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Устойчивость организма к экстремальным воз�
действиям может зависеть от его способности
контролировать интенсивность свободно�ради�
кальных реакций и процессов перекисного окис�
ления липидов. Участие пластид и митохондрий в
контроле окислительно�восстановительного го�
меостаза во многом формирует резистентность
растений к действию факторов среды. Функцио�
нальная специфичность пластид и митохондрий
определяет наличие повышенной концентрации
свободных радикалов в этих органеллах по срав�
нению с ядром [1–3]. В процессе эволюции сфор�
мировался хлоропластный и митохондриальный
набор генов, экспрессия которых осуществляется
в условиях повышенной концентрации активных
форм кислорода [3]. Это может приводить к уве�
личению частоты возникающих в хпДНК и
мтДНК мутаций. С другой стороны, уровень экс�
прессии генов хпДНК и мтДНК прямо зависит от
окислительного потенциала переносчиков элек�
тронов как фотосинтетических систем хлоропла�
стов, так и ферментов дыхания [4]. Подобные
условия обеспечивают зависимую от концентра�
ции активных форм кислорода регуляцию экс�
прессии митохондриальных и пластидных генов,
что может способствовать уменьшению продук�
ции свободных радикалов в клетке в целом [3] и,
таким образом, снизить частоту возможных мута�
ций в ядерном генетическом материале. 

Степень устойчивости организма к экстре�
мальным воздействиям наиболее ярко проявляет�
ся в стрессовых условиях, которые способствуют
выявлению приспособительных возможностей
организма. Адаптивный потенциал растительной
клетки определяется тремя генетическими систе�
мами: ядерными, хлоропластными и митохон�
дриальными генами, которые, с одной стороны,

могут повреждаться при действии экстремальных
факторов, а с другой стороны, являются активны�
ми участниками стресс�реакции, могут опреде�
лять резистентность или ее отсутствие к действию
внешних неблагоприятных факторов [5–8]. Как
ядерные, так и цитоплазматические мутации спо�
собны изменять норму реакции организма [9, 10].
Целью данной работы было провести сравнитель�
ный анализ термотолерантности трех линий под�
солнечника Helianthus annuus L. (исходной ин�
бредной и полученных на ее основе ядерного и
пластомного мутантов) на разных стадиях разви�
тия растений. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала исследования были ис�
пользованы инбредная линия 3629 подсолнечни�
ка Helianthus annuus L. и полученные Ю.Д. Белец�
ким с сотрудниками на ее основе пластомный
хлорофилльный мутант en�chlorina�5 и ядерный
хлорофилльный мутант n�chlorina�1 [11]. 

Для цитогенетического эксперимента семена
подсолнечника замачивали в течение 18 ч, а затем
проращивали в чашках Петри на влажной филь�
тровальной бумаге. Прорастающие семена под�
вергали действию повышенной температуры в ре�
жиме 47°С в течение первых четырех часов про�
растания. Затем корешки фиксировали в смеси
этилового спирта и ледяной уксусной кислоты
(3 : 1) через 24 и 48 ч после окончания обработки.
Готовили временные давленые препараты для
определения митотического индекса (МИ) в кор�
невой апикальной меристеме и уровня аберраций
хромосом на стадии анафазы (не менее 8–9 ко�
решков на вариант). 
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В нижнем эпидермисе семядольных листьев
проростков подсолнечника в возрасте 8–9 дней с
момента появления всходов определяли количе�
ство клеток с разрушенным ядром или без ядра
после воздействия повышенной температуры.
Растения выращивали в горшках, в темноте при
температуре 22–25°С. Почва – обыкновенный
чернозем. Этиолированные опытные образцы
растений подвергали температурному (47°С и
53°С) стрессу (ТС) в течение 6 ч. После воздей�
ствия эпидермальные пленки семядольных ли�
стьев отделяли пинцетом и помещали в ацетоор�
сеин на 15–20 мин. Готовили временные препара�
ты и просматривали до 3000 клеток на вариант,
определяя долю клеток без ядер [12]. 

Для исследования влияния ТС на накопление
пигментов этиолированные проростки в возрасте
8–9 дней (от момента посадки) подвергали дей�
ствию повышенной температуры (47°С, 50°С,
53°С и 56°С) в темноте в течение 2 ч. Далее обра�
ботанные и контрольные проростки росли на све�
ту в режиме 12�часового дня (освещенность
10 Вт/м2); через 24 и 48 ч после окончания темпе�
ратурного воздействия определяли содержание
хлорофиллов и каротиноидов в семядольных ли�
стьях проростков [13]. 

Для полевого эксперимента семена замачива�
ли в воде в течение 18 ч, а затем проращивали в
чашках Петри при 26°С. Обработку повышенной
температурой проводили в течение первых 1, 3
или 6 ч прорастания семян. В каждом варианте
опыта было высажено по 150 проростков в поле�
вых условиях в оптимальные сроки по типу селек�

ционного питомника на 10�метровых делянках с
площадью питания 40 × 60 см. Определяли часто�
ту растений с измененным содержанием пигмен�
тов в М1 и хлорофилльных мутантов в М2. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что воздействие повы�
шенной температуры (40°С) оказывает неодно�
значный эффект на проростки подсолнечника
исходной линии 3629 и пластомного мутанта en�
chlorina�5 [14]. Это указывает на разный порог
чувствительности к действию данного внешнего
фактора. Воздействие более высокой температу�
ры (47°С) в течение первых 4 ч прорастания семян
достоверно увеличивает уровень перестроек хро�
мосом в клетках как исходной инбредной линии
3629, так и полученных на ее основе пластомного
и ядерного хлорофилльных мутантов (табл. 1).
Повышенный уровень аберраций хромосом со�
храняется в течение 48 ч после окончания обра�
ботки. 

Однако между линиями выявлены различия по
интенсивности пролиферации меристематиче�
ских клеток после стрессового воздействия. ТС
практически полностью блокирует деление кле�
ток корневой меристемы ядерного мутанта на
протяжении 48 ч после окончания обработки; у
исходной линии 3629 через 48 ч после воздей�
ствия интенсивность деления клеток восстанав�
ливается, хотя и не достигает контрольного уров�
ня. Пролиферативная активность клеток пла�
стомного мутанта en�chlorina�5 через 48 ч после

 
Таблица 1. Уровень аберраций хромосом и пролиферативной активности в корневой меристеме проростков под�
солнечника после температурного воздействия

Вариант Время роста, ч Всего анафаз АХр ± m МИ ± m 

Линия 3629

Контроль 24 603 2.8 ± 0.45 7.4 ± 0.67 

48 598 3.2 ± 0.5 9.5 ± 0.75 

47°С – 4 ч 24 593 6.2 ± 0.65*** 3.2 ± 0.45*** 

48 608 7.3 ± 0.7*** 7.4 ± 0.63* 

en)chlorina)5 

Контроль 24 613 1.7 ± 0.35 10.9 ± 0.8 

48 629 1.95 ± 0.35 10.0 ± 0.77 

47°С – 4 ч 24 583 5.8 ± 0.51*** 7.5 ± 0.69** 

48 600 6.2 ± 0.65*** 8.2 ± 0.71 

n)chlorina)1 

Контроль 24 623 2.3 ± 0.4 6.5 ± 0.64 

48  615 2.7 ± 0.45 9.1 ± 0.74 

47°С – 4 ч 24 631 6.4 ± 0.65*** 1.5 ± 0.03*** 

48 627 6.8 ± 0.65*** 3.2 ± 0.46***

Примечание. Достоверные отличия по сравнению с контролем: при * P < 0.05; **P < 0.01, *** P < 0.001.
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окончания обработки не отличается от контроль�
ных значений (табл. 1). Таким образом, реакция
ядерного генетического материала клеток корне�
вой меристемы проростков подсолнечника трех
линий на действие ТС одинакова. Однако пла�
стомный мутант en�chlorina�5 даже на стадии
проростка имеет более стабильный клеточный
цикл. 

В качестве следующего критерия устойчивости
клеток подсолнечника к действию ТС мы исполь�
зовали уровень безъядерных клеток эпидермиса
этиолированных семядольных листьев после ТС.
Как видно из табл. 2, в контроле в эпидермисе се�
мядольных листьев линии 3629 уровень эпидер�
мальных клеток без ядра составляет 8.7%, а среди
устьичных клеток только 1.8% лишены ядра.
Сходные результаты получены для пластомного
мутанта en�chlorinа�5. У ядерного мутанта n�chlo�
rina�1 уровень клеток без ядра в устьицах в 5 раз
выше по сравнению с исходной линией 3629. 

После воздействия ТС у всех линий подсол�
нечника повреждение ядер в большей степени
происходит в эпидермальных клетках, содержа�
щих только митохондрии, в то время как устьич�
ные клетки с хлоропластами проявляют большую
устойчивость к действию данного фактора. У кле�
ток линии 3629 и пластомного мутанта реакция на
действие ТС сходна. Однако устьичные клетки с
функционально активными хлоропластами у
пластомного мутанта в меньшей степени подвер�
жены действию повреждающего фактора по срав�
нению с линией 3629 (табл. 2). У ядерного мутанта
n�chlorina�1 уровень как эпидермальных, так и
устьичных клеток, лишенных ядра, достоверно

повышен уже после воздействия 47°С. Таким об�
разом, действие ТС индуцирует увеличение коли�
чества клеток без ядер в семядольных листьях.
Однако если у исходной линии и ядерного мутан�
та пороговой является температура в 47°С, то у
пластомного мутанта увеличение доли безъядер�
ных клеток наблюдается после действия 53°С. 

Толерантность растений на стадии прорастания
минимальна и не всегда соответствует общей толе�
рантности взрослого организма. Однако стрессо�
вое воздействие на ранних этапах вегетации ока�
зывает влияние на сравнительно небольшое коли�
чество клеточных органелл, что повышает
вероятность фенотипического проявления генети�
ческой гетерогенности цитоплазматических ДНК�
содержащих органелл [15–17]. Стрессовое воздей�
ствие обеспечивает эффективную рассортировку
органелл и возникновение тканей, органов и орга�
низмов с измененной нормой реакции. При дей�
ствии экстремальных факторов среды получают
преимущества те клетки, в которых пластиды и
митохондрии адаптированы к более высоким кон�
центрациям свободно�радикальных продуктов.
Исследуемые линии подсолнечника различаются
по активности антиоксидантных ферментов и ин�
тенсивности процессов перекисного окисления
липидов [18]. 

Степень чувствительности растительных кле�
ток к действию ТС может быть оценена и по уров�
ню хлорофиллов [19, 20]. Анализ уровня фото�
синтетических пигментов у двух линий пшеницы
Triticum durum Desf показал, что в условиях засухи
растения линии Adamello характеризуются сни�
женным уровнем Хл а, снижением отношения Хл

Таблица 2. Уровень клеток без ядра в эпидермисе семядольных листьев подсолнечника после температурного
воздействия

Вариант 
Количество клеток без ядра, % ± m 

эпидермальных устьичных 

Линия 3629 

Контроль 8.7 ± 1.1 1.8 ± 1.2 

47°С – 6 ч 14.0 ± 1.3** 5.0 ± 1.9 

53°С – 6 ч 20.8 ± 1.5*** 14.5 ± 3.1*** 

en)chlorina)5 

Контроль 6.7 ± 0.9 2.5 ± 1.4 

47°С – 6 ч 9.2 ± 1.1 5.8 ± 2.5 

53°С – 6 ч 19.8 ± 1.4*** 11.6 ± 2.9* 

n)chlorina)1 

Контроль 7.3 ± 0.9 8.8 ± 2.4 ̂  

47°С – 6 ч 23.4 ± 1.62*** ̂ ^^ 17.5 ± 3.3* ̂ ^^ 

53°С – 6 ч 29.4 ± 1.4*** ̂ ^^ 23.8 ± 3.7*** 

Примечание. Достоверные отличия по сравнению с контролем: при * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. Достоверные отличия
по сравнению с линией 3629: при ^P < 0.05, ^^^P < 0.001.
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а/b и пониженным содержанием каротиноидов. В
то же время в тканях растений засухоустойчивой
линии Ofanto не обнаружено изменений в уровне
пигментов и их составе [21].

Степень влияния ТС на формирование фото�
синтетического аппарата у трех линий подсол�
нечника различна. Мы провели сравнительный
анализ содержания и накопления фотосинтети�
ческих пигментов в этиолированных семядоль�
ных листьях трех исследуемых линий. В течение
72 ч роста на свету в семядолях проростков линии
3629 происходит постепенное накопление хлоро�
филлов (рис. 1). Содержание пигментов в семядо�
лях ядерного мутанта n�chlorina�1 после 48 ч роста
на свету снижено по сравнению с линией 3629
(рис. 2). Семядоли проростков пластомного му�
танта en�chlorina�5, выращенных при искусствен�
ном освещении, по контрольному содержанию
хлорофиллов превосходят другие линии (рис. 3). 

Воздействие ТС (47°С – 2 ч) на этиолирован�
ные проростки линии 3629 не влияет на последу�
ющее накопление фотосинтетических пигментов
(рис. 1). ТС в режиме 50°С – 2 ч достоверно сни�
жает суммарное содержание Хл а + b; воздействие
более высокой температуры (53 и 56°С) вызывает
сходный эффект. Таким образом, можно заклю�
чить, что для проростков подсолнечника линии
3629 температура 50°С является пороговой, нару�
шающей нормальное формирование фотосинте�
тического аппарата. 

Изменения в накоплении пигментов в этиоли�
рованных семядолях мутанта n�chlorina�1 так же,
как и для линии 3629, отмечены при температуре
не ниже 50°С (рис. 2). Но после действия темпе�
ратуры 53°С и 56°С до 30% проростков линии n�
chlorina�1 погибли в течение 48 ч после оконча�
ния обработки. В целом, сравнивая действие ТС
на этиолированные проростки линий 3629 и
n�chlorina�1, можно отметить одинаковую на�

правленность изменений в содержании пигмен�
тов. Однако у данного мутанта эти изменения но�
сят более глубокий характер.

ТС, независимо от режима, не оказывал влия�
ния на интенсивность накопления пигментов в
этиолированных семядолях проростков пластом�
ного мутанта en�chlorina�5 (рис. 3). Таким обра�
зом, линия, несущая мутацию в цитоплазматиче�
ской ДНК, проявила устойчивость к ТС по интен�
сивности синтеза и накоплению пигментов
фотосинтеза. Неизменный после ТС уровень хло�
рофиллов а + b в семядольных листьях предпола�
гает целостность ферментативных систем, участ�
вующих в биосинтезе хлорофилла и его предше�
ственников, в формировании ультраструктуры
хлоропластов.

Известно, что уровень термотолерантности
является видовым признаком. На Rhamnaceae
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Рис. 1. Динамика накопления хлорофиллов в семя�
дольных листьях проростков подсолнечника линии
3629 после воздействия повышенной температуры.
1 – контроль, 2 – 47°С, 3 – 50°С, 4 – 53°С, 5 – 56°C.
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Рис. 2. Динамика накопления хлорофиллов в семя�
дольных листьях проростков ядерного мутанта n�chlo�
rina�1 после воздействия повышенной температуры.
1 – контроль, 2 – 47°С, 3 – 50°С, 4 – 53°С, 5 – 56°C.
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Рис. 3. Динамика накопления хлорофиллов в семя�
дольных листьях проростков пластомного мутанта еn�
chlorina�5 после воздействия повышенной температу�
ры. 1 – контроль, 2 – 47°С, 3 – 50°С, 4 – 53°С, 5 – 56°C.
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показаны видовые различия в экспрессии низко�
молекулярных хлоропластных БТШ после тепло�
вого шока (45°С) [22]. ТС в режиме 55°С – 1.5 ч
является летальным для 80% проростков Sinapis
alba L. [23]. Авторы объясняют гибель проростков
активацией процессов перекисного окисления
липидов (ПОЛ). Ранее нами было показано, что
ТС не активирует процессы перекисного окисле�
ния липидов в тканях подсолнечника [18] в отли�
чие от других видов растений [24–26]. Синтез и
накопление пигментов в этиолированных про�
ростках подсолнечника также могут осуществ�
ляться при температурах, которые значительно
превышают пороговые значения для других ви�
дов. Так, на этиолированных проростках араби�
допсиса показано, что воздействие температуры
48 или 50°С в течение 30 мин полностью блокиру�
ет накопление хлорофилла и приводит к гибели
проростков [27]. В то же время установлено, что
предварительный нагрев при 38°С индуцирует
формирование “приобретенной термотолерант�
ности” к последующему воздействию более высо�
кой температуры. 

Воздействие ТС в первые часы прорастания
семян подсолнечника влияет на их всхожесть
(рис. 4). ТС в режиме 40°С – 6 ч практически не
снижает всхожести семян линии 3629 и пластом�
ного мутанта. Всхожесть семян ядерного мутанта
достоверно снижена (рис. 4). При повышении
температуры до 45°С показатели всхожести семян
у всех линий резко снижаются. Однако, если у
пластомного мутанта прорастает каждая 4�я се�
мянка, то у исходной линии 3629 – каждая 6�я, а у
ядерного мутанта – одна семянка из 130. Более

того, единичные взошедшие растения ядерного
мутанта погибли на ранних этапах вегетации. Как
было показано ранее, воздействие повышенной
температуры (45°С) замедляет рост растений
вплоть до стадии развития 3–4�й пары листьев
[28]. Температура 50°С (в течение 6 ч) полностью
ингибирует прорастание семян подсолнечника. 

Воздействие ТС на ранних этапах вегетации
индуцирует хлорофилльные мутации у подсол�
нечника. Результаты анализа генетического эф�
фекта ТС (40°С) представлены в табл. 3. Действие
ТС в первые часы прорастания семян подсолнеч�
ника индуцирует появление в М1 растений с из�
мененным содержанием пигментов у всех трех
линий. У ядерного мутанта n�chlorinа�1 ТС инду�

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
3629 en�chlorina�5 n�chlorina�1
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Рис. 4. Всхожесть (%) семян подсолнечника после
воздействия повышенной температуры. 1 – кон�
троль, 2 – ТС (40°С – 6 ч), 3 – ТС (45°С – 6 ч), 4 – ТС
(50°С – 6 ч).

Таблица 3. Частота хлорофилльных аномалий у растений М1 и М2 после действия повышенной температуры (40°С)

Вариант Растения M1 с измененным 
содержанием пигментов, % 

Растения М2 с измененным содержанием пигментов, %

пестролистные летали сhlorina зеленые 

Линия 3629 

Контроль 0 0 0 0 

ТС (0–1 ч) 3.7 0 0 0 

ТС (0–3 ч) 1.5 0.64 ± 0.45 0.32 ± 0.31 35.2 ± 2.70 

ТС (0–6 ч) 0.8 2.8 ± 1.37 0 0

 en)chlorinа)5 

Контроль 0 0 0 0 

ТС (0–1 ч) 2.6 0.45 ± 0.45 0 0 

ТС (0–3 ч) 0.8 0.9 ± 0.87 0 0.9 ± 0.87 

ТС (0–6 ч) 3.8 0 0 0 

n)chlorinа)1 

Контроль 0 0 0 0 

ТС (0–1 ч) 7.0 1.9 ± 1.09 3.8 ± 1.52 0 

ТС (0–3 ч) 4.0 1.5 ± 1.04 0 0 

ТС (0–6 ч) 7.2 0 0 0
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цирует появление помимо пестролистных форм
большого количества леталей (до 50% от общего
числа растений с измененным содержанием пиг�
ментов). В то же время у пластомного мутанта en�
chlorinа�5 не зафиксировано ни одной летальной
формы. 

Анализ растений М2 показал, что воздействие
ТС в течение первого часа прорастания не инду�
цирует хлорофилльных мутантов у линии 3629
(табл. 3): все пестролистные формы М1 оказались
морфозами и в М2 дали нормальное зеленое
потомство. Более длительное температурное воз�
действие (3 или 6 ч) индуцирует появление в М2
хлорофилльных мутантов типа variegated и chlo�
rinа. Необходимо отметить, что ТС не индуцирует
появления летальных форм у линии 3629. Летали
в М2 в варианте 3�часового ТС появились в
потомстве после самоопыления пестролистной
формы из М1. Все мутанты типа chlorinа из М2
принадлежат одной семье, являются потомством
пестролистной формы из М1. В данной семье рас�
тения типа chlorina в М3 не расщеплялись и дава�
ли только светло�зеленое потомство, что может
указывать на ядерную природу мутации. 

У пластомного мутанта en�chlorinа�5 большая
часть индуцированных ТС в М1 пестролистных
форм оказались морфозами. В М2 выявлены еди�
ничные пестролистные хлорины и растения�ре�
вертанты с зеленой окраской листьев (табл. 3).
Пестролистные хлорины после самоопыления
расщеплялись в потомстве на растения типа chlo�
rinа и variegated chlorinа (в М3 и М4). Зеленые ре�
вертантные формы также расщеплялись в потом�
стве на хлорины и зеленые растения. 

Наибольшее число хлорофилльных мутантов в
М2 выявлено у ядерной n�chlorinа�1 (табл. 3).
Данные мутации представлены пестролистными
и летальными формами. При этом отмечено, что
с увеличением продолжительности температур�
ного воздействия уменьшаются частота возник�
новения хлорофилльных аномалий в М1 и часто�
та мутаций в М2. 

Обобщая полученные результаты, можно за�
ключить, что пластомный мутант en�chlorinа�5
проявляет большую толерантность к воздействию
ТС по сравнению с другими линиями подсолнеч�
ника. Данный пластомный мутант характеризует�
ся изменением жирнокислотного состава липи�
дов, активности антиоксидантных ферментов и
уровня продуктов ПОЛ как в корневой меристе�
ме, так и в тканях листа [18, 29]. Это служит осно�
вой для повышения стабильности клеточного
цикла в апикальных клетках корня, резистентно�
сти клеток эпидермиса семядолей к действию ТС,
для повышения стабильности ферментативных
комплексов, формирующих фотосинтетический
аппарат растительной клетки. 

Возможно, что возникновение мутации в хло�
ропластной ДНК повышает разнородность гене�

тической системы клетки, что служит основой
для увеличения адаптивных возможностей за счет
отбора ДНК�содержащих цитоплазматических
органелл, способных не только эффективно
функционировать при отклонении условий от
“нормальных”, но и обеспечивать жизнедеятель�
ность всей сложной иерархической системы рас�
тительной клетки в целом. 
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В работе исследовали влияние повышенной температуры на хлорофилльные мутанты подсолнеч�
ника. В качестве критериев устойчивости использовали уровень аберраций хромосом и митотиче�
ский индекс в корневой апикальной меристеме проростков, уровень безъядерных клеток в эпидер�
мисе семядольных листьев; интенсивность накопления хлорофиллов после действия повышенной
температуры. Кроме того, анализировали частоту растений с измененным содержанием пигментов
в М1 и М2. На основе полученных результатов сделано заключение, что пластомный мутант en:chlo�
rinа�5 проявляет большую толерантность к воздействию повышенной температуры по сравнению с
другими линиями подсолнечника.


