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Приведены результаты исследований по разработке метода предварительной 
оценки устойчивости двудольных растений к абиотическим стрессам по цитоло
гическому анализу утилизации запасных веществ семядолей. Полученные ре
зультаты показали, что нарушения утилизации запасного крахмала, белка и ли
пидов имеют специфический характер в зависимости от действующего стрессора.

Прорастание и развитие пророс
тка являются критическими фазами 
в жизненном цикле семенных расте
ний, в течение которых проростки 
должны адаптировать свои програм
мы развития и метаболизма к усло
виям окружающей среды [5].

О сновные типы  запасны х в е 
ществ (ЗВ), такие как полисахари
ды, запасные белки, липиды, от
кладываются в виде крахмальных 
зерен амилопластов, белковых тел 
ваку о л ей  и олеосом  (липидны х 
включений) цитоплазмы в различ
ных частях семени [4]. В зависимо
сти от вида растения и принадлеж
ности его к двудольным или одно
дольным сущ ествует множество 
характерных отличий в местах ло
кализации ЗВ семени [6]. Биохими
ческие аспекты и особенности ком- 
партментализации хорошо изуче
ны у ряда растений [3].

При прорастании семян происхо
дит процесс мобилизации ЗВ, что 
на ультраструктурном уровне выра
жается в освобождении специализи
рованных компартментов (вакуолей, 
пластид и липидных капель) от ЗВ.
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Этот процесс подробно описан для 
ряда с.-х. растений [3].

П ринципиальную  важ ность  в 
связи с воздействием на продуктив
ность приобретает вопрос о влия
нии стрессовых факторов на про
цесс утилизации ЗВ. Изучение по
добных взаимосвязей становится 
доступным при совместном проте
кании двух процессов: прорастания 
и действия стрессового ф актора. 
Стабильное прорастание семян в 
неблагоприятных условиях может 
быть определяющим для получения 
устойчивого и качественного уро
жая.

Засоление является самой серь
езной угрозой для сельского хозяй
ства и для окруж аю щ ей среды. 
Сильное засоление может привес
ти к снижению урожайности или 
гибели с.-х. растений [7]. Это послу
жило причиной изучения влияния 
действия NaCl, Na2S 0 4 и маннито- 
ла (осмотика) на утилизацию ЗВ в 
семядолях люцерны посевной (M e- 
dicago sa tiva  L.).

Полученные результаты показа
ли, что нарушения утилизации за-
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пасного крахмала, белка и липидов 
имеют специфический характер в 
зави си м о сти  от д ей ств у ю 
щего стрессора.

На основании наш их данны х 
предложен тест, характеризующий 
влияние стрессового ф актора на 
утилизацию 3 типов ЗВ (полисаха
ридов, белков и липидов) по нали
чию или отсутствию и конформа
ции специфических образований их 
локализации (крахмальных зерен, 
белковых тел и липидных включе
ний цитоплазмы).

Методы
Исследовали проростки люцер

ны посевной сорта Надежда. Семе
на помещали в условия действия 
NaCl, N a2S 0 4 и маннитола в р аз
личных концентрациях, выравнен
ных по осмотическому давлению до 
2 и 6 атмосфер по стандартной ме
тодике [1]. Контрольные семена про
ращивали в дистиллированной воде.

Семена проращивали в водных 
растворах на фильтровальной бу
маге в чаш ках Петри (по 100 шт. 
на чашку) в условиях без освеще
ния при t 20~25°С — 1 сут и далее 
12-часового фотопериода, при ос
вещении 5 ■ 103 лк от белых лю
минесцентных ламп, при темпера
туре 17-18°С ночью и 20~25°С днем. 
В опытах использовали семядоль
ные листья 8-дневных проростков.

Для получения срезов кусочки 
семядольных листьев шириной 0,5— 
1 мм и длиной 1~2 мм фиксировали 
(поперечный срез) в 2%-м раство
ре глутарового альдегида на 0,1 М 
фосфатном буфере с добавлением 
сахарозы (15 мг/мл, pH 7,2) 4 ч при 
комнатной температуре. Дофикса- 
цию проводили в 1 %-й четырехо- 
киси осмия на том же буфере 2 ч 
Образцы дегидратировали в серии 
растворов этанола восходящей кон
центрации (30, 50 и 70%) по 30 мин 
при комнатной температуре. Пос

ле этого материал доводили до аб
солютного этанола. Дополнительно 
обезвоживали окисью пропилена. 
Образцы помещали в смесь окиси 
пропилена и смол в соотношении 
2:5; 1:1; 5:2 (по 1 ч) и оставляли на 
ночь. Заливку проводили смесью 
смол аралдита и эпона с катализа
тором. Полимеризация длилась 2 сут 
при температуре 62°С.

Ультратонкие срезы готовили на 
микротоме LKB — V (LKB, Ш ве
ция). Срезы окрашивали цитратом 
свинца по Reynolds [8] и просмат
ривали на трансмиссионном элект
ронном микроскопе Н-3 (Хитачи, 
Япония) при ускоряющем напряже
нии 100 кВ и рабочем увеличении 
X I0000. Полученные негативы не 
менее 90 шт. на образец анализи
ровали и измеряли площадь плас
тид и крахмальных зерен в услов
ных единицах.

Результаты и их обсуждение
Электронно-микроскопический 

анализ ЗВ показал , что в конт
рольных условиях в клетках мезо
филла семядолей на 4-е сут имеют
ся амилопласты с крупными крах
м альны м и зернам и , липидны е 
включения в цитоплазме в виде ка
пель и белковые тела в вакуоли (рис. 
1а). Эти структурные компоненты 
характерны для ранних этапов раз
вития семядоли и соответствуют 
имеющимся в литературе описани
ям ЗВ проростков двудольных [2, 3]. 
На 8-е сут наблюдали изменение 
специфических для ЗВ компартмен- 
тов, связанных с исчезновением боль
шей части белковых тел в вакуоли, 
олеосом (липидных включений в ци
топлазме) и крахмальных зерен на 
фоне формирования хлоропласта из 
амилопласт (рис. 16).

Определение морфометрических 
п о к азател ей  (всхож есть , длина 
корня и биомасса) показало, что 
при всех видах воздействия (NaCl,
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N a2S 0 4, маннитол) наблю далась 
стимуляция при низких концентра
циях (2 атм.) и угнетение при вы
соких концентрациях (6 атм.).
Ут илизация ЗПВ в присут ст вии  

стрессовых факторов
Б елк о вы е  т ела . В присутствии 

NaCl (2 и 6 атм) происходила пол
ная утилизация белковых тел на 
8-е сут (рис. 1в, г) Обработка ман- 
нитолом приводила к нарушениям 
в утилизации, что выраж алось б 
визуализации  плотных белковых 
тел , располож енны х в вакуоли, 
имеющих округлую форму и более 
светлы й периф ерический ободок 
(рис. 16, е). Характерна ассоциация 
части белковых тел с тонопластом 
(рис. 1е). Обработка Na2S 0 4 приво
дила к изменениям, связанным с на
личием крупных и мелких плотных 
белковых тел линзовидной формы, 
ассоциированных с поверхностью 
тонопласта при 2 атм (рис. l и.) с уве
личением объема белковых вклю
чений неправильной формы при 
6 атм (рис. 1 и, к).

К р ахм альн ы е  зерна. NaCl вызы
вал изменения в структуре пластид 
и количестве крахмальных зерен, 
что выражалось в наличии мелких 
крахмальных зерен при низкой кон
центрации — 2 атм (рис. 1в) и умень
шении крахмальных зерен при 6 атм 
(рис. 1г). Действие маннитола выра
жалось в сохранении формы плас
тид, как в 8-суточном контроле, и 
числе крахмальных зерен, значимо 
превышающем 4-суточный контроль 
при низкой (2 атм) и при высокой 
(6 атм) интенсивности (рис. 1д, е). 
Na2S 0 4 при 2 атм характеризовался 
н езн ачи тельн ы м и  вклю чениям и 
крахмала в хлоропластах (рис. 1и), 
при 6 атм форма и количество крах
мальных зерен напоминали 4-суточ
ный контроль (рис. 1к ).

Л и п и д н ы е  вклю чения . Под дейст
вием NaCl наблюдали цитоплазму.

содержащую некоторое количество 
липидных включений характерной 
округлой формы при 2 и 6 атм 
(рис. 1в, г). В присутствии манни
тола как при 2, так и при 6 атм 
(рис. 13, е) наблюдались липидные 
включения неправильной формы, 
количество запасных липидов бы
ло значительно больше при 6 атм 
(рис. 1е). Воздействие Na2S 0 4 про
я в л я л о сь  в н али чии  ли пи дн ы х 
включений неправильной формы в 
цитоплазме при 2 атм (рис. 1и ) и 
большом числе липидных включе
ний продолговатой формы с неров
ным краем при 6 атм (рис. 1к ).

Полученные данные свидетель
ствуют о влиянии засоления и ос
мотического фактора на утилиза
цию ЗВ. В связи с различиями в 
токсичности ионов и особенностя
ми в воздействии осмотического и 
ионного факторов солевого стрес
са и в зависимости от интенсивнос
ти воздействия влияние различных 
стрессоров на источники ЗВ: запа
сающие вакуоли (белковые тела), 
пластиды  (крахм альны е зерна), 
олеосомы (липидные капли) харак
теризовалось типичными для каж 
дого стрессора изменениями в клет
ках паренхимы семядолей. Это мо
ж ет свидетельствовать о р а зл и 
чиях в защите от действия стрес
совых факторов процессов утили
зации ЗВ и транспорта продуктов 
распада, а также об индивидуаль
ной реакции ферментативных ком
плексов, отвечающих за мобили
зацию ЗВ, на разные типы воздей
ствий.

Засоление и действие осмотика 
при большой интенсивности (6 атм) 
вызывало явное замедление про
цессов утилизации ЗВ, так как при 
всех типах воздействий наблюда
лось значительно большее количе
ство компартментов ЗВ по срав
нению с контролем. Однако влия
ние солей и осмотика носило спе

172



цифический характер. Так, засо
ление NaCl почти не влияло на ути
лизацию белковых тел в вакуолях 
и не оказывало отрицательного воз
действия на метаболизм запасного 
крахмала, однако об ингибировании 
процессов расщ епления липидов 
свидетельствует наличие некоторо
го количества липидных капель при 
2 атм и несколько большего коли
чества при 6 атм. Маннитол вызы
вает ингибирование процессов ути
лизации даж е в незначительной 
концентрации, особенно это отно
сится к утилизации крахмала, так 
как количество и размер крахмаль
ных зерен указывает на то, что он 
расщ еплен на 8-е сут в меньшей 
степени, чем в 4-суточном контро
ле. Сильное ингибирование процес
сов утилизации липидов отмечено 
при действии маннитола и Na2S 0 4. 
Сульфат натрия, кроме того, пре
пятствовал процессу утилизации 
белка при 6 атм.

Заключение

Специфическое нарушение утилиза
ции ЗВ  под действием стрессовых ф ак 
торов разной природы свидетельствует 
о связи повреждений метаболизма при 
негативных процессах в проростках и 
взрослых растениях с повреждениями ме
таболизма ЗВ  в семядолях, где эти про
цессы протекаю т более наглядно. Таким 
образом, характер  изменений метабо
лизма ЗВ  при прорастании может от

р аж ат ь  наруш ения, происходящ ие в 
растениях при запасании ЗВ, что яв л я 
ется наиболее значимым показателем  
урожайности. На основании полученных 
данных предложен тест, характери зу
ющий как положительное, так и отри
цательное влияние на 2 из 3 значимых 
факторов метаболизма ЗВ  (утилизация 
и транспорт продуктов распада) с уче
том влияния на 3 основных компонента 
ЗВ  растений: белков, углеводов и ли
пидов. Влияние стрессовых факторов на 
синтез ЗВ нами не изучалось.

В этой связи перспективной задачей 
является упрощение инструментальной 
базы теста до биохимического или мик
роскопического уровня с использовани
ем световой микроскопии со специфич
ным окрашиванием ЗВ  по трем типам.
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SUMMARY

R esearch resu lts to w ork up a m ethod of p re lim inary  evaluation of dicotyledonous 
p lan ts’ stab ility  to abiotic stress a re  given. The results achieved show th a t th e  breach 
of utilization of stored  reserve starch  and protein has got specific ch a rac te r depending 
on th e  stressor.
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