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ВлиЯние КраТКоВременныХ еЖесуТочныХ 
ПониЖений ТемПераТуры на ХолодоусТойчиВосТь 
лисТьеВ раЗного ВоЗрасТа

е. г. Шерудило, Т. г. Шибаева
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Изучали влияние возраста листа на способность повышать холодоустойчивость 
листьев огурца (Cucumis sativus L.) и пшеницы (Triticum aestevum L.) под влияни-
ем ежесуточных кратковременных понижений температуры (ДРОП-воздействий, 
от англ. drop – «падение»). С этой целью растения в течение 6 суток подвергали 
кратковременным (2 ч в конце ночного периода) понижениям температуры до 
12 °С (огурец) или 4 °С (пшеница) в фазе активно растущего первого (пшеница) 
или второго (огурец) настоящего листа (ДРОП1) или в фазе заканчивающего рост, 
то есть зрелого соответственно первого или второго листа (ДРОП2). Растения 
варианта ДРОП3 подвергали ДРОП-воздействиям на протяжении всего периода 
(12 суток) роста первого или второго листа соответственно. Холодоустойчивость 
листьев оценивали по устойчивости клеток листа к краткосрочному проморажи-
ванию. О проницаемости мембран судили по относительному выходу электроли-
тов из ткани листьев. Установлено, что реакция растений на ДРОП-воздействия 
зависит от возраста листа. Молодые и зрелые листья огурца и пшеницы реагиро-
вали на ДРОП-воздействия ростом холодоустойчивости листьев. При этом у зре-
лых листьев холодоустойчивость достигала больших значений, чем у молодых. 
Относительный выход электролитов у зрелых листьев был также меньше по срав-
нению с молодыми листьями, что свидетельствует о большем повышении стабиль-
ности мембран зрелых листьев под влиянием ДРОП-воздействий. Предполагается, 
что причиной влияния возраста листа на повышение холодоустойчивости листьев 
под влиянием ДРОП-воздействий являются структурные (анатомо-морфологичес-
кие) и метаболические особенности листьев разного возраста.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Cucumis sativus L.; Triticum aestevum L.; возраст листа; крат-
ковременные понижения температуры; холодоустойчивость.

E. G. Sherudilo, T. G. Shibaeva. EFFECT OF A SHORT-TERM DAILY 
TEMPERATURE DROP ON THE COLD TOLERANCE OF LEAVES OF 
DIFFERENT AGE

The enhancement of chilling tolerance in leaves of different age in cucumber (Cucumis 
sativus L.) and wheat (Triticum aestevum L.) plants treated by a daily short-term tempera-
ture drop was studied. Plants were subjected to short-term (2 h at the end of the night) 
temperature drops to 12 °C (cucumber) or 4 °C (wheat) for 6 days in the phase of the ac-
tively growing first (wheat) or true second (cucumber) leaf (DROP1) or growth-complet-
ing, i. e. mature first or second leaf, respectively (DROP2). DROP3 plants were treated by 
DROP throughout the first or second leaf growth period (12 days). The leaf cold tolerance 
was assessed by the resistance of leaf cells to short-term freezing. Cell membrane per-
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Введение

Холодостойкость и способность растений 
к холодовой адаптации являются видоспе-
цифическими признаками, проявление кото-
рых зависит как от внешних (свет, влажность 
и др.), так и от внутренних факторов. К пос-
ледним, в частности, относится возраст рас-
тения и его органов. Например, известно, что 
степень сформированности (зрелости) листа 
заметно влияет на его способность реагиро-
вать на внешние воздействия и адаптировать-
ся к внешним условиям, включая температуру 
[Armstrong et al., 2006; Atkin et al., 2006; Gorsuch 
et al., 2010; Zhang et al., 2014]. Показано, что 
в листьях, формирование которых проходило 
в условиях действия низких температур, адап-
тационные изменения проявляются в большей 
степени, чем в листьях, испытавших воздейст-
вие холодом в зрелом состоянии. Предположи-
тельно, более низкая способность к темпера-
турной адаптации у листьев, закончивших рост, 
может быть связана с более ограниченными, 
чем у активно растущих листьев, возможностя-
ми структурной перестройки [Ow et al., 2008]. 
Однако в литературе наряду с данными, кото-
рые говорят о большей устойчивости молодых 
листьев [Schwemmle, Lange, 1959; Фельдман, 
Каменцева, 1963], имеются и другие, свиде-
тельствующие о более высокой устойчивости 
листьев, завершивших рост [Трофимова, 1995; 
Kuk, Shin, 2007; Lim et al., 2014].

Необходимо отметить, что большая часть 
литературных данных, касающихся тех или 
иных аспектов холодоустойчивости, получе-
на при изучении постоянного (и чаще всего 
многосуточного) действия низкой температу-
ры на растения. Однако в природных условиях 
зачастую ее воздействие на растения бывает 
непродолжительным (от одного до нескольких 
часов), но периодически повторяющимся (на-
пример, ежесуточно). Важно, что при кратко-
временных ежесуточных воздействиях низкой 
температуры (ДРОП-воздействиях, от англ. 
drop – «падение») периоды, когда охлаждение 

запускает в клетках и тканях надземных орга-
нов программу адаптационных изменений (со-
пряженную с торможением роста и развития), 
чередуются в суточном цикле с гораздо более 
продолжительными периодами действия опти-
мальной температуры, при которой возобнов-
ляется рост и развитие [Шибаева и др., 2018]. 
Ранее нами установлено, что листья, подвер-
гающиеся ДРОП-воздействиям в фазе актив-
ного роста, способны к большим по сравнению 
с более зрелыми листьями структурно-функци-
ональным преобразованиям (содержание и со-
отношение фотосинтетических пигментов, эф-
фективность использования воды, активность 
антиоксидантных ферментов), что обеспечи-
вает их более высокую фотосинтетическую ак-
тивность в условиях действия низких темпера-
тур [Икконен и др., 2015; Шибаева и др., 2015; 
Ikkonen et al., 2015]. Также нами установлено, 
что ДРОП-воздействия эффективны в отноше-
нии повышения холодоустойчивости листьев 
[Марковская и др., 2013]. Однако холодоустой-
чивость листьев разного возраста у растений, 
подвергшихся ДРОП-воздействиям, не изу-
чалась. Поэтому в данной работе ставилась 
цель изучить влияние возраста листа на спо-
собность повышать холодоустойчивость листь-
ев при ДРОП-воздействиях у представителей 
группы теплолюбивых (огурец) и холодостой-
ких (пшеница) растений.

материалы и методы

Растения огурца (Cucumis sativus L., гиб-
рид Зозуля F1) и пшеницы (Triticum aestevum 
L., сорт Московская 39) выращивали в каме-
ре искусственного климата (Vötsch, Германия) 
на песчаном субстрате (огурец) или в рулонах 
фильтровальной бумаги (пшеница) при поливе 
полным питательным раствором (рН 6,2–6,4), 
температуре воздуха 23 °С, фотосинтетически 
активной радиации (ФАР) 150 мкмоль/(м2∙с), 
фотопериоде 12 ч, влажности воздуха 60–70 %.

Растения огурца в фазе второго листа и рас-
тения пшеницы в фазе первого листа подвер-

meability was estimated by relative electrolyte leakage. Both young and mature leaves 
responded to DROP treatments by enhanced leaf cold tolerance, but in mature leaves 
that have completed their growth, cold tolerance was higher than in young, actively grow-
ing leaves. Relative electrolyte leakage from tissues of mature leaves was lower than 
from young leaves, which testifies to higher membrane stability of mature DROP-treated 
leaves. It is hypothesized that the differences detected in the tolerance of DROP-treated 
leaves of different age are associated with their structural (anatomical-morphological) 
and metabolic features.

К e y w o r d s: Cucumis sativus L.; Triticum aestevum L.; leaf age; short-term temperature 
drop; cold tolerance.
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гали ежесуточно 2-часовым ДРОП-воздействи-
ям в конце ночного периода при температуре 
12 °С (огурец) или 4 °С (пшеница).

В опыте проанализированы следующие ва-
рианты:

ДРОП1 – ДРОП-воздействия в течение 6 сут 
на молодые листья в фазу их активного рос-
та. Для растений огурца это были 12–17-е сут 
с момента замачивания семян, развернувший-
ся второй лист достигал в этот момент 60–70 % 
от окончательной площади; для растений пше-
ницы – 3–8-е сут с момента проклевывания 
семян и площадь первого листа 60 % от мак-
симальной. По окончании ДРОП-воздействий 
растения возвращали в оптимальные условия 
до завершения роста листьев (24 сут – огурец, 
15 сут – пшеница);

ДРОП2 – ДРОП-воздействия в течение 6 сут 
на зрелые, заканчивающие рост листья огурца 
(в период 18–23-е сут) и пшеницы (9–14-е сут);

ДРОП3 – ДРОП-воздействия в течение 
12 сут на протяжении всего периода роста 
листьев (12–23-е сут – огурец и 3–14-е сут – 
пшеница).

Контролем служили растения, не подвергав-
шиеся низкотемпературным воздействиям.

Холодоустойчивость клеток листа оцени-
вали по температуре (ЛТ50), вызывающей ги-
бель 50 % палисадных клеток листовых высе-
чек после их промораживания в течение 5 мин 
в термоэлектрическом термостате ТЖР-02/–20 
(«Интерм», Россия) при последовательном из-
менении тестирующих температур с шагом 
0,4 °С [Дроздов и др., 1976]. Жизнеспособность 
клеток определяли с помощью светового мик-
роскопа Микмед-2 (ЛОМО, Россия) по коагуля-
ции цитоплазмы и деструкции хлоропластов.

Относительный выход электролитов (ОВЭ) 
из тканей листа определяли кондуктометри-
ческим способом [Гришенкова, Лукаткин, 2005] 
с использованием кондуктометра HANNA (Han-
na Instruments, Италия).

Повторность в пределах одного вариан-
та опыта при анализе холодоустойчивости – 
6-кратная, при определении выхода электро-
литов – 5-кратная. Каждый опыт повторяли 
не менее двух (огурец) или трех (пшеница) 
раз. Данные обработаны статистически с ис-
пользованием пакета программ Statgraphics for 
Windows 7.0. В статье обсуждаются величины, 
достоверно различающиеся при р < 0,05.

результаты и обсуждение

Оценка холодоустойчивости клеток листь-
ев по температуре гибели 50 % клеток (ЛТ50) 
при краткосрочном промораживания листовых 

высечек показала, что зрелые листья как огур-
ца, так и пшеницы (вариант ДРОП2) реагируют 
на ДРОП-воздействия существенным повыше-
нием устойчивости – на 1,6 и 3,6 °С соответ-
ственно (рис., а, б). Реакция молодых, активно 
растущих листьев (вариант ДРОП1) на ДРОП-
воздействия также сопровождалась повыше-
нием холодоустойчивости клеток, но в мень-
шей степени, чем у зрелых листьев: на 0,5 
и 0,8 °С у огурца и пшеницы соответственно. 
Однако после прекращения ДРОП-воздейст-
вий в варианте ДРОП1 по мере дальнейшего 
роста листа их устойчивость к низкой темпе-
ратуре продолжала возрастать, приближаясь 
к концу опыта на 15-е (пшеница) и 24-е (огурец) 
сут к уровню холодоустойчивости растений ва-
рианта ДРОП2. ДРОП-воздействия в течение 
всего периода роста листа (вариант ДРОП3) 
привели к постепенному возрастанию холо-
доустойчивости листьев огурца и пшеницы до 
уровня устойчивости зрелых листьев, подвер-
гавшихся ДРОП-воздействиям (ДРОП2).

Одним из критериев реакции растений 
на стрессовые условия и показателем их устой-
чивости, в частности, к низким положитель-
ным температурам является изменение про-
ницаемости клеточных мембран, оцениваемое 
по ОВЭ из клеток во внешнюю среду [Cam-
pos et al., 2003; Гришенкова, Лукаткин, 2005]. 
ОВЭ из тканей листьев контрольных растений 
огурца и пшеницы на протяжении всего опыта 
оставался на одном уровне (рис., в, г). ДРОП-
воздействия снижали ОВЭ во всех вариантах 
опыта. Величина уменьшения ОВЭ зависела 
от возраста листа. Наиболее существенные из-
менения установлены для зрелых листьев огур-
ца (вариант ДРОП1, рис., в). Действие ДРОП 
на протяжении всего периода роста листа 
огурца (вариант ДРОП3) также вызывало сни-
жение ОВЭ по сравнению с контролем, но зна-
чительно меньше, чем в варианте ДРОП2, 
а к концу опыта, на 24-е сут, эти изменения 
были статистически недостоверными. У рас-
тений пшеницы реакция на ДРОП-воздействия 
молодых и зрелых листьев была одинаковой 
и проявлялась в существенном снижении ОВЭ 
(рис., г). У обоих видов в последействии вари-
анта ДРОП1 (на 24-е и 14-е сут соответствен-
но) отмечено продолжающееся снижение ОВЭ 
по сравнению с контролем.

Таким образом, проведенные исследова-
ния показали, что реакция растений на ДРОП-
воздействия зависит от возраста листа. Зре-
лые, завершившие рост листья по сравнению 
с молодыми, растущими листьями оказались 
более отзывчивыми на ДРОП-воздействия, ха-
рактеризуясь наибольшим приростом холодо-
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устойчивости клеток листовой ткани и мень-
шим ОВЭ. Реакция молодых листьев оказалась 
более слабовыраженной, хотя также проявля-
лась в увеличении холодоустойчивости листьев 
и снижении ОВЭ.

Ранее было показано, что при развитии 
листьев растений огурца в оптимальных тем-
пературных условиях их холодоустойчивость 
возрастает только до момента достижения ими 
40 % площади листа от максимальной, даль-
нейший рост листовой пластинки уже не со-
провождается увеличением холодоустойчи-
вости клеток [Трофимова, Марковская, 1994]. 

При постоянном же действии на растения не-
благоприятной (закаливающей) температуры 
холодоустойчивость клеток листа возрастала 
не только в период роста листа, но и после его 
завершения [Трофимова, 1995]. По мнению 
авторов, рост холодоустойчивости при зака-
ливающих температурах не зависит от этапов 
онтогенеза листа [Трофимова, 1995]. То есть 
ответная реакция и молодых, и зрелых листьев 
на действие закаливающей температуры одно-
типна и выражается в повышении их устойчи-
вости. Этот вывод подтверждается и резуль-
татами сравнительного анализа способности 

Влияние ДРОП-воздействий на холодоустойчивость листьев (ЛТ50) и относительный выход элект-
ролитов (ОВЭ) из тканей листьев огурца (Cucumis sativus L.) (а, в) и пшеницы (Triticum aestivum L.) 
(б, г)
На 9-е и 18-е сут измерения проводили на молодых листьях, испытавших ДРОП-воздействия в предыдущие 
6 сут в вариантах ДРОП1 и ДРОП3. На 15-е и 24-е сут измерения проводили на зрелых листьях в последейст-
вии ДРОП (через 6 сут после завершения ДРОП-воздействий) в варианте ДРОП1 и по окончании ДРОП-воз-
дейст вий в вариантах ДРОП2 и ДРОП3

The effect of DROP treatments on cold tolerance of leaves (LT50) and relative electrolyte leakage (REL) 
from cucumber (a, c) and wheat (b, d) leaves
On the 9th and 18th day, measurements were made on young leaves of plants treated by DROP during the previous 
6 days in DROP1 and DROP3. On the 15th and 24th day, measurements were made on mature leaves of plants under 
the aftereffect of DROP treatment (in 6 days after the termination of DROP treatments) in DROP1 and immediately 
after the termination of DROP treatments in DROP2 and DROP3
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к закаливанию клеток растущих и завершивших 
рост листьев пшеницы [Горбань и др., 1974]. 
Подобная закономерность прослеживается 
и в настоящей работе при анализе результатов 
ДРОП-воздействий на растения огурца и пше-
ницы. В контроле при оптимальной температу-
ре холодоустойчивость клеток листьев огурца 
и пшеницы оставалась неизменной с фазы ак-
тивного роста до фазы зрелого листа (данные 
не приводятся). Однако при ДРОП-воздействи-
ях холодоустойчивость клеток повышалась как 
у молодых, активно растущих, так и у зрелых, 
завершивших свой рост листьев, хотя и в раз-
ной степени. Различия между вариантами 
носили количественный характер, что связа-
но, как нам представляется, со структурными 
(анатомо-морфологическими) особенностями 
листьев, находящихся на разных фазах рос-
та. Зрелый, сформированный при оптималь-
ной температуре лист отличается от молодого 
не только размерами листовой пластинки, но, 
что важнее, и значительно большей ее тол-
щиной [Мокроносов, 1981; Ho et al., 1984; Xie, 
Luo, 2003; Atkin et al., 2006]. Это обеспечива-
ет ему определенные преимущества в защите 
от внешних стресс-факторов [Palta, Li, 1979; 
Kuk et al., 2003]. Именно поэтому ДРОП-воз-
действия (вариант ДРОП2) оказались наиболее 
эффективными в отношении зрелых листьев 
и индуцировали именно у них максимальное 
повышение холодоустойчивости.

На наш взгляд, анатомо-морфологически-
ми изменениями листьев, происходящими при 
их формировании в условиях пониженной тем-
пературы, можно объяснить динамику холодо-
устойчивости в варианте ДРОП3 (ее постепен-
ное возрастание до максимального уровня), 
когда краткосрочным периодическим воздей-
ствиям низкой температуры подвергался лист 
с начала его активного роста и до достиже-
ния своих окончательных размеров. Добавим, 
что процесс формирования листа в варианте 
ДРОП3 с периодическим кратковременным 
действием низкой температуры сходен с рос-
том листьев в условиях постоянного действия 
низкой температуры, благодаря чему такие 
листья отличаются повышенным адаптацион-
ным потенциалом [Gray, Heath, 2005; Jaikumar 
et al., 2016].

Может показаться неожиданным факт даль-
нейшего повышения устойчивости молодых, 
растущих листьев растений варианта ДРОП1 
в последействии ДРОП-воздействий, происхо-
дящего в условиях температурного оптимума. 
Однако следует учитывать, что в последейст-
вии закаливающих температур устойчивость 
растений может продолжать нарастать, если 

в период закаливания она не успела достичь 
своего максимума [Акимова и др., 1990; Erez 
et al., 2002]. По-видимому, данная закономер-
ность нашла проявление и в наших опытах: 
прирост холодоустойчивости молодых и ак-
тивно растущих в условиях ДРОП-воздействий 
листьев составлял всего 1/3 от максимального 
уровня, что и определило возможность даль-
нейшего ее роста при температуре 23 °С после 
окончания ДРОП-воздействий.

Полученные в настоящей работе данные 
о развитии большей холодоустойчивости у зре-
лых листьев под влиянием ДРОП-воздействий, 
на первый взгляд, противоречат ранее сде-
ланному нами выводу о большей адаптивной 
способности фотосинтеза молодых, растущих 
листьев, подвергнутых ДРОП-воздействиям, 
по сравнению со зрелыми листьями [Икконен 
и др., 2015]. Так как адаптивные возможности 
связаны со способностью к структурно-функ-
циональным преобразованиям, то более низ-
кая способность к температурной адаптации 
фотосинтеза у зрелых листьев может быть 
связана с меньшими, чем у молодых листьев, 
возможностями структурной перестройки [Ик-
конен и др., 2015]. Однако анатомо-морфо-
логические особенности строения растущего 
и зрелого листьев по-разному влияют на адап-
тационный потенциал фотосинтеза и устой-
чивость листьев к неблагоприятным темпера-
турам [Palta, Li, 1979; Ogushi et al., 2003]. Так, 
сформированность зрелого листа, с одной сто-
роны, ограничивает адаптивные возможности 
фотосинтеза [Sims, Pearcy, 1992], а с другой – 
обеспечивает существенное, по сравнению 
с растущим листом, преимущество в защите 
от внешних стресс-факторов за счет большей 
толщины и увеличенного количества слоев па-
ренхимы [Palta, Li, 1979; Kuk et al., 2003]. Кроме 
того, полученные в настоящей работе данные 
по ОВЭ свидетельствуют о меньшей проницае-
мости, то есть большей стабильности мембран 
у зрелых листьев по сравнению с молодыми. 
Еще одной причиной меньшей устойчивости 
молодых листьев может быть более высокая 
у них интенсивность метаболизма, посколь-
ку известно, что клетки с повышенным мета-
болизмом характеризуются пониженной ус-
тойчивостью к действию стресса [Irwin, Prica, 
1983]. В то же время зрелые листья отлича-
ются от растущих повышенным содержанием 
сахаров, аминокислот и ряда других веществ, 
участвующих в устойчивости клеток к дейст-
вию неблагоприятных факторов [Bisognin et al., 
2005; Cabello et al., 2006]. Приведенные выше 
факты могут служить причиной различий в ре-
акции листьев разного возраста, в том числе 
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формировании повышенной холодоустойчиво-
сти под влиянием ДРОП-воздействий.

В целом проведенные исследования и ра-
нее полученные данные позволяют заключить, 
что листья растений огурца и пшеницы реаги-
руют на ДРОП-воздействия повышением хо-
лодоустойчивости. При этом у зрелых листьев 
холодоустойчивость достигает больших значе-
ний, чем у молодых, что, по-видимому, связано 
со структурными (анатомо-морфологически-
ми) и метаболическими особенностями листь-
ев разного возраста.

Работа выполнена с использованием обо‑
рудования Центра коллективного пользова‑
ния Федерального исследовательского цен‑
тра «Карельский научный центр Российской 
академии наук» при финансовой поддержке 
из средств федерального бюджета на выпол‑
нение государственного задания КарНЦ РАН 
(0221‑2017‑0051).
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