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Two salt-resistant SR forms of Brassica junceae mustard have been received with the application

of nitrosourea. These forms don’t have chlorophyll defects. SR2 and SR3 salt-resistant forms preserve
constant parameters of productivity under conditions of NaCl salting compared to the control vegetation
conditions as contrast to initial plants of the Donskaya-5 sort.

Results of the comparative ultrastructural analysis show that the salt influences the plastid ultrastructure
of SR-2 and SR-3 lines of mustard in lesser degree in comparison with sort plants. On the contrary, the
plastids of SR-2, SR-3 salt-resistant lines of mustard are functionally quite active under the conditions
of stress factor action.

Повышенная концентрация солей в почве
может значительно лимитировать рост и про-
дуктивность растений. Как правило, в усло-
виях солевого стресса происходит изменение
всех звеньев метаболизма: снижается интен-
сивность корневого питания, фиксация угле-
кислого газа и фотосинтетической активно-
сти; возможна денатурация белков, ингиби-
рование ферментов биосинтеза, разрушение
мембранных структур растительной клетки,
что влечет за собой интенсификацию процес-
сов перекисного окисления липидов и акти-
вацию антиоксидантных ферментов [1–3]. Ги-
перосмотический стресс, вызванный засоле-
нием, может также привести к повышенной
генерации активных форм кислорода и про-
граммируемой смерти клеток [4–7].

Одним из основных механизмов защи-
ты от солевого стресса является накопле-
ние в растительной клетке низкомолекуляр-
ных органических соединений, поддержива-

ющих осмотическое давление в цитоплазме.
Показана корреляция между галотолерантно-
стью растений и уровнем накопления проли-
на [8–10]. Помимо пролина функцию протек-
торов выполняют бетаины, сахароза и дру-
гие осмопротекторы [11–14]. Немаловажную
роль в галорезистентности играет поддержа-
ние внутриклеточного гомеостаза Na+, K+. У
Arabidopsis описано семейство sos мутантов с
нарушенной регуляцией транспорта Na+, K+,
что привело к гиперчувствительности мутан-
тов к засолению [15–17]. К компонентам за-
щитной системы от осмотического шока от-
носят ферменты ключевых звеньев биосинте-
за осмопротекторов, белки, обеспечивающие
стабильность мембран, контролирующие ион-
ный и водный гомеостаз, ловушки активных
форм кислорода [6, 18, 19]. Активизация опи-
санных процессов, очевидно, связана с изме-
нениями тонкого строения клеточных орга-
нелл, особенно энергообразующих (хлоропла-
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сты, митохондрии). В связи с этим цель дан-
ной работы — исследование ультраструктуры
клеток при действии хлоридного засоления на
растения горчицы Brassica junceae L., разли-
чающиеся по степени галорезистентности.

1. Материал и методика

Объектом исследования служили расте-
ния горчицы сарептской Brassica junceae L.
сорта Донская-5, а также солерезистентные
формы SR2 и SR3, выделенные в М2 после
обработки семян сорта Донская-5 нитрозоме-
тилмочевиной (НММ) в концентрации 0,01%.

Для выявления солерезистентных расте-
ний был проведен модельный опыт. Семена
М2 горчицы высевали в вегетационные сосу-
ды с засолением NaCl в концентрации 0,8 и
1%. В каждый сосуд высевали по 50 семянок
при шестикратной повторности. Почва — при-
азовский чернозем. Влажность почвы поддер-
живали на уровне 60% от полной влагоемко-
сти при помощи ежедневного полива сосудов
по весу. Засоление почвы проводили дробно
по 0,2% от веса сухой почвы в несколько при-
емов [20]. Формы SR2 и SR3 выделены на про-
вокационном фоне NaCl в концентрации 0,8 и
1% соответственно.

Для электронно-микроскопического ана-
лиза использовали зрелые листья горчицы.
Кусочки мезофилла листа размером 1 мм
фиксировали 2,5% глутаровым альдегидом в
0,1 М фосфатном буфере рН= 7, 2 в течение
4 ч при комнатной температуре с последую-
щей дофиксацией 1% раствором OsO4 на фос-
фатном буфере Миллонига рН 7,2 в течение
2 ч. Фиксированные образцы обезвоживали в
серии спиртов возрастающей концентрации и
абсолютном ацетоне. В 70% этаноле применя-
ли контрастирование 2% раствором уранил-
ацетата. Заливку образцов проводили в три
этапа эпоном 812 [21]. Тонкие срезы получали
на ультрамикротоме BS-590 А, окрашивали
насыщенным водным раствором уранилацета-
та в течение 5 мин. при 35◦С, затем цитратом
свинца по Reynolds (1963). Исследовали и фо-
тографировали срезы в электронном микро-
скопе ПЭМ-100 при увеличении в 3 000, 8 000
и 20 000 раз.

Морфометрическая обработка включала
в себя подсчет на единицу площади среза пла-
стид числа гран, числа тилакоидов в гране,

пластоглобул, отношение площади мембран
к площади органелл [23]. Для оценки иссле-
дуемых параметров использовали специально
разработанную автоматизированную систему
анализа ультраструктуры клеток и соответ-
ствующее программное обеспечение [24]. До-
стоверность различий определяли по крите-
рию Стьюдента [25].

2. Результаты и обсуждение

Известно несколько способов выделения
солеустойчивых форм [26]. В качестве крите-
рия солеустойчивости мы использовали всхо-
жесть семян на провокационном фоне в усло-
виях хлоридного засоления (табл. 1).

В контрольных опытах всхожесть семян
исследуемых линий горчицы сходна и состав-
ляет около 90%. При засолении NaCl чис-
ло проросших семян снижается, однако у ли-
ний SR2 и SR3 данный показатель достовер-
но выше по сравнению с исходным сортом
Донская-5.

Одним из интегральных показателей
устойчивости растений является их продук-
тивность в условиях стресса. В связи с этим
была определена продуктивность растений
горчицы в вегетационном опыте при хлорид-
ном засолении (табл. 2). В контроле растения
трех исследуемых линий имеют сходную уро-
жайность, однако необходимо отметить, что
форма SR2 по весу 1 000 семян достоверно
превосходят сортовые растения (Донская-5).
В условиях 1% засоления NaCl продуктив-
ность растений Донская-5 снижается, а SR2 и
SR3 достоверно выше по сравнению с таковым
показателем в контроле. При 1,2% засолении
урожайность растений сорта Донская-5 и ли-
нии SR2 достоверно снижается по сравнению
с пресным фоном. В то же время масса семян
с одного растения у обеих линий SR досто-
верно выше по сравнению с растениями сорта
Донская-5, выросшими в этих же условиях.
Таким образом, в отличие от растений сор-
та Донская-5, солерезистентные линии горчи-
цы SR2 и SR3 в условиях хлоридного засоле-
ния сохраняют показатели продуктивности по
сравнению с контрольными условиями вегета-
ции.

Ранее было показано, что НММ слу-
жит эффективным индуктором пластидных
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Рис. 1. Микроструктура хлоропласта горчицы Донская-5, выращенной на пресном фоне (контроль),
электр. микр. ув. в 35 000 раз

Рис. 2. Микроструктура хлоропласта cолерезистентной линии SR2, выращенной на пресном фоне,
электр. микр. ув. в 35 000 раз

Рис. 3. Микроструктура хлоропласта солерезистентной линии SR3, выращенной на пресном фоне,
электр. микр. ув. в 35 000 раз
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Т а б л и ц а 1
Влияние засоления на прорастание семян горчицы в условиях вегетационного опыта

Вариант Число семян Число проросших семян
Абсол. % ±m

Контроль

Донская-5 300 265 88,3±1,85

SR2 150 139 92,7±2,13

SR3 150 137 91,3±2,30

1% NaCl

Донская-5 400 274 68,5±2,32а

SR2 400 342 85,5±1,76б,г

SR3 400 324 81,0±1,96а,г

1,2% NaCl

Донская-5 400 246 61,5±2,43а

SR2 400 311 77,7±2,08а,г

SR3 400 306 76,5±2,12а,г

П р и м е ч а н и е: а, б — достоверно отличаются от значения в контроле (аP < 0,001, бP < 0,01), г —
достоверно отличается от линии Донская-5 при соответствующих условиях роста при P < 0,001.

хлорофильных мутаций [27]. Высокая из-
бирательность НММ в отношении хлоро-
пластов подсолнечника была выявлена при
электронно-микроскопическом анализе пер-
вой пары настоящих листьев растений М1.

В нашем исследовании индуцированные
НММ солерезистентные линии горчицы не
имели фенотипически заметных хлорофиль-
ных аномалий — все растения были зелены-
ми. Ультраструктурный анализ показал, что
внутреннее строение хлоропластов зеленых
растений горчицы сорта Донская-5 и двух
солерезистентных линий SR2 и SR3 сходно
и типично для хлоропластов высших расте-
ний (рис. 1–3). Хлоропласты горчицы сор-
та Донская-5 имеют овальную форму, хоро-
шо развитую мембранную систему, представ-
ленную тилакоидами стромы и тилакоидами
гран (Тг), которые занимают все внутрен-
нее пространство хлоропласта. Сорт отлича-
ется большим количеством органельных рибо-
сом; встречаются крупные крахмальные зер-
на (Кр), окруженные удлиненными гранами,
состоящими из 4–5 ламелл. По всей строме
пластид рассеяны крупные (до 0,5 мкм) ос-
миофильные пластоглобулы (Пг), имеющие
липидную природу и являющиеся неотъемле-
мой частью структуры хлоропласта [28].

Для ультраструктуры мутантных линий
SR2 и SR3, выращенных на пресном фоне,

характерно наличие крупных крахмальных
зерен, занимающих до 80% площади среза
пластиды. Многочисленные граны с меньшим
числом ламелл по сравнению с исходной ли-
нией расположены равномерно. Тилакоиды
стромы редки. Пластоглобулы крупные. Ми-
тохондрии (М) не набухшие с уплощенными
кристами (рис. 2, 3).

Таким образом, индуцированные НММ
солерезистентные формы горчицы име-
ют функционально активные хлоропласты.
Некоторое снижение числа тилакоидов в гра-
нах пластид из линий SR2 и SR3 не приво-
дит к уменьшению общей площади гран, а
суммарное содержание крахмальных зерен и
осмиофильных пластоглобул даже превосхо-
дит таковые показатели для пластид горчицы
сорта Донская-5.

1% засоление NaCl существенно меняет
организацию тилакоидной системы в хлоро-
пластах растений сорта Донская-5 (рис. 4).
Она представлена в основном гранами, со-
стоящими из 5–6 тилакоидов (в контроле их
количество достигало 30). Отмечено набуха-
ние межтилакоидного пространства. Крах-
мальные зерна практически отсутствуют, то-
гда как в норме они занимают до 50% площа-
ди всей стромы пластид, электронно-плотные
пластоглобулы имеют незначительные раз-
меры (0,05 мкм), а их общее количество
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Т а б л и ц а 2
Продуктивность растений горчицы в условиях засоления NaCl в вегетационном опыте

Вариант Масса семян с одного растения, г±m Масса 1 000 семян,
г±m

Контроль

Донская-5 3,24±0,12 2,37±0,05

SR2 3,02±0,11 2,65±0,06г

SR3 3,16±0,12 2,43±0,08

1% NaCl

Донская-5 2,63±0,13 2,61±0,03а

SR2 3,51±0,10а 2,50±0,07

SR3 3,74±0,17б 2,68±0,09

1,2% NaCl

Донская-5 1,91±0,15а 2,32±0,07

SR2 2,49±0,09а,г 2,60±0,10

SR3 3,12±0,11г 2,57±0,09

П р и м е ч а н и е: а, б — достоверно отличаются от значения в контроле (аP < 0,001, бP < 0,01), г —
достоверно отличается от линии Донская-5 при соответствующих условиях роста при P < 0,001.

на срез пластиды резко снижается. Клеточ-
ная мембрана со стороны вакуоли образу-
ет значительные впячивания и инвагинации.
Электронно-плотные образования на поверх-
ности клеточной стенки представлены редки-
ми фрагментами (в контроле они были иден-
тифицированы как гликокаликс). Эти измене-
ния ультраструктуры хлоропластов указыва-
ют на снижение метаболической активности
клеток в условиях действия стрессового фак-
тора.

Ультраструктурный анализ солеустойчи-
вой линии SR2 при 1% засолении пока-
зал наличие в пластидах больших крахмаль-
ных зерен, занимающих большую часть сре-
за (рис. 5). Тилакоидная система образована
гранами с числом ламелл до 5 единиц. Ме-
жтилакоидное пространство расширено, осо-
бенно значительной величины набухание до-
стигает в тилакоидах стромы. Пластоглобу-
лы довольно крупные (до 0,3 мкм) и имеют
неоднородную электронную плотность. Уль-
траструктурная организация тилакоидной си-
стемы солерезистенной линии SR3 при 1% за-
солении сходна с таковой для линии SR2, хо-
тя общее содержание крахмальных зерен и
пластоглобул снижается до 76 и 88% соот-
ветственно по сравнению с пресным фоном
(рис. 6).

При 1,2% засолении NaCl набухание
межтилакоидного пространства снижается,
уменьшается размер крахмальных зерен, воз-
растает общая электронная плотность за счет
включения в строму пластид значительно-
го числа мелкодисперсных частиц. Несколько
увеличивается доля пластид, не содержащих
крахмальные зерна, особенно это характерно
для линии SR2. Отмечена вакуолизация ци-
топлазмы и отсутствие электронно-плотного
слоя на клеточной стенке.

Можно заключить, что у линий SR2 и SR3

засоление приводит к уменьшению площади
крахмальных зерен, однако данный показа-
тель у линий SR2 и SR3 значительно превос-
ходит таковой для растений сорта Донская-5.
Пластоглобулы крупные, и их размеры от
условий выращивания у линий SR2 и SR3 не
меняются. Число тилакоидов в гранах пла-
стид растений линии SR2 при засолении не
только не уменьшается, но даже увеличивает-
ся. Таким образом, в условиях засоления пла-
стиды в клетках растений линий SR2 и SR3

функционально активны, о чем свидетель-
ствует наличие большого количества крах-
мальных зерен и развитая система тилакои-
дов.

Результаты настоящей работы согласуют-
ся с данными других авторов. Так, было по-
казано, что физиологический статус расти-
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Рис. 4. Микроструктура хлоропласта горчицы Донская-5, выращенной при засолении 1% NaCl,
электр. микр. ув. в 30 000 раз

Рис. 5. Микроструктура хлоропласта солерезистентной линии SR2 при 1% засолении NaCl,
электр. микр. ув. в 35 000 раз

Рис. 6. Микроструктура хлоропласта солерезистентной линии SR3 при 1% засолении NaCl,
электр. микр. ув. в 35 000 раз
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тельной клетки во многом зависит от состо-
яния внутриклеточных мембран и органои-
дов, функционирование которых определяет
основные метаболические процессы [29]. Уста-
новлено, что адаптация растений к стрессу, в
том числе и засолению, связана со стабили-
зацией мембран, функциональным изменени-
ем митохондрий, увеличением или, по край-
ней мере, сохранением мощности функцио-
нальных систем органелл, например, тилако-
идной системы пластид.

Изменения в структуре органелл при за-
солении — это в основном результат их на-
бухания, что отражает накопление в клетке
и ее органеллах гидрофильных соединений и
изменение водно-осмотических свойств клет-
ки. Помимо этого при засолении в раститель-
ных клетках наблюдали изменение структуры
и конфигурации ядер [30], расширение кана-
лов эндоплазматического ретикулума [31, 32],
разбухание митохондрий и крист [32]; дезори-
ентацию гран и ламелл, вакуолизацию хлоро-
пластов [28,33].

Изменение ультраструктуры, как прави-
ло, имеет неспецифический характер. Одна-
ко степень изменения ультраструктуры и по-
роговая величина стрессового фактора, ее
вызывающая, зависят от уровня устойчиво-
сти организма к стрессу. Устойчивость рас-
тений к большинству экстремальных факто-
ров внешней среды в известной мере опре-
деляется цитоплазматическими органеллами,
прежде всего митохондриями и пластидами,
осуществляющими ключевые процессы мета-
болизма — дыхание, окислительное фосфори-
лирование, фотосинтез, синтез жирных кис-
лот. Наличие собственной ДНК обусловлива-
ет возможность возникновения цитоплазма-
тических мутаций, способных изменить нор-
му реакции организма. Широко известны му-
тации устойчивости к антибиотикам и герби-
цидам, обусловленные изменениями в хлоро-
пластной ДНК. У подсолнечника с помощью
НММ получен солеустойчивый пластомный
мутант chlorina [34].

Предварительные данные, полученные в
результате реципрокных скрещиваний SR-
форм с сортовыми растениями, позволяют
предположить, что признак галорезистентно-
сти у этих форм имеет внеядерную природу.
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