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Проведено исследование накопления антоциановых пигментов, хлорофилла и каротиноидов в листьях зеленых и альбиносных проростков ячменя обыкновенного, экспонируемых при различных световых режимах и субстратах. Показано, что увеличение интенсивности света вызывает усиление накопления антоцианов как в зеленых, так и в альбиносных листьях ячменя, но в меньшей степени, что может отражать частичную зависимость биосинтеза антоцианов от накопления хлорофилла, уровень которого уменьшается при увеличении интенсивности света или в результате действия ингибитора биосинтеза зеленых пигментов – стрептомицина.
Антоцианы – пигменты из группы водно-растворимых флавоноидов, содержащихся в клеточном соке цветов, плодов и листьев растений, окрашивающих их в красный, фиолетовый, голубой цвета и их различные сочетания [1].
Синтезируются данные соединения в цитоплазме и депонируются в клеточные вакуоли при помощи глутатионовой помпы [2]. Антоцианы обнаружены в специальных везикулах – антоцианопластах, хлоропластах, а также в кристаллическом виде в плазме некоторых видов лука и клеточном соке плодов апельсина [3].
Общеизвестный факт активации биосинтеза антоцианов у растений в стрессовых условиях еще не получил глубокого физиолого-биохимического обоснования. Возможно, что антоцианы не несут никакой функциональной нагрузки, а синтезируются как конечный продукт насыщенного флавоноидного пути, получившего вакуолярное ответвление с целью конечного депонирования ненужных растению фенольных соединений.
С другой стороны, антоциановая индукция, вызванная определенными факторами окружающей среды [4], а также предсказуемость появления антоцианинов из года в год в периоды специфических этапов развития листа, их яркая выраженность в особых экологических нишах [5], возможно, способствуют адаптации растительных организмов к тем или иным стрессовым условиям.
В обычных условиях биосинтез антоцианов и зеленых пигментов идет более или менее параллельно, о чем может свидетельствовать сходный характер накопления этих веществ в растениях при воздействии светом на разных этапах развития [6].
Данные о характере накопления антоциановых пигментов в условиях ингибирования биосинтеза основных фотосинтетических пигментов отсутствуют.
В связи с этим целью данной работы явилось изучение биосинтеза антоциановых пигментов в альбиносных и зеленых проростках ячменя. Исследовалось влияние света различной интенсивности на накопление данных пигментов.
Для реализации данной цели нами изучалось содержание антоцианинов, хлорофилла а, хлорофилла b, каротиноидов в зеленых и альбиносных листьях ячменя обыкновенного.
Кроме этого изучалось влияние возможного субстрата биосинтеза антоцианов на их накопление в условиях различного освещения.
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В качестве объекта исследования использовали 6 – 20‑дневные зеленые проростки ячменя обыкновенного (Hordeum vulgare L.) сорта Роланд, а также альбиносные проростки, полученные из семян предварительно обработанных 0,25%-ным раствором стрептомицина, первые листья которых в нижней части (2/3 листа) не синтезировали зеленых пигментов [7]. Растения выращивались при постоянном освещении светом люминесцентных ламп ЛБУ-30 в установке ТКШ-1 Флора, при интенсивности света 5 Дж/м2с, при 18 – 22 С.
Для анализа пигментов у альбиносных проростков использовали непигментированную часть, а у зеленых – соответствующий ей нижний участок листа. Срезанные участки листьев основаниями помещались в воду или в 1%-ный раствор глюкозы (альбиносы) и освещались полихроматическим светом различной интенсивности (5 – 25 Дж/м2с) в течение 48 часов, контрольные – находились в темноте.
Перед опытом растения выдерживались в темноте в течение 24 часов. По истечении времени освещения исследуемых листьев растений определялся уровень антоцианов [8], хлорофилла и каротиноидов спектрофотометрическим методом [9].
Полученные данные обработаны статистически. На рисунках представлены средние арифметические значения из 3 – 6 независимых экспериментов, каждый из которых проведен в трехкратной биологической повторности, их средние квадратичные отклонения, а также кривые аппроксимаций графиков прямых функциональных зависимостей данных величин, их уравнения и величины достоверности аппроксимаций (R^2).
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Данные, полученные в экспериментах с использованием альбиносных и зеленых растений, показывают, что ингибирование биосинтеза основных фотосинтетических пигментов не затрагивает биосинтез антоцианов в первые дни культивирования (6 – 10 дней). Показано одновременное снижение содержания антоцианов как в альбиносных, так и в зеленых проростках ячменя обыкновенного. В дальнейшем, начиная с 10 – 12-го дня, разница в содержании антоцианов у различно пигментированных растений становилась более заметной и статистически достоверной, достигая максимума к 20-му дню.
Обнаружено более резкое снижение содержания антоцианинов в альбиносных проростках по сравнению с зелеными аналогами: содержание данных пигментов в зеленых листьях ячменя обыкновенного превосходило в 2,9 раза аналогичный уровень в альбиносах (рис. 1).
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Рис. 1. Биосинтез антоциановых пигментов
в зеленых и альбиносных проростках ячменя обыкновенного,
выращенных при интенсивности света 5 Дж/м2с

Проведённые эксперименты по изучению влияния полихроматического света на образование антоциановых пигментов в альбиносных и зеленых участках ячменя показали зависимость образования этих пигментов от величины интенсивности светового потока. Динамика накопления антоцианов в листьях исследуемых растений на свету различной интенсивности представлена на рисунках 2 и 3. Показано, что стимуляция накопления антоцианов нарастает с повышением интенсивности света и превосходит исходный уровень при максимально использованной интенсивности света в 25 Дж/м2с в зеленых листьях – в 2,8 и в альбиносах – 2,3 раза (рис. 2).
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Рис. 2. Влияние условий освещения 
на биосинтез антоцианинов в 20-дневных зеленых и альбиносных
проростках ячменя обыкновенного, экспозиция 48 часов

Кроме того, отмечено усиление накопления антоцианов в альбиносных листьях в присутствии субстрата гликолиза – 1%-ного раствора глюкозы – по сравнению с аналогичными листьями, находящимися на воде при увеличении интенсивности полихроматического света. Наблюдалось возрастание уровня антоцианов в 1,6 раза при максимально использованной интенсивности света в 25 Дж/м2с (рис. 3). Таким образом, свет стимулирует накопление антоциановых пигментов как в зелёных листьях растений, так и в альбиносных, хотя и в меньшей степени, а при добавлении возможного субстрата биосинтеза антоцианов [10] еще и в большей степени.
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Рис. 3. Биосинтез антоциановых пигментов в 20-дневных альбиносных проростках ячменя обыкновенного на разных субстратах, экспозиция 48 часов
Исследование уровня основных фотосинтетических пигментов в листьях растений, имеющих измененный пигментный состав вследствие действия стрептомицина, показало подавление синтеза хлорофиллов и каротиноидных пигментов (рис. 4). Так, например, содержание хлорофилла а и b в зеленых листьях ячменя превышало аналогичные показатели в альбиносах в 73,8 и 7,2 раза соответственно, каротиноидов – в 19,6 раза. Увеличение интенсивности света вызывает незначительное увеличение уровня как хлорофилла а, так и хлорофилла b в альбиносных листьях ячменя, в отличие от зеленых, где их уровень понижается (рис. 5).
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Рис. 4. Влияние освещения на биосинтез пигментов
в 20-дневных альбиносных проростках ячменя обыкновенного:
1 – хлорофилл b; 2 – антоцианы (дополнительная ось);
3 – хлорофилл а; 4 – каротиноиды
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Рис. 5. Влияние освещения на биосинтез пигментов в 20-дневных зеленых проростках ячменя обыкновенного:
1 – антоцианы (дополнительная ось); 2 – хлорофилл а;
3 – хлорофилл b; 4 – каротиноиды
Кроме этого, получены данные об изменениях в соотношении основных групп пигментов изучаемых растений. Показано, что действие стрептомицина способствует увеличению отношения антоцианов и хлорофилла а (рис. 6), антоцианов и хлорофилла b (рис. 7) в альбиносных проростках ячменя. В противоположность этому отношение хлорофилл а и b в альбиносах уменьшается по сравнению с зелеными аналогами (рис. 8).
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Рис. 6. Влияние условий освещения на соотношение
антоцианы/хлорофилл а в 20-дневных зеленых и альбиносных
проростках ячменя обыкновенного, экспозиция 48 часов
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Рис. 7. Влияние условий освещения на соотношение
антоцианы/хлорофилл b в 20-дневных зеленых и альбиносных проростках ячменя обыкновенного, экспозиция 48 часов
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Рис. 8. Влияние условий освещения на соотношение хлорофилл а/b
в 20-дневных зеленых и альбиносных проростках
ячменя обыкновенного, экспозиция 48 часов
Увеличение интенсивности света вызывает увеличение данных показателей как в альбиносных, так и в зеленых проростках, за исключением отношения хлорофилл a/b, уменьшающегося в листьях ячменя обыкновенного.
Таким образом, увеличение интенсивности света вызывает усиление накопления антоциановых пигментов как в зеленых, так и в альбиносных листьях ячменя, но в меньшей степени, что может отражать частичную зависимость биосинтеза антоцианов от уровня хлорофилла, обусловливая возможное субстратное взаимодействие между уровнем сахаров и флавоноидов в растительной клетке.
Зависимость накопления антоцианов от фотосинтетических продуктов также подтверждается в экспериментах с добавлением субстрата гликолиза – 1%-ного раствора глюкозы, стимулирующего накопление последних в альбиносных проростках по сравнению с контролем (вода).
Физиологическая роль и механизм индукции биосинтеза антоцианов ещё не вполне выяснены. Обнаруженная закономерность накопления в зеленых и альбиносных листьях ячменя антоцианов, локализованных главным образом в эпидермальных тканях, при увеличении интенсивности света может свидетельствовать о выполнении данными пигментами защитной функции в отношении фотосинтетической системы хлоропластов и ДНК генома клетки [11]. Экранирование активных центров мембранных пигментов и белков фотосистемы II антоцианами от избыточных потоков света высокой интенсивности также может защитить фотосинтетический аппарат от фотоокислительных процессов. Кроме этого, устойчивость растений к ингибированию светом высокой интенсивности может быть связана с повышением эффективности поглощения световой радиации в красной области спектра и предохранением светособирающего комплекса (ССК) от действия свободно-радикальных частиц [11; 12]. Увеличение уровня антоциановых пигментов в зеленых и альбиносных листьях может быть связано с поглощением дополнительной световой энергии, которая может иметь отношение и к активируемым светом реакциям дыхательного метаболизма, учитывая, что митохондриальные цитохромы имеют полосу поглощения в зелёной области спектра, или может использоваться для стимуляции биосинтеза аскорбиновой кислоты (АК), спектр действия которой совпадает с максимумом поглощения антоциановых пигментов [13]. Активация биосинтеза антоциановых пигментов также может увеличить фотосинтетическую способность альбиносных тканей, имеющих следовое количество зеленых пигментов.
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						зеленые		2.504		2.29		1.761		1.602		1.55		1.477		1.4		1.29

								2.425		2.12		1.562		1.578		1.412		1.512		1.45		1.48

								2.612		2.45		1.658		1.712		1.325		1.358		1.54		1.56

						ср.зн.		2.5136666667		2.2866666667		1.6603333333		1.6306666667		1.429		1.449		1.4633333333		1.4433333333

						стд.откл.		0.0938740291		0.1650252506		0.0995205171		0.0714516153		0.1134592438		0.0807279382		0.0709459888		0.1386842938		0.3726646663





альбиносы антоцианы возраст

		0		0.1616580754		0.1616580754				0				0.0938740291		0.0938740291

		0		0.1489977628		0.1489977628				0				0.1650252506		0.1650252506

		0		0.0960277738		0.0960277738				0				0.0995205171		0.0995205171

		0		0.08450641		0.08450641				0				0.0714516153		0.0714516153

		0		0.0796073698		0.0796073698				0				0.1134592438		0.1134592438

		0		0.0721110255		0.0721110255				0				0.0807279382		0.0807279382

		0		0.0513160144		0.0513160144				0				0.0709459888		0.0709459888

		0		0.0721110255		0.0721110255				0				0.1386842938		0.1386842938
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альбиносы зеленые интенсивность

		

						ИС		0		5		10		15		20		25		ИС/25

				альбиносы		0.46		0.355		0.483		0.47		0.565		0.638		0.9926

						0.3455		0.312		0.49		0.45		0.64		0.698		0.998

						0.417		0.307		0.387		0.56		0.521		0.598		1.415

				ср.зн.		0.4075		0.3246666667		0.4533333333		0.4933333333		0.5753333333		0.6446666667		1.1352

				стнд.откл.		0.0578381362		0.0263881286		0.0575528742		0.0585946528		0.0601692059		0.0503322296		0.24232895

				коэф.кор.		-0.4883098868		0.9094998862		0.9994168509		0.8483340867		-0.0992459781		-0.3250715932		-0.8234303771		0.1312085509

						ИС		0		5		10		15		20		25		ИС/25

				зеленые		1.64		1.51		1.998		2.97		3.897		4.86		5.42

						1.72		1.45		2.015		2.65		3.56		4.54		5.09

						1.5		1.39		1.852		3.12		3.54		4.612		4.85

				ср.зн.		1.62		1.45		1.955		2.9133333333		3.6656666667		4.6706666667		5.12

				стнд.откл.		0.1113552873		0.06		0.0896046874		0.2400694344		0.2005899632		0.1678729678		0.2861817604

				коэф.кор.																0.5554186684





альбиносы зеленые интенсивность

		0		0.0578381362		0.0578381362		0		0.1113552873		0.1113552873

		0		0.0263881286		0.0263881286		0		0.06		0.06

		0		0.0575528742		0.0575528742		0		0.0896046874		0.0896046874

		0		0.0585946528		0.0585946528		0		0.2400694344		0.2400694344

		0		0.0601692059		0.0601692059		0		0.2005899632		0.2005899632

		0		0.0503322296		0.0503322296		0		0.1678729678		0.1678729678

		0		0.24232895		0.24232895		0		0.2861817604		0.2861817604
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глюкоза интенсивность альбиносы

		

								Исходное содержание		0		5		10		15		20		25		ИС/25		ИС/10		ИС/15		ИС/20		ИС/5

						альбиносы		0.456		0.395		0.47		0.59		0.66		0.85		1.5

						глюкоза		0.425		0.401		0.51		0.44		0.69		0.895		1.25

								0.442		0.425		0.395		0.521		0.595		0.765		1.45

						ср.зн.		0.441		0.407		0.4583333333		0.517		0.6483333333		0.8366666667		1.4

						стнд.откл.		0.0155241747		0.0158745079		0.058380933		0.0750799574		0.0485626743		0.0660176744		0.1322875656

						коэф.кор.				-0.9762210399		0.9907059988		-0.459510117		-0.9477958142		0.9337886339		0.2156172273		0.9616998633		0.9999533488		-0.3614559603		-0.3927327712

								Исходное содержание		0		5		10		15		20		25		ИС/25		ИС/10		ИС/15		ИС/20

						альбиносы		0.456		0.362		0.444		0.48		0.58		0.69		0.99

						вода		0.425		0.354		0.458		0.51		0.559		0.75		0.89

								0.442		0.342		0.395		0.54		0.594		0.66		0.799

						ср.зн.		0.441		0.3526666667		0.4323333333		0.51		0.5776666667		0.7		0.893

						стнд.откл.		0.0155241747		0.0100664459		0.0330807094		0.03		0.0176162803		0.0458257569		0.0955353338

						коэф.кор.																0.4750162326		-0.4509096385





глюкоза интенсивность альбиносы

		ИС		ИС		0.0155241747		0.0155241747		0.0155241747		0.0155241747

		0		0		0.0100664459		0.0100664459		0.0158745079		0.0158745079

		5		5		0.0330807094		0.0330807094		0.058380933		0.058380933

		10		10		0.03		0.03		0.0750799574		0.0750799574

		15		15		0.0176162803		0.0176162803		0.0485626743		0.0485626743

		20		20		0.0458257569		0.0458257569		0.0660176744		0.0660176744

		25		25		0.0955353338		0.0955353338		0.1322875656		0.1322875656
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_____Microsoft_Excel_97-20031.xls
Диаграмма1

		6		0.1616580754		0.1616580754				2.5136666667				0.0938740291		0.0938740291

		8		0.1489977628		0.1489977628				2.2866666667				0.1650252506		0.1650252506

		10		0.0960277738		0.0960277738				1.6603333333				0.0995205171		0.0995205171

		12		0.08450641		0.08450641				1.6306666667				0.0714516153		0.0714516153

		14		0.0796073698		0.0796073698				1.429				0.1134592438		0.1134592438

		16		0.0721110255		0.0721110255				1.449				0.0807279382		0.0807279382

		18		0.0513160144		0.0513160144				1.4633333333				0.0709459888		0.0709459888

		20		0.0721110255		0.0721110255				1.4433333333				0.1386842938		0.1386842938



Альбиносные

Полиномиальный тип

Зеленые

Полиномиальный тип

Возраст,
 дни

мг/г

y(альб.) = 0,0271x2 - 0,5474x + 3,0323
R2 = 0,9886

y(зел.) = 0,0412x2 - 0,5169x + 3,0138
R2 = 0,9501

2.5133333333

2.1046666667

1.4853333333

1.3343333333

1.0733333333

0.64

0.5333333333

0.39



альбиносы антоцианы возраст

		

						возраст, дни		6		8		10		12		14		16		18		20		6//20

						Альбиносные листья		2.66		2.129		1.508		1.413		1.128		0.72		0.59		0.41

								2.34		2.24		1.38		1.245		1.11		0.62		0.49		0.45

								2.54		1.945		1.568		1.345		0.982		0.58		0.52		0.31

						ср.зн.		2.5133333333		2.1046666667		1.4853333333		1.3343333333		1.0733333333		0.64		0.5333333333		0.39

						стд.откл.		0.1616580754		0.1489977628		0.0960277738		0.08450641		0.0796073698		0.0721110255		0.0513160144		0.0721110255

						коэф.корел.		0.5460557787		-0.98732221		0.6511987804		0.2746992116		0.8574884165		0.5531339808		-0.5539280471		-0.5099660034		-0.4117581098

						возраст, дни		6		8		10		12		14		16		18		20		6//20

						Зеленые листья		2.504		2.29		1.761		1.602		1.55		1.477		1.4		1.29

								2.425		2.12		1.562		1.578		1.412		1.512		1.45		1.48

								2.612		2.45		1.658		1.712		1.325		1.358		1.54		1.56

						ср.зн.		2.5136666667		2.2866666667		1.6603333333		1.6306666667		1.429		1.449		1.4633333333		1.4433333333

						стд.откл.		0.0938740291		0.1650252506		0.0995205171		0.0714516153		0.1134592438		0.0807279382		0.0709459888		0.1386842938		0.3726646663





альбиносы антоцианы возраст

		6		0.1616580754		0.1616580754				2.5136666667				0.0938740291		0.0938740291

		8		0.1489977628		0.1489977628				2.2866666667				0.1650252506		0.1650252506

		10		0.0960277738		0.0960277738				1.6603333333				0.0995205171		0.0995205171

		12		0.08450641		0.08450641				1.6306666667				0.0714516153		0.0714516153

		14		0.0796073698		0.0796073698				1.429				0.1134592438		0.1134592438

		16		0.0721110255		0.0721110255				1.449				0.0807279382		0.0807279382

		18		0.0513160144		0.0513160144				1.4633333333				0.0709459888		0.0709459888

		20		0.0721110255		0.0721110255				1.4433333333				0.1386842938		0.1386842938
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альбиносы зеленые интенсивность

		

						ИС		0		5		10		15		20		25		ИС/25

				альбиносы		0.46		0.355		0.483		0.47		0.565		0.638		0.9926

						0.3455		0.312		0.49		0.45		0.64		0.698		0.998

						0.417		0.307		0.387		0.56		0.521		0.598		1.415

				ср.зн.		0.4075		0.3246666667		0.4533333333		0.4933333333		0.5753333333		0.6446666667		1.1352

				стнд.откл.		0.0578381362		0.0263881286		0.0575528742		0.0585946528		0.0601692059		0.0503322296		0.24232895

				коэф.кор.		-0.4883098868		0.9094998862		0.9994168509		0.8483340867		-0.0992459781		-0.3250715932		-0.8234303771		0.1312085509

						ИС		0		5		10		15		20		25		ИС/25

				зеленые		1.64		1.51		1.998		2.97		3.897		4.86		5.42

						1.72		1.45		2.015		2.65		3.56		4.54		5.09

						1.5		1.39		1.852		3.12		3.54		4.612		4.85

				ср.зн.		1.62		1.45		1.955		2.9133333333		3.6656666667		4.6706666667		5.12

				стнд.откл.		0.1113552873		0.06		0.0896046874		0.2400694344		0.2005899632		0.1678729678		0.2861817604

				коэф.кор.																0.5554186684





альбиносы зеленые интенсивность

		ИС		0.0578381362		0.0578381362		1.62		0.1113552873		0.1113552873

		0		0.0263881286		0.0263881286		1.45		0.06		0.06

		5		0.0575528742		0.0575528742		1.955		0.0896046874		0.0896046874

		10		0.0585946528		0.0585946528		2.9133333333		0.2400694344		0.2400694344

		15		0.0601692059		0.0601692059		3.6656666667		0.2005899632		0.2005899632

		20		0.0503322296		0.0503322296		4.6706666667		0.1678729678		0.1678729678

		25		0.24232895		0.24232895		5.12		0.2861817604		0.2861817604



-0,48

-0,82

К1=0,3

К=0,55

Альбиносные

Зеленые

Полиномиальный

Полиномиальный

Дж/м2.с

мг/г

y1 = 0,0224x2 - 0,0847x + 0,4441
R21 = 0,9376

0.4075

0.3246666667

0.4533333333

0.4933333333

0.5753333333

0.6446666667

1.1352



Лист1

		





глюкоза интенсивность альбиносы

		

								ИС		0		5		10		15		20		25		ИС/25		ИС/10		ИС/15		ИС/20

						альбиносы		0.456		0.395		0.47		0.59		0.66		0.85		1.5

						глюкоза		0.425		0.401		0.51		0.44		0.69		0.895		1.25

								0.442		0.425		0.395		0.521		0.595		0.765		1.45

						ср.зн.		0.441		0.407		0.4583333333		0.517		0.6483333333		0.8366666667		1.4

						стнд.откл.		0.0155241747		0.0158745079		0.058380933		0.0750799574		0.0485626743		0.0660176744		0.1322875656

						коэф.кор.				-0.9762210399		0.9907059988		0.6437527411		-0.9477958142		0.9337886339		0.0115036353		0.9616998633		0.9999533488		-0.3614559603		-0.3927327712

								ИС		0		5		10		15		20		25		ИС/25		ИС/10		ИС/15		ИС/20

						альбиносы		0.456		0.362		0.444		0.52		0.58		0.69		0.99

						вода		0.425		0.354		0.458		0.501		0.559		0.75		0.89

								0.442		0.342		0.395		0.532		0.594		0.66		0.699

						ср.зн.		0.441		0.3526666667		0.4323333333		0.5176666667		0.5776666667		0.7		0.8596666667

						стнд.откл.		0.0155241747		0.0100664459		0.0330807094		0.0156311655		0.0176162803		0.0458257569		0.1478524039

						коэф.кор.																0.2851495822





глюкоза интенсивность альбиносы

		ИС		ИС		0.0155241747		0.0155241747		0.0155241747		0.0155241747

		0		0		0.0100664459		0.0100664459		0.0158745079		0.0158745079

		5		5		0.0330807094		0.0330807094		0.058380933		0.058380933

		10		10		0.0156311655		0.0156311655		0.0750799574		0.0750799574

		15		15		0.0176162803		0.0176162803		0.0485626743		0.0485626743

		20		20		0.0458257569		0.0458257569		0.0660176744		0.0660176744

		25		25		0.1478524039		0.1478524039		0.1322875656		0.1322875656
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глюкоза интенсивность альбиносы
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