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ВЛИЯНИЕ ПРАЙМИНГА СЕМЯН 5-АМИНОЛЕВУЛИНОВОЙ КИСЛОТОЙ  
НА АДАПТАЦИЮ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА  

РАСТЕНИЙ ЯЧМЕНЯ К ПОЧВЕННОЙ ЗАСУХЕ
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Аннотация. Показано, что прайминг семян 5-аминолевулиновой кислотой существенно влияет на адапта-
ционные механизмы фотосинтетического аппарата листьев растений ячменя сорта Аванс при действии почвенной 
засухи. Предварительная обработка семян 5-аминолевулиновой кислотой в условиях стресса снижает накопление 
в листьях активных форм кислорода и оказывает стабилизирующее действие на пигментный аппарат, поддерживая 
высокое содержание β-каротина. Кроме того, прайминг семян 5-аминолевулиновой кислотой приводит к увеличе-
нию количества белка Lhca2 светособирающего комплекса фотосистемы I, но не оказывает существенного влияния на 
ко личество белков фотосистемы II как при засухе, так и при нормальном поливе, что может способствовать пере-
распределению энергии поглощенных квантов света в пользу фотосистемы I и является эффективным защитным 
механизмом, снижающим фотоповреждение фотосистемы II при окислительном стрессе. Предпосевная обработка 
семян 5-аминолевулиновой кислотой стабилизирует фотохимическую активность фотосистем листьев растений 
ячменя в условиях засухи, уменьшая при этом подавление регулируемой составляющей нефотохимического ту-
шения флуоресценции хлорофилла как важного защитного механизма при стрессе.

Ключевые слова: почвенная засуха; 5-аминолевулиновая кислота; прайминг семян; окислительный стресс; 
активные формы кислорода; фотосинтетический аппарат; ячмень.
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Abstract. It has been shown that seed priming with 5-aminolevulinic acid significantly affects the adaptation mecha-
nisms of the photosynthetic apparatus of leaves of barley plants of the Avans variety under the influence of soil drought. 
Pre-treatment of seeds with 5-aminolevulinic acid under stress conditions reduces the accumulation of reactive oxygen 
species in leaves and has a stabilising effect on the pigment apparatus, maintaining a high β-carotene content. Priming of 
seeds with 5-aminolevulinic acid leads to an increase in the content of the protein Lhca2 of the light-harvesting comp-
lex of photosystem I against the background of the absence of a significant effect of 5-aminolevulinic acid on the content 
of photosystem II proteins both under drought conditions and under normal watering, which can contribute to the redis-
tribution of the energy of absorbed light quanta in benefits photosystem I and is an effective protective mechanism that 
reduces photodamage to photosystem II under oxidative stress. Seed priming with 5-aminolevulinic acid stabilises the 
photochemical activity of barley leaf photosystems under drought conditions, while reducing the suppression of the re-
gulated component of non-photochemical quenching of chlorophyll fluorescence as an important protective mechanism 
under stress.

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

Введение
Глобальное изменение климата отрицательно сказывается на сельскохозяйственном производстве во 

многих регионах планеты [1; 2]. Сопутствующая климатическим изменениям засуха является сегодня 
наиболее значимым стрессовым фактором, способным приводить к образованию в клетках растений 
активных форм кислорода (АФК), таких как синглетный молекулярный кислород (1O2 ), супероксидный 
анион-радикал (O2

• – ), гидроксильный радикал (OH• ) и пероксид водорода (H2O2 ), которые обладают 
высокой реакционной способностью и цитотоксичностью. Накопление в клетках избыточных количеств 
АФК, в свою очередь, служит причиной повреждения биологически важных макромолекул и вызывает 
нарушение ключевых физиолого-биохимических процессов в растительном организме. В таких условиях 
изменяется метаболический и окислительный гомеостаз растительной клетки, что в конечном итоге может 
привести к ее гибели. Кроме того, чрезмерное накопление АФК в листьях растений может вызвать их 
старение из-за распада фотосинтетических пигментов [3]. Степень повреждения растительной клетки 
в результате действия факторов абиотического стресса, в том числе засухи, зависит от продолжитель-
ности воздействия, вида и сорта растения, его стрессоустойчивости [4].

При засухе ключевую роль играют адаптивные механизмы, которые позволяют растению преодоле-
вать стрессовое воздействие [5]. Важным аспектом повышения эффективности сельскохозяйственного 
производства в условиях стремительного изменения климата, в том числе при частых засухах, является 
разработка экологически безопасных регуляторов роста и антистрессоров, позволяющих снизить нега-
тивное воздействие факторов биотического и абиотического стресса. Экзогенное применение различных 
небольших молекул или регуляторов роста – хорошо известный метод повышения устойчивости растений 
к неблагоприятным факторам окружающей среды [6]. Среди множества идентифицированных гормо-
нов, регуляторов роста и развития или малых сигнальных молекул 5-аминолевулиновая кислота (АЛК) 
является эффективной против пагубных последствий, вызываемых у растений абиотическим стрессом, 
в частности засухой [7]. 

Ранее нами было показано, что обработка листьев растений ячменя сорта Аванс, характеризующегося 
относительно низкой засухоустойчивостью, АЛК методом опрыскивания приводит к более интенсивному 
развитию окислительного стресса в растениях данного сорта при действии почвенной засухи, чем в рас-
тениях засухоустойчивого сорта Бровар [8], это указывает на сортоспецифичность действия АЛК при 
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опрыскивании и неэффективность такого способа обработки для неустойчивых к засухе сортов. Одним 
из предполагаемых механизмов, определяющих снижение эффективности данного регулятора роста, 
является усиление в клетках растений менее засухоустойчивых сортов фотоокислительного стресса, 
который наряду со стабилизирующим действием может инициировать АЛК, попадая непосредственно 
в листья при опрыскивании. 

Однако в работах лаборатории биофизики и биохимии растительной клетки Института биофизики 
и клеточной инженерии НАН Беларуси было показано, что альтернативным способом повышения стрес-
соустойчивости сельскохозяйственных культур с использованием АЛК является предпосевная обработка 
(прайминг) семян растворами этого естественного метаболита растительной клетки [9]. Авторы настоя-
щей статьи предполагают, что прайминг семян ячменя сорта Аванс АЛК позволит увеличить устойчивость 
растений этого сорта к действию почвенной засухи путем снижения уровня АФК в клетках раститель-
ного организма и, как следствие, уменьшения окислительного повреждения основных структурных 
компонентов фотосинтетического аппарата (ФСА), а также стабилизации фотохимической активности 
фотосистем в условиях засухи. Такие исследования позволят получить дополнительную информацию 
о механизмах действия АЛК, что в перспективе может лечь в основу разработки новых подходов к по-
вышению урожайности сельскохозяйственных культур при засухе, основанных на применении АЛК как 
эффективного экологически безопасного стрессопротектора и стимулятора роста растений.

Таким образом, актуальной задачей представляется изучение использования прайминга семян АЛК, 
яв ляющейся препаратом естественного происхождения, для повышения продуктивности растений в стрес-
совых условиях, в том числе при засухе, за счет более быстрого развития защитных реакций. Целью 
данной работы было исследование влияния прайминга семян АЛК на адаптацию ФСА растений ячменя 
к засухе.

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

deum vulgare L.) сорта Аванс, выращенные в строго контролируемых лабораторных условиях в режиме 
14 ч света (интенсивность 6 тыс. лк; люминесцентные лампы Philips TL-D 36W/765 (Германия)) и 10 ч 
темноты при температуре (23 ± 1) °С и относительной влажности воздуха (35 ± 2) % при ежедневном 
поливе водопроводной водой и при засухе (растения не поливали с момента посадки). Предпосевную 
обработку семян ячменя проводили в дистиллированной воде (H2Oдист ) или растворе АЛК с концент-
рацией 10 мг/л при температуре (4 ± 2) °С в течение 20 ч. 

Выращивание растений, определение всхожести семян и морфометрических показателей про-
ростков. Исследование влияния засухи на зеленые проростки ячменя проводили с использованием куль-
туры, выращенной в почве. Для этого семена ячменя предварительно проращивали на пластиковых 
асептически обработанных сетках при температуре (23 ± 1) °С в течение 1 сут. Затем отобранные по 
размеру корней семена высаживали в сосуды, заполненные 300 г почвогрунта «Восторг» (ООО «Карио», 
Беларусь) с начальной массовой долей воды (50 ± 1) %, которая на 7-е сутки выращивания в условиях 
засухи снижалась в среднем на (13 ± 1) %. Варианты экспериментов были следующими: 

1) контроль (растения, обработанные методом прайминга семян Н2Одист , ежедневный полив водопро-
водной водой из расчета 25 мл воды на 300 г влажного грунта); 

2) АЛК + Н2О (растения, обработанные методом прайминга семян АЛК, ежедневный полив водопро-
водной водой); 

3) засуха (растения, обработанные методом прайминга семян Н2Одист , без полива);
4) АЛК + засуха (растения, обработанные методом прайминга семян АЛК, без полива). 
Всхожесть семян определяли визуально по наличию либо отсутствию первого листа на 1-е сутки 

после высадки семян в грунт. Длину зеленых проростков измеряли от зерновки через 7 сут после по-
садки в почву.

Определение сухой массы листьев растений ячменя, или массовой доли воды. Сухую массу  
листьев, или массовую долю воды, определяли согласно методу, описанному в работе [10]. Навески листь-
ев растений ячменя массой 1 г помещали в стеклянные бюксы, масса которых предварительно была 
измерена на аналитических весах СЕ224-С (ООО «Сартогосм», Россия). Бюксы с навесками листьев 
помещали в вакуумный сушильный шкаф Vacucell 111 Standard (MMM Medcenter Einrichtungen, Герма-
ния) и высушивали образцы при температуре 100 °С и давлении 0,05 атм в течение 2 ч. Через 1,0; 1,5 
и 2,0 ч от начала сушки бюксы с навесками листьев взвешивали, чтобы зафиксировать сухую массу, 
которая в последних двух измерениях не менялась, что свидетельствовало о полной потере воды об-
разцами. Массовую долю воды рассчитывали по разнице между начальной и конечной массой бюксов 
с образцами.
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Определение общего содержания АФК. Общее содержание АФК определяли in vitro с помощью 
флуоресцентного зонда – 2,7-дихлорфлуоресцеина диацетата (ДХФ-ДА), который после деацетилиро-
вания окисляется до флуоресцентного соединения ДХФ такими АФК, как H2O2, OH•, пероксирадикалы 
(ROO• ) и др. [11]. 

Для получения экстракта навески листьев растений ячменя массой 0,2 г помещали в фарфоровую 
ступку и, приливая 1,6 мл 0,2 н. HClO4, растирали до получения гомогената, который затем центри-
фугировали 10 мин при ускорении 17 000 g и температуре 4 °С, используя центрифугу с охлаждением 
Sigma 1-15K (Германия). Нейтрализацию кислотного значения рН до 7,5–7,6 осуществляли с помощью 
4 моль/л KОН. Затем все пробы инкубировали в термостате при температуре 37 °С в течение 20 мин. 

Определение общего количества АФК проводили, регистрируя флуоресценцию ДХФ (λвозб = 496 нм, 
λнабл = 524 нм). Среда измерения содержала 0,15 моль/л буфер трис-HCl (рН 7,5), нейтрализованный су-
пернатант и 0,5 ммоль/л раствор ДХФ-ДА. Контролем служила проба, состоящая из 0,15 моль/л буфера 
трис-HCl (рН 7,5) и 0,5 ммоль/л раствора ДХФ-ДА [12]. Флуориметрический анализ проводили с ис-
пользованием спектрофлуориметра Solar CM2203 (Беларусь). По количеству образовавшегося в ходе 
реакции ДХФ судили о накоплении АФК. Концентрацию ДХФ рассчитывали в относительных едини-
цах в пересчете на сухую массу растений, контрольный вариант принимали за единицу.

Определение содержания Н2О2 в листьях растений ячменя. Содержание пероксида водорода в экс-
трактах листьев растений ячменя определяли с помощью флуоресцентного метода, в основе которого 
лежит реакция окисления скополетина в присутствии H2O2, катализируемая пероксидазой хрена [13]. 

Навески листьев растений ячменя (0,2 г) помещали в фарфоровую ступку и, приливая 1,6 мл 0,2 н. 
НClO4, растирали до гомогената, который затем центрифугировали в течение 10 мин при ускорении 
17 000 g и температуре 4 °С с использованием центрифуги Sigma 1-15K. Для нейтрализации кислотного 
значения рН супернатанта добавляли 4 моль/л KОН и центрифугировали 5 мин при ускорении 17 000 g 
и температуре 4 °С. 

Определение содержания H2O2 проводили, регистрируя убыль флуоресценции скополетина (λвозб = 
= 370 нм, λнабл = 464 нм) на спектрофлуориметре Solar CM2203. Среда измерения содержания Н2О2 со-
стояла из 0,1 моль/л буфера трис-HCl (рН 7,0), раствора пероксидазы хрена (200 ед. на 1 мл) и 0,1 ммоль/л 
раствора скополетина. Реакцию запускали добавлением нейтрализованного супернатанта. Первым контро-
лем служила проба, состоящая из 0,1 моль/л буфера трис-HCl и супернатанта, вторым контролем – проба, 
состоящая из 0,1 моль/л буфера трис-HCl, раствора пероксидазы хрена (5 ед. на 10 мкл) и 0,1 ммоль/л 
раствора скополетина. Концентрацию пероксида водорода рассчитывали в относительных единицах 
в пересчете на сухую массу растений, контрольный вариант принимали за единицу [14].

Определение содержания хлорофиллов (Хл), феофитинов (Фео) и каротиноидов (Кар). Cодержа-
ние Хл a и Хл b, Фео a и Фео b, а также Кар в листьях растений ячменя определяли с помощью высоко-
эффективного жидкостного хроматографа (ВЭЖХ) Shimadzu LC-20 Prominence (Япония) с хромато-
графической колонкой Nucleodur C18 Gravity (тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы 
Macherey-Nagel (Германия) по методике, разработанной в лаборатории биофизики и биохимии расти-
тельной клетки Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси согласно работам [15; 16].

Экстракцию пигментов из растений осуществляли с помощью 100 % ацетона. Разделение пигментов 
на колонке проводили с использованием раствора А (ацетонитрил 90,0 %, вода 9,9 %, триэтиламин 0,1 %) 
и раствора Б (этилацетат 100 %) со скоростью потока 0,5 мл/мин. Пигменты регистрировали с помощью 
спектрофотометрического детектора с диодной матрицей Shimadzu SPD-M20A (Япония) в диапазоне длин 
волн 200–800 нм. Визуализацию профиля хроматограммы осуществляли по спектрам поглощения при 
длине волны 440 нм (для Хл a и Хл b, а также Кар) и 410 нм (для Фео a и Фео b). Для количественного 
определения пигментов использовали площади пиков хроматограммы и коэффициенты, полученные 
для каждого пигмента с помощью стандартов. Расчет содержания пигментов производили по формуле
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где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при длине вол-
ны 440 нм (410 нм для Фео); Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета; V – объем супернатанта, мкл; 
Vаликв – аликвота, мкл; m – масса навески, г.

В работе были использованы следующие реагенты: ацетон квалификации «х. ч.» (≥ 99,8 %) произ-
водства АО «Экос-1» (Россия), ацетонитрил для ВЭЖХ (≥ 99,9 %) и этилацетат для ВЭЖХ (≥ 99,7 %) 
производства компании Honeywell (Германия), триэтиламин (≥ 99,5 %) производства фирмы AppliChem 
(Германия), стандарты фотосинтетических пигментов производства компании Sigma-Aldrich (Германия). 
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Определение содержания белковых компонентов пигмент-белковых комплексов фотосистем 
с помощью вестерн-блоттинга. Выделение из растений белков, их электрофоретическое разделение 
в полиакриламидном геле и вестерн-блоттинг выполняли, как описано в работе [17]. Навеску листьев 
растений ячменя массой 0,1 г растирали в жидком азоте до порошка, переносили в пробирку типа «эп-
пендорф», приливали среду выделения, содержащую 56 ммоль/л дитиотреитола, 56 ммоль/л Na2CO3, 
12 % сахарозы, 2 ммоль/л этилендиаминтетраацилацетата, 2 % додецилсульфата натрия, и тщательно 
перемешивали, используя вортекс Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, США). После этого пробы в тече-
ние 10 мин инкубировали при температуре 80 °С на термошейкере TS-100 (Biosan, Латвия). Затем снова 
перемешивали и центрифугировали 5 мин при ускорении 17 000 g на центрифуге Biofuge Pico (Thermo 
Fisher Scientific, США). В полученном экстракте определяли содержание белка по методу Брэдфорда [18] 
и при необходимости разбавляли пробы буфером для экстракции в целях выравнивания в них содержа-
ния белка. 

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

Иммунохимическое окрашивание белков, иммобилизованных на нитроцеллюлозной мембране, прово-
дили с помощью поликлональных антител фирмы Agrisera (Швеция) к белку D1 реакционного цент-
ра (РЦ) фотосистемы II (ФС II) (PsbA), а также к белкам светособирающего комплекса (ССК) фотосис-
темы I (ФС I) (Lhca2) и ФС II (Lhcb2 и Lhcb4). Количество белков рассчитывали денситометрически 
в относительных единицах по площади и интенсивности полос после их визуализации, используя про-
грамму TotalLab (версия 2.01). 

Измерение индукции флуоресценции Хл и редокс-состояния первичного донора ФС I (P700). 
Фотохимическую активность фотосистем листьев растений ячменя регистрировали с помощью измеритель-
ного комплекса Dual-PAM-100 (Heinz Walz, Германия) с модулем регистрации флуоресценции ФС II и двух-
волновым (830 и 875 нм) модулем регистрации сигнала Р700 [19]. Параметры активности ФС I и ФС II 
листьев растений ячменя рассчитывали согласно работе [20]. Темновую адаптацию листьев осуществляли 
в течение 15 мин. Интенсивность измерительного света составляла 0,048 мкмоль квантов на 1 м 2 за 1 с 
(λвозб = 460 нм), интенсивность актиничного (фотосинтетически активного) света – 131 мкмоль квантов 
на 1 м 2 за 1 с, интенсивность насыщающих вспышек – 10 000 мкмоль квантов на 1 м 2 за 1 с. В качестве 
актиничного света использовали излучение с длиной волны 635 нм. Регистрировали фоновую флуорес-
ценцию Хл после темновой адаптации (F0 ) и при включении актиничного света ( ),′F0  максимальный уро-
вень флуоресценции (Fm ), а также изменение интенсивности флуоресценции с уровня F до уровня  ′Fm 
после насыщающей вспышки на фоне действия актиничного света. Рассчитывали вариабельную флуо-
ресценцию (Fv = Fm – F0 ), потенциальный квантовый выход фотохимии ФС II ( ),
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 тушения флуоресценции Хл, а также скорость транспорта электронов 

(ETR (I) = Y (I) ⋅ PAR ⋅ c ⋅ 0,5, ETR (II) = Y (II) ⋅ PAR ⋅ c ⋅ 0,5, где PAR – интенсивность фотосинтетиче-
ски активной радиации (131 мкмоль квантов на 1 м 2 за 1 с); c – часть абсорбированного света (84 %); 
0,5 – часть фотосинтетически активной радиации, приходящейся на одну фотосистему [21; 22]). Пара-
метр NPQ, который является мерой нефотохимического тушения флуоресценции, отражающей подав-
ление ФС II как защитный механизм от избыточной интенсивности света, рассчитывали по формуле 

NPQ �
� �
�

F F
F

m m

m
 [23].

Для оценки редокс-состояния РЦ ФС I регистрировали сигнал Р700 (P), который представляет собой 
разницу между интенсивностями модулированного измерительного света с длинами волн 875 и 830 нм 
(∆(I875 – I830 )), достигающего фотодетектора, и может варьировать от минимального (P700 полностью 
восстановлен) до максимального (P700 полностью окислен) уровня. Значение Pm (P700 полностью окис-
лен) было определено с помощью насыщающей вспышки (10 000 мкмоль квантов на 1м 2 за 1 с) после 
предварительного освещения листа дальнекрасным светом (730 нм), поглощаемым ФС I. Значение  ′Pm 
определяли аналогично значению Pm, но с использованием в качестве фонового актиничного света (635 нм) 
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вместо дальнекрасного. Эффективный квантовый выход фотохимии ФС I ( ( ) )Y P P
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P700, который не может быть окислен насыщающей вспышкой в данном состоянии из-за отсутствия 
окисленных акцепторов [22].

Световые кривые для ETR (I) и ETR (II) регистрировали при интенсивностях актиничного света 11; 18; 
27; 58; 100; 131; 221; 344; 536 и 830 мкмоль квантов на 1 м 2 за 1 с (длина интервала между насыщаю щими 
вспышками составляла 30 с).

Статистическая обработка полученных результатов. Для статистической обработки эксперимен-
тальных данных и регистрации полученных результатов использовали программы Excel 2019 (Microsoft) 
и SigmaPlot (версия 12.5) (Systat Software), а также статистические методы, принятые в области биоло-
гических исследований1. Основными статистическими характеристиками служили среднее значение (х), 
среднеквадратическое отклонение (s), ошибка средней величины (Sx ). На графиках и в таблицах при-
ведены средние значения и ошибки средней величины (х ± Sx ). Достоверность различий между вариан-
тами определяли с учетом коэффициента Стьюдента (t) для принятого уровня значимости ( p ≤ 0,05) 
и данного числа степеней свободы (df  ). Все описанные в работе эксперименты проводили в 3–7-кратной 
биологической повторности на 7-е сутки после высадки пророщенных семян в почву.

Результаты и их обсуждение
Влияние прайминга семян АЛК на морфофизиологические показатели проростков ячменя, 

выращенных в условиях почвенной засухи. В рамках проведенных опытов было проанализировано 
воздействие почвенной засухи на всхожесть семян, морфометрические показатели растений и содержа-
ние воды в проростках ячменя в случае предпосевной обработки семян АЛК в концентрации 10 мг/л.

Так, в ходе исследования была выявлена высокая (более 95 %) всхожесть семян сорта Аванс неза-
висимо от условий выращивания и праймирования (табл. 1). Достоверных различий между всхожестью 
семян в экспериментальных и контрольных вариантах не зафиксировано.

Та бл и ц а   1
Всхожесть семян ячменя сорта Аванс,  

обработанных АЛК методом прайминга
Ta b l e   1

Germination of barley seeds of the Avans variety treated  
with 5-aminolevulinic acid (ALA) using the priming method

Вариант
Общее  

количество  
семян

Количество  
взошедших  

семян
Всхожесть, %

Контроль 130 126 96,9 ± 1,4
АЛК + Н2О 130 126 96,9 ± 1,4
Засуха 130 124 95,4 ± 1,9
АЛК + засуха 130 124 95,4 ± 1,9

Изучение морфометрических показателей первого листа растений ячменя, определяемых по длине 
проростков от зерновки, показало, что дефицит воды приводит к достоверному уменьшению длины про-
ростков (в среднем на 13 %) у необработанных и обработанных АЛК методом прайминга семян растений 
ячменя сорта Аванс по сравнению с длиной проростков у контрольных растений (табл. 2).

Анализ массовой доли воды в проростках ячменя показал незначительное, но достоверное сниже-
ние этого показателя в условиях засухи (в среднем на 2 % по сравнению с растениями, выращенными 
при нормальном поливе (см. табл. 2)).

1Рокицкий П. Ф. Биологическая статистика : учеб. пособие для биол. фак. ун-тов. 3-е изд., испр. Минск : Выш. шк., 1973. 
С. 28–50.
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Та бл и ц а   2
Изменение длины 7-дневных проростков ячменя  
сорта Аванс, а также массовой доли воды в них  

под влиянием почвенной засухи
Ta b l e   2

Changes in the length of 7-day-old barley seedlings  
of the Avans variety, as well as the mass fraction of water in them  

under the influence of soil drought

Вариант Длина проростков  
от зерновки, см

Массовая  
доля воды, %

Контроль 15,1 ± 0,2 91,9 ± 0,2
АЛК + Н2О 15,3 ± 0,2 91,9 ± 0,1
Засуха 13,1 ± 0,2* 90,0 ± 0,1*
АЛК + засуха 13,3 ± 0,2* 90,1 ± 0,2*
*Достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).

Отметим, что прайминг семян АЛК не оказывает существенного влияния на морфометрические по-
казатели растений ячменя сорта Аванс как при почвенной засухе, так и при нормальном водообеспечении. 

Влияние прайминга семян АЛК на накопление АФК в листьях растений ячменя, выращен-
ных в условиях почвенной засухи. Для оценки степени стрессового воздействия на растения ячменя 
почвенной засухи было проанализировано накопление в листьях опытных и контрольных вариантов 
АФК (их общее количество и содержание Н2О2 в отдельности). 

Установлено, что предпосевная обработка семян ячменя сорта Аванс раствором АЛК с концентра-
цией 10 мг/л приводит к снижению общего уровня АФК на 13 % по сравнению с контролем для вариан-
та «АЛК + Н2О» и на 19 % по сравнению с вариантом «засуха» для варианта «АЛК + засуха» (рис. 1, а), 
это указывает на снижение степени окислительного стресса в растительной клетке и способствует по-
вышению устойчивости растений ячменя к засухе, чего не наблюдалось при обработке растений АЛК 
методом опрыскивания [8].

При анализе данных накопления H2O2 в растениях ячменя установлено отсутствие изменения его 
количества на фоне увеличения общего уровня АФК при действии почвенной засухи (рис. 1, б ), что, 
вероятно, указывает на инициацию окислительного стресса по пути образования синглетного кислорода, 
а не супероксидного радикала, являющегося предшественником H2O2. Прайминг семян ячменя АЛК 
также не влиял на накопление H2O2 ни при нормальном поливе, ни при засухе.

Рис. 1. Влияние предпосевной обработки семян АЛК  
на накопление в листьях растений ячменя сорта Аванс АФК (а) и Н2О2 (б ). 

Знаком * отмечены достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05)
Fig. 1. The influence of pre-sowing treatment of seeds with ALA  

on the accumulation of reactive oxygen species (a) and H2O2 (b) in leaves of barley plants of the Avans variety. 
The sign * indicates significant differences compared with the control ( p ≤ 0.05)
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Дальнейшие исследования были направлены на выявление особенностей ответа хлоропластных ком-
понентов при действии почвенной засухи на растения ячменя, обработанные АЛК методом прайминга 
семян.

Влияние прайминга семян АЛК на содержание Хл, Фео и Кар в листьях растений ячменя, 
выращенных в условиях почвенной засухи. С помощью ВЭЖХ был проанализирован качественный 
и количественный состав фотосинтетических пигментов листьев растений ячменя сорта Аванс в условиях 
почвенной засухи. Анализ пигментных экстрактов позволил выявить во всех исследуемых вариан тах 
наличие Кар (неоксантина, виолаксантина, лютеина и β-каротина), а также Хл a и Хл b, Фео a и следо-
вые количества Фео b [15]. 

Ранее нами было показано, что обработка растений ячменя сорта Аванс раствором АЛК с концентра-
цией 10 мг/л методом опрыскивания в условиях засухи отрицательно влияла на накопление пигментов 
в растительных клетках и приводила к снижению содержания хлорофилльных пигментов по сравнению 
с их содержанием в необработанных раствором АЛК растениях [8]. По этой причине в ходе данного ис-
следования изучалось изменение содержания Хл а и Хл b, а также Кар в 7-дневных проростках ячменя, 
выращенных в условиях дефицита влаги в почве, после прайминга семян АЛК.

Установлено, что предпосевная обработка семян ячменя сорта Аванс раствором АЛК с концентра-
цией 10 мг/л не приводила к значительным изменениям общего содержания Хл (Хл a + Хл b) относи-
тельно контроля (табл. 3). При этом стоит отметить, что при обработке растений ячменя раствором АЛК 
методом прайминга семян наблюдается незначительное (на 3 %) снижение соотношения Хл а : Хл b 
(см. табл. 3), это может быть следствием изменения соотношения пигментов в светособирающей ан-
тенне фотосистемы.

Та бл и ц а   3
Изменение содержания Хл, Фео и Кар в листьях растений ячменя сорта Аванс,  

обработанных АЛК методом прайминга семян, в условиях почвенной засухи
Ta b l e   3

Changes in the content of chlorophylls, pheophytins and carotenoids  
in the leaves of barley plants of the Avans variety treated  

with ALA seed priming under soil drought conditions

Вариант
Содержание, мкг/г сухой массы

Неоксантин Виолаксантин Лютеин Хл a Хл b Фео а β-Каротин

Контроль 722 ± 22 302 ± 13 19 628 ± 80 19 729 ± 769 8333 ± 364 121 ± 7 2649 ± 106
АЛК + Н2О 667 ± 16* 288 ± 7 1856 ± 83 18 721 ± 813 7882 ± 362 113 ± 5 2488 ± 117
Засуха 622 ± 24* 222 ± 7* 1860 ± 33 18 366 ± 316 7899 ± 123 120 ± 8 2431 ± 49*
АЛК + засуха 629 ± 25* 234 ± 9* 1872 ± 69 18 519 ± 687 7934 ± 301 120 ± 6 2454 ± 101
*Достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).

Также было проанализировано влияние недостатка воды в почве на содержание Кар (см. табл. 3). 
Установлено, что растения ячменя сорта Аванс, выращенные в условиях почвенной засухи, отли чаются 
от контроля пониженным содержанием данных соединений в среднем на 8 и 10 % при наличии и от-
сутствии предпосевной обработки семян АЛК соответственно. При этом наблюдается уменьшение ко-
личества ксантофилов неоксантина и виолаксантина. Достоверное снижение содержания β-каротина 
зарегистрировано только в варианте «засуха». Содержание Фео а в опыте достоверно не изменялось.

В целом приведенные выше данные указывают на то, что в отличие от метода опрыскивания листьев 
растений [8] прайминг семян АЛК не оказывает негативного влияния на содержание фотосинтетиче-
ских пигментов Хл а и Хл b, а также β-каротина в растениях ячменя сорта Аванс при действии засухи: 
достоверных различий в их содержании между контрольными и опытными растениями не выявлено.

Влияние прайминга семян АЛК на содержание структурных белков фотосистем в листьях рас-
тений ячменя, выращенных в условиях почвенной засухи. Для определения количества основных 
структурных белков фотосистем в листьях проростков ячменя, обработанных АЛК методом прайминга 
семян, в условиях засухи проводили вестерн-блоттинг с использованием антител к белкам PsbA (белок D1 
РЦ ФС II), Lhcb2 и Lhcb4 (белки антенны ФС II), а также Lhca2 (белок антенны ФС I). 

Анализ содержания структурных белков ФС II (PsbA, Lhcb2 и Lhcb4) и ФС I (Lhca2) в листьях рас-
тений ячменя сорта Аванс как при наличии предпосевной обработки семян АЛК, так и без нее показал, 
что синтез белков внешней антенны ФС II (Lhcb2 и Lhcb4) во всех вариантах оставался в пределах конт-
роля (рис. 2). При этом отмечено некоторое снижение содержания белка РЦ ФС II (PsbA) в растениях, 
выращенных в условиях засухи (на 14 % в варианте «засуха» и на 7 % в варианте «АЛК + засуха»),  
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по сравнению с контролем, что может указывать на стабилизирующее действие прайминга семян АЛК 
в регуляции работы ФСА растений при недостатке влаги в почве. В то же время отмечено увеличение 
количества белка антенны ФС I (Lhca2) в растениях ячменя, обработанных АЛК методом прайминга 
семян (как при нормальном поливе, так и при засухе), в среднем на 15 % по сравнению с контрольным 
вариантом. Повышение содержания данного белка ССК ФС I на фоне отсутствия существенного влия-
ния АЛК на содержание белков ФС II может способствовать перераспределению энергии поглощенных 
квантов света в пользу ФС I, что является эффективным защитным механизмом, снижающим фотопо-
вреждение ФС II в условиях засухи.

Влияние прайминга семян АЛК на фотохимическую активность фотосистем листьев растений 
ячменя, выращенных в условиях почвенной засухи. Установлено, что прайминг семян АЛК при 
действии засухи приводит к достоверному снижению уровня фоновой флуоресценции Хл (F0 ) и макси-
мального уровня флуоресценции (Fm ) адаптированных к темноте листьев растений ячменя в среднем 
на 20 % по сравнению с контролем (табл. 4). Такая же тенденция к снижению (в среднем на 11 %) за-
регистрирована для уровня сигнала Р700 (параметры Pm и  ′Pm ), что, вероятно, связано с адаптивным из-
менением структуры хлорофилльных пигментов в фотосинтетических мембранах в ответ на почвенную 
засуху для предотвращения повреждения ФСА. 

Анализ параметров, характеризующих фотохимическую активность фотосистем, – потенциального 
квантового выхода фотохимии ФС II ( ),

F
F
v

m
 эффективного квантового выхода фотохимии ФС II (Y (II)) 

и ФС I (Y (I)), значений Y ( ND), Y ( NA), коэффициента фотохимического тушения флуоресценции Хл (qP), 
а также скорости транспорта электронов (ETR (I) и ETR (II)) – не выявил достоверного влияния на них 
засухи при прайминге семян АЛК, что указывает на отсутствие нарушения работы ССК и электрон-транс-
портной цепи хлоропластов в условиях стресса (см. табл. 4). При этом важно отметить, что в варианте 
«АЛК + Н2О» зарегистрировано достоверное увеличение показателей Y (I) и ETR (I), это согласуется 
с данными вестерн-блоттинга (см. рис. 2), демонстрирующими увеличение при прайминге семян АЛК 
количества белка Lhca2 ССК ФС I. В варианте «засуха» показатели Y (I) и ETR (I), наоборот, снижались 
по отношению к контролю, что указывает на подавление в условиях стресса фотохимической активности 
ФС I. Однако при использовании АЛК (вариант «АЛК + засуха») негативное влияние засухи нивелиро-
валось: показатели Y (I) и ETR (I) соответствовали контролю. 

Рис. 2. Содержание белков пигмент-белковых комплексов ФС I и ФС II  
в листьях растений ячменя сорта Аванс, обработанных АЛК методом  

прайминга семян, в условиях почвенной засухи.  
Контроль принят за единицу и представлен в виде базовой линии.  

Знаком * отмечены достоверные различия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05)
Fig. 2. Content of proteins of pigment-protein complexes of photosystem I and photosystem II  

in leaves of barley plants of the Avans variety treated with ALA  
seed priming under soil drought conditions.  

Control is taken as one and represented by the baseline. 
The sign * indicates significant differences compared with the control ( p ≤ 0.05)
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Метод индукции флуоресценции Хл, кроме фотохимической активности фотосистем, позволяет также 
оценить вклад в тушение флуоресценции нефотохимических процессов. Показатели qN и NPQ являются 
мерой нефотохимического тушения флуоресценции Хл, отражая его общую и регулируемую состав-
ляющие соответственно. Согласно полученным данным (см. табл. 4) для всех вариантов экспериментов 
общая составляющая нефотохимического тушения флуоресценции Хл (qN ) практически полностью 
определяется его регулируемой составляющей (NPQ), что указывает на отсутствие либо крайне малый 
вклад нерегулируемой диссипации энергии в фотосинтетической мембране, которая обычно является 
следствием деструктивных процессов [21; 23]. Регулируемая диссипация энергии обусловлена в ос-
новном работой ксантофилового цикла [24]. При этом в условиях засухи достоверно регистрируется 
уменьшение значений qN и NPQ на 12 и 19 % относительно контроля соответственно. Снижение па-
раметров нефотохимического тушения флуоресценции Хл, в большей степени его регулируемой со-
ставляющей (NPQ), при засухе может быть обусловлено уменьшением содержания в листьях растений 
ячменя ксантофиловых Кар – неоксантина и виолаксантина (см. табл. 3). При обработке семян АЛК 
в условиях засухи снижение параметров qN и NPQ было несколько меньшим, чем без использования 
АЛК, а именно 8 и 11 % по отношению к контролю соответственно, что также коррелирует с данными  
об уменьшении содержания ксантофиловых Кар, которое для варианта «АЛК + засуха» было менее 
значительным, чем для варианта «засуха».

Та бл и ц а   4
Параметры индукции флуоресценции Хл  

и Р700 в листьях растений ячменя, обработанных АЛК методом прайминга семян,  
в нормальных условиях (контроль) и при засухе

Ta b l e   4
Parameters of fluorescence induction of chlorophyll and P700  

in leaves of barley plants treated with ALA seed priming  
under normal conditions (control) and under drought

Параметры
Вариант

Контроль АЛК + Н2О Засуха АЛК + засуха

F0 0,81 ± 0,02 0,80 ± 0,02 0,64 ± 0,01* 0,69 ± 0,03*

Fm 4,18 ± 0,11 4,24 ± 0,12 3,28 ± 0,08* 3,49 ± 0,11*

F
F
v

m
0,81 ± 0,01 0,81 ± 0,01 0,81 ± 0,01 0,80 ± 0,01

Y (II) 0,68 ± 0,01 0,68 ± 0,01 0,67 ± 0,01 0,69 ± 0,01

ETR (II) 37,43 ± 0,08 37,49 ± 0,12 36,94 ± 0,32 37,74 ± 0,14

Y ( NO) 0,25 ± 0,01 0,25 ± 0,01 0,27 ± 0,01 0,26 ± 0,01

Y ( NPQ) 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01

NPQ 0,26 ± 0,01 0,28 ± 0,01 0,21 ± 0,01* 0,23 ± 0,01*

qN 0,24 ± 0,01 0,26 ± 0,01 0,21 ± 0,01* 0,22 ± 0,01

qP 0,89 ± 0,01 0,88 ± 0,01 0,88 ± 0,01 0,90 ± 0,01

1 – qP 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,10 ± 0,01

Pm 1,58 ± 0,08 1,49 ± 0,08 1,40 ± 0,07* 1,38 ± 0,06*

′Pm 1,41 ± 0,04 1,36 ± 0,03 1,25 ± 0,03* 1,25 ± 0,02*

Y (I) 0,85 ± 0,01 0,88 ± 0,01* 0,82 ± 0,01* 0,85 ± 0,01

ETR (I) 46,85 ± 0,20 48,20 ± 0,17* 45,33 ± 0,27* 46,92 ± 0,17

Y ( ND) 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,07 ± 0,01* 0,05 ± 0,01

Y ( NA) 0,11 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,10 ± 0,01
Прим еч а н и я: 1. Параметры Y ( NPQ) и Y ( NO) – квантовые выходы регулируемой и нерегу-

лируемой диссипации энергии в ФС II соответственно. 2. Знаком * отмечены достоверные разли-
чия по сравнению с контролем ( p ≤ 0,05).
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Приведенные данные указывают на то, что прайминг семян АЛК способствует поддержанию стабиль-
ного функционирования ФСА растений ячменя в условиях засухи, обеспечивая устойчивость фотохими-
ческой активности фотосистем и при этом снижая подавление регулируемой составляющей нефотохи-
мического тушения флуоресценции Хл как важного защитного механизма при стрессе.

Заключение
Таким образом, прайминг семян АЛК приводит к уменьшению в листьях растений ячменя общего 

содержания АФК (на 13 % по сравнению с контролем для варианта «АЛК + Н2О» и на 19 % по срав-
нению с вариантом «засуха» для варианта «АЛК + засуха»), что указывает на снижение степени окис-
лительного стресса в растительной клетке и способствует повышению устойчивости растений ячменя 
сорта Аванс к засухе.

Показано, что прайминг семян АЛК, в отличие от метода опрыскивания листьев растений, не ока-
зывает негативного влияния на содержание в листьях растений ячменя сорта Аванс фотосинтетиче-
ских пигментов Хл а и Хл b, а также β-каротина при действии засухи. При этом снижение содержания 
ксантофиловых Кар (неоксантина и виолаксантина), зафиксированное в условиях засухи, было менее 
значительным при использовании АЛК, а снижения содержания β-каротина не наблюдалось, что сви-
детельствует о стабилизирующем действии АЛК на пигментный аппарат.

Установлено, что прайминг семян АЛК приводит к увеличению количества белка Lhca2 ССК ФС I 
на фоне отсутствия существенного влияния АЛК на содержание белков ФС II как при засухе, так и при 
нормальном поливе. Данное обстоятельство может способствовать перераспределению энергии по-
глощенных квантов света в пользу ФС I и является эффективным защитным механизмом, снижающим 
фотоповреждение ФС II при окислительном стрессе.

Отмечено, что прайминг семян АЛК способствует поддержанию стабильного функционирования ФСА 
растений ячменя в условиях засухи, обеспечивая устойчивость фотохимической активности фотосистем 
и при этом снижая подавление регулируемой составляющей нефотохимического тушения флуоресцен-
ции Хл как важного защитного механизма при стрессе.
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