). Геномную ДНК и плазмиду выделяли из клеток бактерий с помо-
щью стандартного метода фенол-хлороформной экстракции с дополнительной очисткой при по-
мощи цетавлона [8]. Для дальнейшего выделения генов использовали полимеразную цепную ре-
акцию (ПЦР) и специально подобранные олигонуклеотидные праймеры (см. таблицу). 

Последовательности олигонуклеотидных праймеров
Sequences of oligonucleotide primers 

Праймер Назначение праймера

deoD-F
(5ʹ-GTGGTGGTCCACAACGCTACCCCA-ACATTAATG-3ʹ)

Прямой праймер для амплификации гена deoD

deoD-R 
(5ʹ-GATCCAGAACCGAGCCCTCTTTATC-GCCCAGCAG-3ʹ)

Обратный праймер для амплификации гена deoD, 
содержит линкерный участок 

anxA5-F 
(5ʹ-GGCTCCGGTTCTGATCCCACAGGT-TCTCAGAGGCA-3ʹ)

Прямой праймер для амплификации гена anxA5, 
содержит линкерный участок 

anxA5-R 
(5ʹ-GGTGATGGTGATGCTCGTCATCTT-TCCACAGAGCAG-3ʹ)

Обратный праймер для амплификации гена anxA5

П р и м е ч а н и е. Подчеркиванием отмечены линкерные участки.

Полученные гены anxA5 и deoD и плазмида pET42a(+) (Novagen, США) были собраны в одну 
генетическую конструкцию (обозначенную как pET42a-PNP-AnxA5) методом продолжительной 
перекрывающейся ПЦР [9]. 

Для предотвращения стерических препятствий, затрудняющих функционирование слитых 
белков, между их генами в плазмиду был вставлен участок ДНК (размером 18 пар оснований), 
кодирующий олигопептид, состоящий из поочередно повторяющихся аминокислотных остатков 
глицина и серина. 

Путем последующей трансформации этой плазмидой клеток E. coli Rosetta 2 (фирма Merck, 
Германия) был получен рекомбинантный штамм бактерий E. coli AD19 – продуцент химерного 
белка «Аннексин-ПНФаза».
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Клетки-трансформанты культивировали в жидкой питательной среде Luria-Bertani при 37 °С 
до оптической плотности 0,5 при λ = 600 нм, после чего индуцировали синтез химерного белка 
путем внесения в среду изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) в конечной концентра-
ции 0,2 мМ.

Активность ПНФазы химерного белка определяли по скорости фосфоролиза инозина [3], 
процентное содержание целевого белка в клетках – с использованием программы ImageLab 
(BioRad, США). За единицу активности ПНФазы принимали такое ее количество, которое обе-
спечивало фосфоролиз нуклеозида при 37 °С со скоростью 1 мкмоль/мин.  

Белковый состав клеточного лизата, а также очищенного химерного белка определяли с по-
мощью электрофореза в полиакриламидном геле, содержащем додецилсульфат натрия (ДСН),  
молекулярные массы белков, а также уровень экспрессии клонированных генов – с помощью 
программы ImageLab (BioRad, США). Содержание белка в образцах определяли методом М. Brad-
ford [10]. Приведенные в работе экспериментальные данные представляют собой доверительный 
интервал среднего арифметического для 95 %-ного уровня вероятности.

Результаты и их обсуждение. Судя по результатам электрофоретического анализа клеточ-
ного лизата штамма E. coli АD19 в ДСН-полиакриламидном геле (рис. 1), синтезируемый клетка-
ми химерный белок составляет более 67 % от содержащегося в клетках водорастворимого белка. 

Молекулярная масса этого белка составляет порядка 63,9 кДа, что соответствует теоретически 
рассчитанной для химерной конструкции, состоящей из аннексина (35,8 кДа), ПНФазы (26,5 кДа) 
и олигопептидного линкера (1,6 кДа).

Оптимизация параметров культивирования штамма-продуцента позволила установить, что 
максимальный уровень накопления химерного белка «Аннексин-ПНФаза» достигается спустя 
4,5 ч после начала индукции его биосинтеза с помощью 0,2 мМ ИПТГ. 

На следующем этапе работы осуществляли наработку клеточной биомассы и выделение из 
нее химерного белка. По окончании культивирования клетки осаждали путем центрифугирова-
ния при 15 000 g в течение 5 мин, дважды отмывали от питательной среды с помощью 0,15 М 
раствора NaCl, разрушали ультразвуком и выделяли целевой белок с помощью металло-аффин-
ной хроматографии на колонке с Ni-NTA фирмы GE Healthcare (США). По результатам электро-
фореза чистота препарата в ДСН-полиакриламидном геле (рис. 1) составила около 98 %. 

Рис. 1. Электрофореграмма в ДСН-полиакриламидном геле химерного белка до (1) и после (2) выделения  
из лизата клеток E. coli AD19. М – маркерные белки с известной молекулярной массой

Fig. 1. SDS-PAGE image of fusion protein before (1) and after (2) isolation from E. coli AD19 cell lysate.  
M – protein molecular weight markers
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Продуцирующая способность штамма E. coli AD19 в отношении активности ПНФазы в со-
ставе химерного белка составила 10 200 ед/мл культуральной жидкости.

Здесь необходимо указать на еще одну важную возможность практического применения по-
лученного химерного белка. Согласно убедительным литературным данным, одним из ключе-
вых факторов, ответственных за формирование иммуносупрессирующего микроокружения зло-
качественных опухолей, является накапливающийся в них внеклеточный аденозин [11]. В связи 
с этим ранее нами была выдвинута идея об устранении защиты рака от противоопухолевого 
иммунитета с помощью аденозиндезаминазы, слитой с аннексином А5 [12].

Поскольку бактериальная ПНФаза (так же как и аденозиндезаминаза) способна разрушать 
аденозин, полученный в ходе настоящего исследования химерный белок «Аннексин-ПНФаза»,  
в принципе, может также выполнять функцию разрушения внеклеточного аденозина, защища- 
ющего раковые клетки от противоопухолевого иммунитета пациента. 

Способность ПНФазы, слитой с аннексином А5, катализировать разложение аденозина про-
веряли путем постановки следующей реакции: 

Динамика разложения аденозина под действием ПНФазы химерного белка «Аннексин-
ПНФаза» представлена на рис. 2. Продуцирующая способность штамма – продуцента этого белка 
в отношении ПНФазы, рассчитанная по результатам такого эксперимента, составила 9800 ± 200 ед/мл 
культуральной жидкости. 

Рис. 2. Динамика убывания аденозина и накопления аденина в реакционной смеси

Fig. 2. Dynamics of adenosine decreasing and adenine accumulation in reaction mixture
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Заключение. В результате выполненного исследования сконструирован новый рекомбинант-
ный штамм E. coli AD19, продуцирующий ПНФазу, слитую с человеческим аннексином, с молеку-
лярной массой 63,9 кДа (что соответствует теоретически рассчитанной). При этом продуцирующая 
способность штамма в отношении ПНФазы в составе химерного белка составляет 10 200 ед/мл 
культуральной жидкости, что значительно превышает продуктивность известного из литерату-
ры штамма-аналога. Продуцируемый этим штаммом химерный белок «Аннексин-ПНФаза» име-
ет перспективу применения в качестве элементов новейших (оригинальных) противоопухоле-
вых препаратов.
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В. Н. Ильина1

Самарский государственный социально-педагогический университет, Самара, Российская Федерация

  СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ЦЕНОПОПУЛЯЦИЙ КУРЧАВКИ  
КУСТАРНИКОВОЙ (ATRAPHAXIS FRUTESCENS (L.) C. KOCH, POLYGONACEAE)  

НА ТЕРРИТОРИИ БОТАНИЧЕСКИ ЦЕННЫХ ПРИРОДНЫХ КОМПЛЕКСОВ 
САМАРСКОЙ ОБЛАСТИ

 Аннотация. Сокращение площадей, занимаемых петрофитными степями европейской части России, в том чис-
ле в Самарской области, обусловленное отчуждением под сельскохозяйственные земли и высокой антропогенной 
нагрузкой, привело к снижению общей численности видов растений степной и горностепной флоры. Современное 
состояние видов этих фитоценотических групп в регионах зависит также от эколого-биологических особенностей 
представителей этих видов. 

Объектом изучения является Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch (Polygonaceae). На территории Самарского 
Предволжья и Заволжья изучена структура и современное состояние 21 ценопопуляции. В ходе работ использованы 
традиционные популяционно-онтогенетические методики и рекомендации. Выявлена неоднородность онтогенети-
ческих спектров, определены региональный базовый онтогенетический спектр ценопопуляций Atraphaxis frutescens, 
основные демографические параметры (в частности, для установления типа ценопопуляций использован критерий 
возрастности–эффективности Л. А. Животовского). На основании данных о популяционной структуре проанализи-
рована эффективность охраны Atraphaxis frutescens в составе памятников природы регионального значения в срав-
нении с другими ценными природными комплексами, не имеющими природоохранного статуса. Установлено, что 
при низкой и средней нагрузке на растительный покров памятники природы способны обеспечить сохранность вида 
в регионе. Значимых отличий в онтогенетических спектрах ценопопуляций на охраняемых территориях и вне их не 
отмечено. В ценопопуляциях A. frutescens на охраняемых территориях заметно некоторое увеличение числа старых 
генеративных растений (на 31,4 %) и снижение доли субсенильных особей (на 7,1 %). Средняя площадь, занимаемая 
географической популяцией на территории охраняемых природных комплексов, составляет 850 м2, средняя числен-
ность генеративных особей – 2011,7; вне охраняемых зон площадь, занимаемая популяцией, – 275 м2, численность – 
642,4 особи. 

Таким образом, памятники природы способствуют лучшему сохранению площади, занимаемой географической 
популяцией, обеспечивают стабильность численности особей и пространственного их размещения, в том числе фор-
мирование крупных агрегаций особей и более равномерное распределение зарегистрированных агрегаций. 

Ключевые слова: Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch, редкий вид, ценопопуляция, онтогенетическая структура, 
онтогенетический спектр, тип популяции, Самарская область, граница ареала 
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Valentina N. Il’ina

Samara State University of Social Sciences and Education, Samara, Russian Federation

STRUCTURAL CHARACTERISTICS OF THE CENOPOPULATIONS OF ATRAPHAXIS FRUTESCENS (L.)  
C. KOCH (POLYGONACEAE) IN THE TERRITORY OF BOTANICALLY VALUABLE NATURAL COMPLEXES 

OF THE SAMARA REGION

Abstract. The reduction in the area occupied by the petrophytic steppes of the European part of Russia, including in the 
Samara region, due to alienation under agricultural land and high anthropogenic pressure, led to a decrease in the total number 
of plant species in the steppe and mountain-steppe flora. The current state of the species of these phytocenotic groups in the 
regions also depends on the ecological and biological characteristics of the representatives. 

The object of study is Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch (Polygonaceae). On the territory of the Samara Pre-Volga and 
Trans-Volga regions, the structure and current state of 21 coenopopulations were studied. In the course of the work, traditional 
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population-ontogenetic techniques and recommendations were used. The heterogeneity of the ontogenetic spectra was reve-
aled, the regional basic ontogenetic spectrum of Atraphaxis frutescens cenopopulations, the main demographic parameters 
(including the age-effectiveness criterion L. A. Zhivotovsky was used to determine the type of cenopopulations) were deter-
mined. Based on data on the population structure, the protection efficiency of Atraphaxis frutescens as part of nature monu-
ments of regional significance is analyzed in comparison with other valuable natural complexes that do not have conservation 
status. It has been established that with low and medium load on the vegetation cover, natural monuments are able to ensure 
the preservation of the species in the region. Significant differences in the ontogenetic spectra of coenopopulations in and 
beyond protected areas were not noted. In the coenopopulations of A. frutescens in protected areas, there is a slight increase  
in the number of old generative plants (31.4 %) and a decrease in the proportion of subsenile individuals (7.1 %). The average 
area of   the geographical population on the territory of protected natural complexes is 850 m2, the average number is 2011.7 
generative individuals; outside the protected areas, the population area is 275 m2 and the number of individuals is 642.4. 

Thus, natural monuments contribute to better conservation of the area of   the geographical population, ensure the stability 
of the number of individuals and spatial distribution, including the formation of large aggregations of individuals and a more 
even distribution of recorded aggregations.

Keywords: Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch, rare species, coenopopulation, ontogenetic structure, ontogenetic spec-
trum, population type, Samara region, range border
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Введение. Многоаспектный мониторинг ценотических популяций редких растений в грани-
цах ареала их произрастания проводится в целях сохранения видового и фитоценотического раз-
нообразия природных комплексов, решая при этом различные научные и практические задачи. 
Особое значение имеют исследования, касающиеся вопросов биологии и экологии не только уз-
колокальных видов, но и более распространенных в разных регионах представителей редкой 
флоры, что необходимо для последующего выявления особенностей и закономерностей их попу-
ляционной структуры, ее динамики и ответной реакции на стрессовые условия, связанные в ос-
новном  с антропогенной трансформацией природных комплексов [1–3]. 

На территории Средневолжского бассейна к настоящему времени более или менее подробно 
изучены особенности популяционной структуры около 40 видов редкой флоры. В то же время 
сведения о 20–30 ее представителях следует считать разрозненными и неполными, а следова-
тельно, требующими существенного дополнения [4–6]. В связи с расположением территории 
Самарской области в степной и лесостепной зонах и высокой ее освоенностью (что в значитель-
ной степени отразилось на состоянии зональных природных комплексов) на популяционно-он-
тогенетическом уровне закономерно изучаются редкие представители степей. Многие из них на-
ходятся под охраной, так как численность особей в регионе снижается при непрекращающемся 
антропогенном прессе и все еще продолжающемся уничтожении местообитаний. 

Исследование структурных особенностей популяций растений дает возможность оценить 
сохранность редких видов в регионе в составе особо охраняемых природных территорий (ООПТ) 
и в природных комплексах, не имеющих официального природоохранного статуса. Нередко ак-
тивное использование территорий, в том числе охраняемых, обусловливает сокращение числен-
ности или полное уничтожение редких видов растений, а также изменения онтогенетического 
состава популяций и их типа. Остается до конца невыясненным, способны ли ООПТ в ранге па-
мятников природы в условиях регионов с высоким уровнем освоения обеспечить сохранность 
редких видов, хотя это и входит в основные задачи экологического каркаса. 

Цель настоящего исследования – сравнительный анализ популяционной структуры редкого 
вида Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch на особо охраняемых природных территориях и в ботани-
чески ценных природных комплексах, не имеющих статуса охраняемой территории в Самарской 
области.

Объекты и методы исследования. В качестве модельного вида изучен редкий горностепной 
представитель – курчавка кустарниковая (Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch) из семейства 
Polygonaceae. Ее ареал достаточно широк и охватывает юго-восток Восточной Европы, юг Запад-
ной и Восточной Сибири, северо-восток Средней Азии, Джунгарию, Монголию [7]. В Самарской 
области произрастает вблизи северной границы своего распространения. Курчавка приурочена  
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к сообществам петрофитных степей, встречается на солонцах, глинистых и известняковых склонах, 
в том числе на обнажениях мела на территории Самарского Предволжья, Высокого и Сыртового 
Заволжья [8]. Она является редким представителем самарской флоры, включена в список охра- 
няемых с категорией 3 (редкий вид) [9]. Характеризуется как кальцефил, гелиофит, стенобионт. 
В Самарской области (в Предволжье и Заволжье) структура ценопопуляций A. frutescens изуча-
ется нами впервые. Имеются сведения об изучении модельного вида на популяционном уровне  
в Новосибирской [10], Омской областях [11], а в Поволжье – только в Саратовской [12].

Демографическая и пространственная структура ценопопуляций A. frutescens определялись 
нами согласно традиционным методикам [13–16]. При выявлении онтогенетической структуры 
ценопопуляций согласно стандартным критериям учитывались основные онтогенетические со-
стояния. 

На основании полученных данных составлены онтогенетические спектры ценопопуляций  
в регионе и определен базовый онтогенетический спектр. Для детальной характеристики онтоге-
нетической структуры ценопопуляций применяли основные демографические показатели: ин-
декс восстановления (Iв) [16] и индекс старения (Iст) [17]. Оценку состояния ценопопуляций про-
водили с использованием критерия «дельта-омега» проф. Л. А. Животовского [18]. 

Район исследований включал Самарское Предволжье, Высокое и Сыртовое Заволжье. 
Исследована 21 ценопопуляция A. frutescens на территории следующих памятников природы ре-
гионального значения Самарской области: Гора Копейка (Похвистневский район), Урочище Грызлы, 
Балка Кладовая (Большечерниговский район), Подвальские оползневые террасы (Шигонский 
район) и в окр. пос. Новосемейкино (Красноярский район), сел Успенка и Чекалино (Сергиевский 
район). Последние три пункта имеют небольшую площадь, но достаточно богатую флору, включая 
редкие виды, и представляют собой ценные в ботаническом отношении объекты. Неоднократно 
научной общественностью поднимался вопрос о необходимости сохранения данных природных 
комплексов, но законодательно статус их до настоящего времени не оформлен. Значительная ан-
тропогенная нагрузка оказывает влияние на растительный покров этих территорий. Это требует 
незамедлительного принятия закона об их охранном статусе для сохранения биологического, 
фитоценотического и ландшафтного разнообразия.

Результаты и их обсуждение. В основе анализа структуры ценопопуляций лежит исследо-
вание онтогенетических спектров, отражающих состояние ценопопуляции в определенный пе-
риод времени. Однонаправленное развитие ценопопуляции от инвазионного до регрессивного 
состояния в экологической литературе обозначается термином «большая волна популяции»  
[14, 15]. Онтогенетическая структура является основным показателем состояния ценопопуляций 
растений и характеризует каждый этап ее «большой волны». 

В онтогенезе A. frutescens в условиях лесостепи и степи на территории Самарской области 
выделены 3 периода – прегенеративный, генеративный, сенильный, 8 онтогенетических состоя-
ний – проростки (p), ювенильные (j), имматурные (im), виргинильные (v), молодые генеративные 
(g1), зрелые генеративные (g2), старые генеративные (g3), субсенильные (ss). Сенильные особи (s) 
в ценопопуляциях не регистрировали, что связано с отмиранием растений на более ранних ста-
диях онтогенеза (сенильной, иногда старой генеративной).

Нами изучена онтогенетическая структура 21 ценопопуляции A. frutescens. Не все из них яв-
лялись полночленными на момент исследования, нередко в составе ценопопуляций отсутствова-
ли проростки и ювенильные особи (иногда и имматурные растения). Однако присутствие в боль-
шинстве случаев имматурных и виргинильных растений указывало на пополнение ценопуляций 
A. frutescens новыми особями, что свидетельствует о достаточной эффективности семенного раз-
множения вида. В целом низкая доля молодых особей, находящихся на начальных этапах онто-
генеза (проростки, ювенильные и имматурные) в составе ценопопуляций может свидетельство-
вать о быстром переходе этих растений в последующие онтогенетические состояния. Также ве-
роятным является низкая всхожесть семян или высокая степень гибели проростков. Как 
показывает наш опыт изучения редких видов растений петрофитных степей региона, у многих 
из них на состав онтогенетических спектров оказывают влияние названные выше причины. 
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Изучены онтогенетические спектры 21 ценопопуляции A. frutescens в Самарской области  
и их усредненные варианты (базовый спектр для региона, спектр для ценопопуляций в составе 
ООПТ и на неохраняемых территориях) (табл. 1). 

 Т а б л и ц а  1. Онтогенетическая структура ценопопуляций A. frutescens

T a b l e  1. Ontogenetic structure of coenopopulations of A. frutescens

№  
ценопопуляции Местопроизрастание

Онтогенетическая группа особей, %

p j im v g1 g2 g3 ss

1 Гора Копейка (ООПТ) 0 0 3,3 12,9 17,9 12,4 46,4 7,1
2 2,2 1,9 3,4 13,1 14,7 23,0 34,8 6,9
3 0 2,2 2,7 13,8 23 28,9 24,7 4,7
4 0 0 6,6 12,8 13,4 34,1 30,3 2,8
5 0 0 3,6 5,5 16,5 27,1 29,9 17,4
6 2,3 0 3,4 27,2 17,9 29,5 17,4 2,3
7 Урочище Грызлы (ООПТ) 0 3,3 7,3 13 11,9 22,6 29,5 12,4
8 Балка Кладовая (ООПТ) 0 0 0 3,3 26,4 22,6 45,7 2,0
9 0 0 3,7 4,8 24,6 27,9 33,8 5,2
10 Окр. пос. Новосемейкино 0,6 0 2,8 21,3 11,0 47,1 12,8 4,4
11 0 15,1 11,1 8,1 27,9 14,4 20,5 2,9
12 Подвальские оползневые террасы (ООПТ) 0 0 5,6 17,4 12,4 35,7 25,3 3,6
13 5,9 3,8 10,1 14,7 10,0 29,1 20,6 5,8
14 0 0 3,7 14,1 23,8 12,6 39,8 6,0
15 0 0 0 8,2 20,4 25,1 30,2 16,1
16 Окр. с. Чекалино 3,6 2,6 0,9 6,3 33,2 24,8 14,9 13,7
17 2,5 1,3 2,8 2,5 24,7 30,4 21,7 14,1
18 4,1 2,5 6,8 13,6 12,8 25,1 18,7 16,4
19 Окр. с. Успенка 2,6 0 0 12,7 15,8 24,9 34,4 9,6
20 0 0 0 3,8 24,1 15,8 47,8 8,5
21 4,2 2,7 1,9 16,9 14,9 21,7 32,6 5,1

Среднее значение (базовый спектр ЦП) 1,3 1,7 3,8 11,7 18,9 25,5 29,1 8,0
Усредненный спектр ЦП на ООПТ 0,8 0,9 4,1 12,4 17,9 25,4 31,4 7,1
Усредненный спектр ЦП на территориях без статуса ООПТ 2,2 3,0 3,3 10,7 20,6 25,5 25,4 9,3

П р и м е ч а н и е.  ЦП – ценопопуляция, ООПТ – особо охраняемая природная территория.

Составленный усредненный (базовый) онтогенетический спектр для исследованных ценопо-
пуляций A. frutescens является одновершинным правосторонним (табл. 1, рисунок). Среди онто-
генетических групп преобладает старая генеративная, составляющая абсолютный максимум 
спектра – 29,1 %. Локальный пик спектра представлен зрелыми генеративными особями, доля 
которых составляет 25,5 %. Немного меньшими по численности являются группы молодых гене-
ративных и виргинильных особей – 18,9 и 11,7 % соответственно. Доля других онтогенетических 
групп не превышает 10 %, хотя вклад в ценопопуляции сенильных растений достаточно высо-
кий – 8,0 %. В региональном базовом онтогенетическом спектре прегенеративные особи состав-
ляют 18,5 %, генеративные – 73,5, сенильные – 8,0 %. 

Проведено сравнение усредненных базовых онтогенетических спектров ценопопуляций дан-
ного вида, зарегистрированных на ООПТ и неохраняемых степных участках (табл. 1). В целом 
ценопопуляции A. frutescens имеют сходное соотношение онтогенетических групп особей, одна-
ко в составе ООПТ отмечено увеличение доли старых генеративных растений (31,4 %) и сниже-
ние доли субсенильных особей (7,1 %). 

В то же время разные по охранному статусу территории существенно различаются по общей 
численности особей и их плотности. На ООПТ число особей A. frutescens на 100 м2 составляет 
455,13, вне ООПТ – 312,5; общая плотность – соответственно 4,55 и 3,12 особей на 1 м2.

Кроме того, следует учитывать общую площадь и численность географической популяции 
как совокупности всех ценопопуляций в конкретном пункте исследований, а не только стацио-
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нарного участка. Для ООПТ средняя площадь географической популяции составляет 850 м2, 
средняя численность генеративных особей – 2011,7; вне ООПТ – 275 м2 и 642,4 особи соответ-
ственно. Следовательно, ООПТ в ранге памятников природы свою задачу по охране A. frutescens 
в Самарском области в целом выполняют.

Основные демографические параметры, определенные для ценопопуляций модельного вида, 
представлены в табл. 2. Они позволяют выявить тип ценопопуляций и оценить их современное 
состояние. Установлено, что в составе ООПТ три из изученных ценопопуляций (№ 6, 7, 13) явля-
ются переходными (Iз = 0,31–0,53; Iв = 0,37–0,58; Iст = 0,02–0,14; ∆ = 0,38–0,49; ω = 0,64–0,70). 
Большинство ценопопуляций (№ 1–4, 8–9, 12, 14) характеризуются как зрелые (Iз = 0,03–0,30;  
Iв = 0,03–0,31; Iст = 0,02–0,08; ∆ = 0,45–0,54; ω = 0,71–0,82). Две из исследованных ценопопуляций 
(№ 5 и № 15) следует отнести к стареющим (Iз = 0,09–0,10; Iв = 0,11–0,12; Iст = 0,19–0,21; ∆ = 0,55–
0,56; ω = 0,74–0,75). 

Вне ООПТ одна зарегистрированная ценопопуляция A. frutescens (№ 11) является зреющей  
(Iз = 0,52; Iв = 0,55; Iст = 0,03; ∆ = 0,34; ω = 0,60). Две ценопопуляции (№18 и № 21) относятся к пере-
ходному типу (Iз = 0,35–0,37; Iв = 0,37–0,48; Iст = 0,05–0,20; ∆ = 0,45–0,46; ω = 0,64–0,69). Четыре 
ценопопуляции (№ 10, 16, 17, 19) характеризуются как зрелые (Iз = 0,10–0,33; Iв = 0,12–0,35;  
Iст = 0,05–0,16; ∆ = 0,42–0,52; ω = 0,71–0,77). Одна ценопопуляция (№ 20) является стареющей  
(Iз = 0,04; Iв = 0,04; Iст = 0,09; ∆ = 0,57; ω = 0,72).

Таким образом, ценопопуляции вида как в составе ООПТ, так и на территориях, не имеющих 
природоохранного статуса, разнообразны по онтогенетической структуре. Это свидетельствует 
об их лабильности на настоящем этапе. 

Средний индекс замещения особей в ценопопуляции A. frutescens – 0,24, индекс восстановле-
ния ценопопуляции – 0,27, индекс старения – 0,07, возрастность – 0,47, эффективность – 0,73. 
Популяции находятся в удовлетворительном состоянии.

По сравнению с ценопопуляциями в Саратовском Заволжье и Омской области, где часто пре-
обладают прегенеративные особи [11, 12], в Самарской области число молодых растений превы-
шает 25 % лишь в пяти (№ 6, 11, 13, 18, 21). Видимо это связано с большей нарушенностью место-
обитаний A. frutescens, что отражается на онтогенетическом спектре. Однако эти ценопопуляции 
зарегистрированы в разные годы практически во всех известных географических пунктах (Гора 
Копейка, Новосемейкино, Подвальские оползневые террасы, Чекалино, Успенка), что свидетель-
ствует об их способности к самоподдержанию в благоприятных условиях.

Все изученные ценопопуляции A. frutescens приурочены к сообществам петрофитных сте-
пей на склонах южной и близкой к ней экспозиций с крутизной до 30°. Проективное покрытие 
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почвы травостоем – 3–40 %, наземными частями модельного вида – 1–20 %. Доминантами рас-
тительных сообществ с участием A. frutescens выступают Helictotrichon desertorum (Less.) 
Nevski, Koeleria sclerophylla P. Smirn., Stipa korshinsky Roshev., S. pulcherrima C. Koch, Re- 
seda lutea L., Astra galus helmii Fisch., А. scopiformis Ledeb., А. zingeri Korsh., Linum flavum L.,  
L. uralense Juz., Medi cago cancellata Bieb. Нередко курчавка выходит на позиции содоминанта 
или даже доминанта в фитоценозе [19]. Средняя плотность особей на 1 м2 в ценопопуляциях: 
проростков – 0,08, ювенильных – 0,14, имматурных – 0,33, виргинильных – 0,97, молодых гене-
ративных – 1,49, зрелых генеративных – 2,08, старых генеративных – 2,34, субсенильных – 
0,58. Подвижность, сухость, трещиноватость, перегревание субстрата в летний период увели-
чивают долю элиминирующих проростков и ювенильных растений, а иногда и особей на бо-
лее поздних стадиях развития. 

Т а б л и ц а  2. Основные демографические показатели и тип ценопопуляций A. frutescens

T a b l e  2. Key demographic indicators and type of coenopopulations of A. frutescens

№ ценопо-
пуляции* p–v, % g1–g3, % ss–s, % Iз Iв Iст ∆ ω Тип ЦП

Ценопопуляции в составе ООПТ
6 32,9 64,8 2,3 0,49 0,51 0,02 0,38 0,70 Переходная
7 23,6 64 12,4 0,31 0,37 0,14 0,49 0,67 Переходная
13 34,5 59,7 5,8 0,53 0,58 0,06 0,40 0,64 Переходная
1 16,2 76,7 7,1 0,19 0,21 0,08 0,53 0,72 Зрелая
2 20,6 72,5 6,9 0,26 0,28 0,07 0,49 0,71 Зрелая
3 18,7 76,6 4,7 0,23 0,24 0,05 0,45 0,75 Зрелая
4 6,6 77,8 2,8 0,24 0,25 0,03 0,47 0,76 Зрелая
8 3,3 94,7 2 0,03 0,03 0,02 0,54 0,82 Зрелая
9 8,5 86,3 5,2 0,09 0,10 0,05 0,51 0,79 Зрелая
12 23 73,4 3,6 0,30 0,31 0,04 0,45 0,75 Зрелая
14 17,8 76,2 6 0,22 0,23 0,06 0,49 0,72 Зрелая
5 9,1 73,5 17,4 0,10 0,12 0,21 0,56 0,74 Стареющая
15 8,2 75,7 16,1 0,09 0,11 0,19 0,55 0,75 Стареющая

Ценопопуляции вне охраняемых территорий
11 34,3 62,8 2,9 0,52 0,55 0,03 0,34 0,60 Зреющая
21 25,7 69,2 5,1 0,35 0,37 0,05 0,45 0,69 Переходная
18 27 56,6 16,4 0,37 0,48 0,20 0,46 0,64 Переходная
10 24,7 70,9 4,4 0,33 0,35 0,05 0,42 0,77 Зрелая
16 13,4 72,9 13,7 0,15 0,18 0,16 0,45 0,71 Зрелая
17 9,1 76,8 14,1 0,10 0,12 0,16 0,51 0,75 Зрелая
19 15,3 75,1 9,6 0,18 0,20 0,11 0,52 0,74 Зрелая
20 3,8 87,7 8,5 0,04 0,04 0,09 0,57 0,78 Стареющая

Ср. зн. 18,5 73,5 8,0 0,24 0,27 0,09 0,48 0,72

*Номера ценопопуляций соответствуют приведенным в табл. 1.

Заключение. Проведенные в Самарской области исследования ценопопуляций редкого вида 
A. frutescens, произрастающего близко к северной границе ареала, свидетельствуют о его удов-
летворительном состоянии как на территории ООПТ, так и на неохраняемых степных участках  
в условиях средней и низкой антропогенной нагрузки на местообитания. Вид имеет узкую эко-
логическую амплитуду. Особенности почвенно-растительного покрова, наряду с антропогенны-
ми факторами, влияют на появление и элиминацию прегенеративных особей, что в дальнейшем 
сказывается на онтогенетическом спектре ценопопуляций модельного вида. В связи с длитель-
ным течением онтогенеза популяциям A. frutescens свойственно накопление долгоживущих 
взрослых особей, а численность вида в географических популяциях способна лишь к незначи-



       Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2020. Т. 65, № 2. С. 245–253 251

тельному росту (чаще численность уменьшается, иногда остается примерно на одном уровне). 
Для популяций свойственна флуктуационная динамика. Усредненный (базовый) онтогенетиче-
ский спектр для исследованных ценопопуляций A. frutescens является одновершинным пра-
восторонним, в котором преобладают старые генеративные особи. Анализ онтогенетической 
структуры ценопопуляций, зарегистрированных на ООПТ и вне границ охраняемых объектов, 
указывает на значительное разнообразие онтогенетических спектров (встречены переходные, 
зрелые, стареющие, а вне ООПТ – еще и зреющие ценопопуляции). В целом базовый регио-
нальный спектр и спектры ценопопуляций на ООПТ и вне их характеризуются сходными со-
отношениями онтогенетических групп особей. В большей степени различия между популяци-
ями на ООПТ и неохраняемых участках проявляются в размерах занимаемой площади, общей 
численности, плотности особей, их агрегированности и наличии промежутков между локусами 
популяции.

Выявленные особенности популяционной структуры A. frutescens свидетельствуют, что при 
низкой (иногда средней) антропогенной нагрузке на местообитания данный вид находится  
в удовлетворительном состоянии. Создание ООПТ закономерно способствует повышению общей 
численности и обеспечивает устойчивость ценопопуляций. Однако памятники природы, испыты-
вающие значительно более высокую антропогенную нагрузку, уже не способны выполнить свою 
функцию рефугиума редкой флоры.

 В целях сохранения вида в регионе требуется соблюдение природоохранного режима памят-
ников природы, поиск новых местообитаний, создание новых ООПТ, дальнейшее изучение биоэ-
кологических особенностей A. frutescens.

Список использованных источников

1. Гонтарь, Э. М. Возрастная структура ценопопуляций Hypericum perforatum (Clusiaceae), Polemomium caeruleum 
(Polemoniaceae) и Primula macrocalyx (Primulaceae) в Хакасии, на Алтае и в Восточном Казахстане / Э. М. Гонтарь, 
И. Ю. Курочкина // Раст. ресурсы. – 2005. – Т. 41, № 2. – С. 17–28. 

2. Ильина, В. Н. Структура популяций Hedysarum gmelinii Ledeb. на западной границе и в центральной части 
ареала / В. Н. Ильина // Изв. Самар. науч. центра Рос. акад. наук. – 2007. – Т. 9, № 1. – С. 153–157.

3. Сравнительный анализ структуры популяций Hedysarum grandiflorum (Fabaceae) в Самарской области и Рес-
публике Башкортостан / Л. М. Абрамова [и др.] // Раст. ресурсы. – 2016. – Т. 52, № 2. – С. 225–239.

4. Ильина, В. Н. Исследования ценотических популяций растений (фитоценопопуляций) в Самарской области / 
В. Н. Ильина // Самарская Лука: проблемы региональной и глобальной экологии. – 2010. – Т. 19, № 3. – С. 99–121.

5. Родионова, Г. Н. Популяционные стратегии жизни избранных полукустарничков сем. Бобовые (Fabaceae)  
в условиях антропогенного пресса / Г. Н. Родионова, В. Н. Ильина // Изв. Самар. науч. центра Рос. акад. наук. – 2013. –  
Т. 15, № 3–2. – С. 776–778.

6. Современное состояние популяций редких растений Узюковского бора (Самарская область) / С. В. Саксонов  
[и др.] // Теоретические проблемы экологии и эволюции: Шестые Любищевские чтения, 11-й Всерос. популяц. семинар 
и Всерос. семинар «Гомеостатические механизмы биологических систем» с общей темой «Проблемы популяцион-
ной экологии», Тольятти, 06–10 апреля 2015 г. / под ред. Г. С. Розенберга. – Тольятти, 2015. – С. 266–269. 

7. Цвелев, Н. Н. Сем. 56. Polygonaceae Juss. – Гречиховые / Н. Н. Цвелев // Флора Восточной Европы. –  М. ; СПб., 
1996. – Т. 9. – С. 98–157.

8. Гвоздикоцветные (Caryophyllales, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae), Гречихоцветные (Polygonales, Polygona-
ceae), Кермековые (Plumbaginales, Plumbaginaceae), Верескоцветные (Ericales, Ericaceae, Pyrolaceae, Monotropaceae), 
Первоцветные (Primulales, Primulaceae) и Каперсоцветные (Capparales, Brassicaceae) в Красной книге Самарской 
области / С. В. Саксонов [и др.] // Фиторазнообразие Вост. Европы. – 2006. – № 1. – С. 178–214.

9. Красная книга Самарской области : в 2 т. / под ред. С. А. Сенатора, С. В. Саксонова. – 2-е изд., перераб. и доп. – 
Самара : Изд-во Самар. гос. обл. акад. (Наяновой), 2017. – Т. 1 : Редкие виды растений и грибов / Е. Г. Бирюкова  
[и др.]. – 378 с.

10. Состояние ценопопуляций редкого для Новосибирской области вида Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch 
(Polygonaceae L.) / Т. В. Елисафенко [и др.] // Проблемы регион. экологии. – 2011. – № 3. – С. 133–137.

11. Пликина, Н. В. Оценка состояния популяций редких видов растений Омской области (Исилькульский и Кру-
тинский муниципальные районы) / Н. В. Пликина, А. Н. Ефремов, Г. В. Самойлова // Вестн. Омск. гос. аграр. ун-та. – 
2017. – № 1 (25). – С. 49–59.

12. Давиденко, О. Н. Эколого-биологические особенности ценопопуляций Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch  
в Саратовском Заволжье / О. Н. Давиденко // Живые и биокосные системы. – 2013. – № 5. – С. 2.

13. Работнов, Т. А. Жизненный цикл многолетних травянистых растений в луговых ценозах / Т. А. Работнов // 
Тр. Ботан. ин-та Акад. наук СССР. Сер. 3, Геоботаника. – 1950. – Вып. 6. – С. 7–204.



252  Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2020, vol. 65, no. 2, pp. 245–253

14. Уранов, А. А. Возрастной спектр фитоценопопуляций как функция времени и энергетических волновых про-
цессов / А. А. Уранов // Науч. докл. высш. шк. Биол. науки. – 1975. – № 2. – С. 7–34.

15. Ценопопуляции растений: основные понятия и структура / Л. И. Воронцова [и др.] ; отв. ред. Т. И. Серебрякова. – 
М. : Наука, 1976. – 216 с. 

16. Жукова, Л. А. Популяционная жизнь луговых растений / Л. А. Жукова. – Йошкар-Ола : ЛАНАР, 1995. – 224 с. 
17. Глотов, Н. В. Об оценке параметров возрастной структуры популяций растений / Н. В. Глотов // Жизнь попу-

ляций в гетерогенной среде : cб. науч. материалов 2-го Всерос. популяц. семинара (Йошкар-Ола, 16–20 февр. 1998 г.) :  
в 2 ч. / под ред. Л. А. Жуковой [и др.]. – Йошкар-Ола, 1998. – Ч. 1. – С. 146–149.

18. Животовский, Л. А. Онтогенетические состояния, эффективная плотность и классификация популяций рас-
тений / Л. А. Животовский // Экология. – 2001. – № 1. – С. 3–7. 

19. Ильина, В. Н. Онтогенетическая структура популяций Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch (Polygonaceae) вблизи 
северной границы ареала (Самарская область) / В. Н. Ильина // Вестн. Удмурт. ун-та. Сер. Биология. Науки о Земле. – 
2017. – Т. 27, № 3. – С. 271–277.

References

1. Gontar’ E. M., Kurochkina I. Yu. Age structure of cenopopulations of Hypericum perforatum (Clusiaceae), Polemo-
mium caeruleum (Polemoniaceae) and Primula macrocalyx (Primulaceae) in Khakassia, Altai and Eastern Kazakhstan. 
Rastitel’nye resursy [Plant resources], 2005, vol. 41, no. 2, pp. 17–28 (in Russian).

2. Il’ina V. N. Structure of populations of Hedysarum gmelinii Ledeb. on the western border and in the central part of the 
range. Izvestiya Samarskogo nauchnogo tsentra Rossiiskoi akademii nauk [Proceedings of the Samara scientific сenter of the 
Russian Academy of Sciences], 2007, vol. 9, no. 1, pp. 153–157 (in Russian).

3. Abramova L. M., Il’ina V. N., Karimova O. A., Mustafina A. N. Comparative analysis of the structure of populations  
of Hedysarum grandiflorum (Fabaceae) in the Samara region and the Republic of Bashkortostan. Rastitel’nye resursy [Plant 
resources], 2016, vol. 52, no. 2, pp. 225–239 (in Russian).

4. Il’ina V. N. Changes in the basic ontogenetic spectra of populations of some rare plant species in the Samara region 
under anthropogenic load on habitats. Samarskaya Luka: problemy regional’noi i global’noi ekologii [Samara Luke: problems 
of regional and global ecology], 2015, vol. 24, no. 3, pp. 144–170 (in Russian).

5. Rodionova G. N., Il’ina V. N. Population life strategies of selected semi-shrubs Legumes (Fabaceae) under the 
conditions of an anthropogenic press. Izvestiya Samarskogo nauchnogo tsentra Rossiiskoi akademii nauk [Proceedings of the 
Samara scientific сenter of the Russian Academy of Sciences], 2013, vol. 15, no. 3, pp. 776–778 (in Russian).

6. Saksonov S. V., Vasyukov V. M., Ivanova A. V., Kozlovskaya O. V., Rakov N. S., Senator S. A. The current state  
of populations of rare plants of the Uzyukovsky forest (Samara region)]. Teoreticheskie problemy ekologii i evolyutsii: Shestye 
Lyubishchevskie chteniya, 11-i Vserossiiskii populyatsionnyi seminar i Vserossiiskii seminar «Gomeostaticheskie mekhanizmy 
biologicheskikh sistem" s obshchei temoi "Problemy populyatsionnoi ekologii» (Tol’yatti, 06–10 aprelya 2015 goda) 
[Theoretical problems of ecology and evolution: Sixth Lyubishchev readings, 11th All-Russian population seminar and All-
Russian seminar “Homeostatic mechanisms of biological systems” with the general theme “Problems of population ecology” 
(Tolyatti, April 06–10, 2015)]. Tolyatti, 2015, pp. 266–269 (in Russian).

7. Tsvelev N. N. Fam. 56. Polygonaceae Juss. Flora of Eastern Europe. Vol. 9. Moscow, Saint Petersburg, 1996, pp. 98–157 
(in Russian).

8. Saksonov S. V., Golub V. B., Zadul’skaya O. A., Ivanova A. V., Ilina V. N., Ilina N. S. [et al.]. Cryophyllaceae, 
Caryophyllales, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Polygonaceae, Plumbaginales, Plumbaginaceae, Ericaceae, Erica-
ceae, Pyrolaceae, Monotropaceae, Primulaceae, Primulaceae and Capparales, Brassicaceae in the Red Book of the 
Samara Region. Fitoraznoobrazie Vostochnoi Evropy = Phytodiversity of Eastern Europe, 2006, no. 1, pp. 178–214  
(in Russian).

9. Biryukova E. G., Bogdanova Ya. A., Burkova T. N., Vasyukov V. M., Golovlev A. A., Il’ina V. N. [et al.]. Red Book  
of Samara Region. Vol. 1. Rare plant and mushroom species. 2nd ed. Samara, Publishing house of the Samara State Regional 
Academy (Nayanova), 2017. 378 p. (in Russian).

10. Elisafenko T. V., Zhmud’ E. V., Kuban I. N., Dorogina O. V. The condition of cenopopulations of the rare species  
of Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch (Polygonaceae L.) for the Novosibirsk Region. Problemy regional’noi ekologii = 
Regional environmental issues, 2011, no. 3, pp. 133–137 (in Russian).

11. Plikina N. V., Efremov A. N., Samoilova G. V. State estimation of population of rare plant species of the Omsk region 
(Isilkulsky and Krutinsky districts). Vestnik Omskogo gosudarstvennogo agrarnogo universiteta [Bulletin of Omsk State 
Agrarian University], 2017, no. 1 (25), pp. 49–59 (in Russian).

12. Davidenko O. N. Ecological and biological features of the cenopopulations of Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch  
in the Saratov Zavolzhye. Zhivye i biokosnye sistemy [Living and biocos systems], 2013, no. 5, p. 2 (in Russian).

13. Rabotnov T. A. The life cycle of perennial herbaceous plants in meadow cenoses. Trudy Botanicheskogo instituta 
Akademii nauk SSSR. Seriya 3. Geobotanika [Proceedings of the Botanical Institute of the USSR Academy of Sciences. 
Series 3. Geobotany], 1950, iss. 6, pp. 77–204 (in Russian).

14. Uranov A. A. Age spectrum of phytocenopopulations as a function of time and energy wave processes. Nauchnye 
doklady vysshei shkoly. Biologicheskie nauki [Scientific reports of higher education. Biological sciences], 1975, iss. 2, pp. 7–34 
(in Russian).



       Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2020. Т. 65, № 2. С. 245–253 253

15. Vorontsova L. I., Gattsuk L. E., Egorova V. N., Ermakova I. M., Zhukova L. A., Zaugol’nova L. B. [et al.]. 
Cenopopulation of plants: basic concepts and structure. Moscow, Nauka Publ., 1976. 216 p. (in Russian).

16. Zhukova L. A. Population life of meadow plants. Yoshkar-Ola, LANAR Publ., 1995. 224 p. (in Russian).
17. Glotov N. V. On estimation of parameters of the age structure of plant populations. Zhizn’ populyatsii v geterogennoi 

srede: sbornik nauchnykh materialov 2-go Vserossiiskogo populyatsionnogo seminara (Ioshkar-Ola, 16–20 fevralya 1998 
goda). Chast’ 1 [Life of populations in a heterogeneous environment: a collection of scientific materials of the 2nd All-
Russian рopulation seminar (Yoshkar-Ola, February 16–20, 1998). Part 1]. Yoshkar-Ola, 1998, pp. 146–149 (in Russian).

18. Zhivotovsky L. A. Ontogenetic states, еffective density, and classification of plant populations. Russian Journal  
of Ecology, 2001, vol. 32, no. 1, pp. 1–5. https://doi.org/10.1023/A:1009536128912 (in Russian). 

19. Il’ina V. N. Ontogenetic structure of Atraphaxis frutescens (L.) C. Koch (Polygonaceae) populations near the northern 
boundary of the range (Samara region). Vestnik Udmurtskogo universiteta. Seriya Biologiya. Nauki o Zemle = Bulletin  
of Udmurt University. Series Biology. Earth sciences, 2017, vol. 27, no. 3, pp. 271–277 (in Russian).

Информация об авторе

Ильина Валентина Николаевна – канд. биол. наук, 
доцент. Самарский государственный социально-педагоги-
ческий университет (ул. Максима Горького, 65/67, 443099, 
г. Самара, Российская Федерация). E-mail: 5iva@mail.ru

Information about the author

Valentina N. Il’ina – Ph. D. (Biol.), Assistant Professor. 
Samara State University of Social Sciences and Education 
(65/67, Maxim Gorky Str., 443099, Samara, Russian Fede-
ration). E-mail: 5iva@mail.ru



254  Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2020, vol. 65, no. 2, pp. 254–256

ISSN 1029-8940 (Print)
ISSN 2524-230X (Online)

ВУЧОНЫЯ БЕЛАРУСІ
SCIENTISTS OF BELARUS

ЕКАТЕРИНА ИВАНОВНА СЛОБОЖАНИНА
(К юбилею)

10 марта 2020 г. исполнилось 75 лет со дня рождения известного 
ученого-биофизика, заведующего лабораторией медицинской био-
физики, лауреата Государственной премии Республики Беларусь в об-
ласти науки, члена-корреспондента, доктора биологических наук, 
профессора Екатерины Ивановны Слобожаниной. 
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довательской работе, проявленная Е. И. Слобожаниной еще в сту-
денческие годы, послужила основанием для рекомендации ее  
в аспирантуру Лаборатории биофизики и изотопов АН БССР  
(с 1973 г. – Институт фотобиологии АН БCCР). Обучение в аспиран-

туре по специальности «биофизика» проходило с 1967 по 1972 г. Под руководством известных 
биофизиков Сергея Васильевича Конева и Евгения Александровича Черницкого она подгото- 
вила кандидатскую диссертацию на тему «Люминесценция белков в клетке и биологических 
мембранах», которую успешно защитила в 1972 г.

Вся научная деятельность Екатерины Ивановны неразрывно связана с Институтом биофизи-
ки и клеточной инженерии НАН Беларуси (до 2004 г. – Институт фотобиологии НАН Беларуси), 
где она прошла путь от инженера-технолога (1969 г.) до заместителя директора по научной рабо-
те (1993–2011 гг.). С 1999 г. и по настоящее время Е. И. Слобожанина руководит лабораторией 
медицинской биофизики (до 2004 г. – лаборатория физико-химии биологических мембран).

Под руководством Е. И. Слобожаниной выполнен цикл исследований, посвященных взаимо- 
связи фотоники и структурной динамики белковых макромолекул в растворе и в составе биоло-
гических мембран. Проведено сравнительное изучение чувствительности различных параме-
тров флуоресценции мембранных белков к изменению структурного состояния при воздействии 
биологически активных веществ и их денатурации; определены основные физико-химические фак-
торы, влияющие на величину конкретных параметров флуоресценции. Разработан чувствитель-
ный метод определения малых сдвигов спектров флуоресценции. Обнаружена структурная реор-
ганизация эритроцитарных мембран при старении эритроцитов in vivo и in vitro, сопровожда- 
ющаяся изменением текучести липидного бислоя и конформации периферических и интеграль-
ных белков. Дано теоретическое обоснование флуоресцентного метода для выявления особенно-
стей структурного состояния белков в биомембранах в норме и при патологии, что явилось основой 
для широкого использования люминесценции в медико-биологических исследованиях. Полученные 
в ходе многолетних исследований результаты обобщены в монографии «Спектральный люми-
несцентный анализ в медицине» (1989 г., совместно с Е. А. Черницким) и в докторской диссерта-
ции «Структурная лабильность мембран эритроцитов», которую Е. И. Слобожанина успешно 
защитила в 1992 г. 

За цикл работ «Люминесценция белков и ее использование в научных исследованиях и на 
практике» в составе коллектива авторов Е. И. Слобожанина удостоена Государственной премии 
Республики Беларусь (1992 г.) 
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Е. И. Слобожанина успешно руководит исследованиями по изучению молекулярных и мем-
бранных механизмов возникновения патологических процессов в организме с целью выяснения 
их патогенеза и создания новых способов диагностики заболеваний человека. Под руководством 
Екатерины Ивановны выявлены особенности собственной и зондовой люминесценции синови-
альной и амниотической жидкостей при развитии патологических процессов в организме и на 
их основе разработаны экспресс-методы дифференциальной диагностики заболеваний суставов, 
способ диагностики внутриутробных пороков развития плода и др. Е. И. Слобожаниной получе-
ны фундаментальные данные о мембранотропных эффектах токсичных (свинец, никель) и по-
тенциально токсичных (алюминий и др.) металлов in vivo и in vitro, выявлен механизм токсиче-
ского действия ионов алюминия на лимфоциты человека, в основе которого лежат процессы де-
поляризации мембран митохондрий и развитие окислительного стресса. В настоящее время  
в лаборатории медицинской биофизики под руководством Е. И. Слобожаниной проводятся иссле-
дования по определению роли дисбаланса эссенциальных и потенциально токсичных микроэле-
ментов в формировании метаболического синдрома, изучаются молекулярно-мембранные меха-
низмы токсичности амилоидных агрегатов белков. Большой интерес представляют результаты 
исследования, проведенного под руководством Е. И. Слобожаниной, о роли внутриклеточного 
лабильного пула ионов цинка в процессах поддержания устойчивости клеток к окислительному 
стрессу в норме и при метаболическом синдроме. Под руководством Е. И. Слобожаниной уста-
новлен редокс-зависимый механизм регуляции функциональной активности мембранных бел-
ков-транспортеров, ассоциированных с множественной лекарственной устойчивостью клеток, 
определена роль металлотионеинов в поддержании жизнеспособности клеток при патологии;  
изучены механизмы эриптоза и показана его роль в развитии анемических состояний человека.

Научные труды Е. И. Слобожаниной широко известны как у нас в республике, так и в стра-
нах СНГ, а также в дальнем зарубежье. Она участник многих международных конгрессов, съез-
дов и конференций, неоднократно выступала с пленарными докладами. Е. И. Слобожанина явля-
ется автором свыше 500 научных трудов, из них 5 монографий (2 коллективные), 14 авторских 
свидетельств и патентов на изобретения. 

Большие научные достижения Е. И. Слобожаниной были высоко оценены научной общест-
венностью. В 2000 г. Екатерина Ивановна избрана членом-корреспондентом НАН Беларуси, в 2003 г. 
ей присвоено ученое звание профессора.

Е. И. Слобожанина плодотворно сотрудничает с учеными Украины, Польши, Германии, Италии 
(она являлась научным руководителем проектов, выполненных институтом по гранту НАТО  
и по контракту с МАГАТЭ), а также с учеными, работающими в ряде учреждений НАН Беларуси, 
Минздрава Республики Беларусь. Так, совместно с сотрудниками БГУ при выполнении задания 
Государственной программы «Инновационные биотехнологии» разработаны способы получе-
ния стероидных гормонов с использованием генно-инженерных микроорганизмов, имеющие 
большое значение для медицинской практики.

Свою научную работу Е. И. Слобожанина успешно сочетает с большой научно-организаци-
онной и общественной деятельностью. С 1993 по 2011 г. она работала заместителем директора по 
научной работе института. С 1995 г. по настоящее время она является председателем Совета по 
защите диссертаций Д 01.37.01 по специальности «биофизика» при ГНУ «Институт биофизики  
и клеточной инженерии НАН Беларуси», входит в состав Совета по защите диссертаций Д.03.11.01 
по специальности «гематология и переливание крови» при ГУ «Республиканский научно-прак-
тический центр трансфузиологии и медицинских биотехнологий» МЗ РБ, является членом сове-
та Белорусской общественной организации фотобиологов и биофизиков, Общества биофизиков 
России, Общества фотобиологов России, членом Европейского общества биохимиков. В течение 
нескольких лет она была председателем секции экспертного совета по биологии, медицине, эко-
логии, наукам о Земле и аграрным наукам при Межведомственной комиссии по рассмотрению 
кандидатур для назначения стипендий Президента Республики Беларусь талантливым молодым 
ученым. Начиная с 1994 г. Е. И. Слобожанина являлась одним из активных организаторов прове-
дения Годневских чтений в Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. Как член 
Совета БООФИБ, она в течение двух десятилетий проводила активную работу по организации 
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проведения Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные и клеточные 
основы функционирования биосистем», которую институт проводит раз в два года. В настоящее 
время Екатерина Ивановна является членом научно-технической секции ГЭС № 9 «Медицинские 
науки и технологии», членом редакционных коллегий журналов «Новости медико-биологиче-
ских наук», «Здравоохранение», «Вестник Полесского государственного университета, серия 
природоведческих наук».

Е. И. Слобожанина награждена почетными грамотами НАН Беларуси (2005, 2009, 2015), по-
четными грамотами ВАК Республики Беларусь (2006, 2015), Почетной грамотой Министерства 
здравоохранения Республики Беларусь (2003), памятными знаками «В честь основания Нацио-
наль ной академии наук Беларуси» (2014), «В честь 90-летия Национальной академии наук Беларуси» 
(2018), удостоена благодарностей Председателя Президиума НАН Беларуси (2010, 2011). Резуль-
таты исследований, проведенные под руководством Е. И. Слобожаниной по разработке высоко-
чувствительного метода распознавания патологических клеток человека с использованием био-
сенсоров на основе фотонных наноструктур оксида цинка для диагностики онкогематологиче-
ских заболеваний, вошли в топ-10 результатов деятельности ученых НАН Беларуси за 2019 г.  
в области фундаментальных и прикладных исследований.

Е. И. Слобожанину отличает энергия человека, умеющего привлечь к себе учеников, передать 
им свои знания, веру в успех, направить работу, заботливо растить молодые кадры. Под руковод-
ством Екатерины Ивановны подготовлено 12 кандидатских и 1 докторская диссертация, 20 ди-
пломных работ и магистерских диссертаций. На протяжении последних 10 лет она является 
председателем ГЭК биологического факультета БГУ.

Говоря о Е. И. Слобожаниной как ученом и человеке, следует отметить, что она доброжела-
тельна и проста в общении с коллегами. Вызывают глубокое уважение ее активная жизненная 
позиция, высокие моральные качества, житейская мудрость, принципиальность и оптимизм. 
Талант ученого, педагога и организатора науки сочетается у Екатерины Ивановны с высокими 
человеческими качествами, благодаря чему она пользуется заслуженным авторитетом среди 
коллег. 

Коллектив Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси поздравляет Екате-
рину Ивановну с юбилеем и желает ей крепкого здоровья, счастья и дальнейших успехов в работе 
на благо белорусской науки. 

И. Д. Волотовский, А. Е. Гончаров, Л. М. Лукьяненко, 
Е. В. Князева, Н. Г. Аверина, Л. Ф. Кабашникова


