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Исследовано влияние N,N1-дифенилмочевины (ДФМ), обладающей цитокининовой активностью,
на фотосинтез, скорость фотофосфорилирования и структуру клеток мезофилла хлоропластов в фа-
зе цветения растений рапса. Обработка растений рапса ДФМ влияла на фотосистему 2 (ФС-2) и из-
меняла соотношение скоростей циклического (ЦФ) и нециклического фотофосфорилирования
(НЦФ) препаратов тилакоидных мембран, выделенных из флагового листа. Через 24 ч после обра-
ботки растений ДФМ скорость ЦФ в хлоропластах возрастала на 25–30%, а скорость НЦФ не изме-
нялась. Соотношение скоростей ЦФ и НЦФ сохранялось в течение нескольких суток. Обработка
растений ДФМ приводила к повышению максимального квантового выхода ФС-2 (Fv : Fm). Полу-
ченные результаты свидетельствовали, что обработка растений рапса ДФМ изменяла углеводный
обмен в хлоропластах, увеличивая содержание крахмальных зерен в листьях и жира на 20% в зерне
конечной продукции.
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ВВЕДЕНИЕ
Исследование механизмов регуляции роста и

развития растений является актуальной пробле-
мой физиологии растений [1]. Основную роль в
этом процессе играют фитогормоны – индоли-
луксусная кислота (ИУК) и цитокинины (ЦК),
которые синтезируются централизованно: ИУК – в
верхушке побега, ЦК – в корнях. Они индуциру-
ют деление клеток и участвуют в регуляции их ро-
ста, дифференциации и включают 2 важнейшие
генетические программы – побего- и корнеобра-
зование. Эти 2 фитогормона, взаимодействуя по
принципу обратных положительных связей,
обеспечивают поступательное развитие и старе-
ние растительного организма. ИУК индуцирует
закладку новых корней, что приводит к увеличе-
нию синтеза цитокининов корневой системой.
А это, в свою очередь, способствует закладке в

апексе новых метамеров, а при переходе к репро-
дуктивной фазе вегетации – регуляции процесса
старения [1–3]. Обработка растений злаков цито-
кининами в фазе кущения приводит к изменению
обмена веществ уже закончивших рост органов.
Кинетин, например, задерживает процессы ста-
рения и распада. Установлено также влияние ЦК
на синтез белков и энергетический обмен как на
уровне целого растения, так и хлоропластов в зла-
ковых культурах [2–5]. Ранее было обнаружено
влияние природного соединения N,N-дифенилмо-
чевины (ДФМ), обладающего цитокининовой ак-
тивностью, на скорость циклического (ЦФФ) и не-
циклического фотофосфорилирования (НФФ) в
хлоропластах и пул индолов во флаговых листьях
растений пшеницы, обработанных в начале фазы
цветения [6]. Нами установлено изменение ин-
дукции флоуресценции и реакции хлорофилла на
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поражение пшеницы микозами (влияние стресс-
факторов) [7, 8]. Однако механизм действия
ДФМ на энергетический и углеводный обмен в
различных фазах онтогенеза растений во многом
остается неясным и является целью настоящего
исследования.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Растения рапса сорта Галант выращивали в
теплице в сосудах, содержащих 5 кг серой лесной
почвы. Использовали стандартные семена рапса
от производителя. Семена до посева в почву зама-
чивали на 2 сут в воде (контроль) и в водном рас-
творе ДФМ (10–5 М). Перед посевом, готовя поч-
восмесь для исследования, вносили удобрения:
мочевину, двойной суперфосфат, K2SO4 в дозах
8 мг/100 г (эквивалентно 20 г/м2) почвы для каж-
дого элемента питания (NPK). Растения обраба-
тывали раствором ДФМ (0.2 мг/м2) стандартным
опрыскиванием из расчета 300 литров рабочего
раствора на 1 га в начале фазы цветения. Исследо-
вания в теплице проводили в течение 3-х лет. Рас-

тительный материал брали утром в 9–10 ч. Тила-
коидные мембраны хлоропластов выделяли из
флаговых листьев по методу [9]. Циклическое фо-
тофосфорилирование проводили в присутствии
феназинметасульфата (ФМС), нециклическое –
в присутствии феррицианида и субстратов, АДФ –
3 мМ, 5 мМ фосфата и 3 мМ хлористого магния в
10 мМ Трицин–NaОH буфере (рН 7.8). Суспен-
зию хлоропластов добавляли в количестве, экви-
валентном 30 мкг хлорофилла. Реакционную
смесь освещали белым светом с интенсивностью
300 вт/м2 в течение 3 мин. Количество образован-
ного АТФ измеряли биолюминесцентным мето-
дом по свечению люциферин-люциферазной си-
стемы [10]. Структуру хлоропластов в фазе молоч-
но-восковой спелости исследовали с помощью
электронной микроскопии [11]. Для этой цели
аликвоту суспензии хлоропластов фиксировали с
2.5%-ным глутаровым альдегидом в фосфатном
буфере (рН 7.4) с последующей фиксацией в
1%-ном растворе OsO4. Фиксированные образцы
обезвоживали в спирте и ацетоне и заполняли
эпоном 812. Ультратонкие срезы окрашивали ура-
нилацетатом и цитратом свинца.

Измерение флуоресценции хлорофилла. Актив-
ность ФС-2 оценивали путем измерения флуо-
ресценции хлорофилла с помощью метода быст-
рой флуоресценции (БФл). Перед измерениями
листья закрепляли внутри измерительной ячейки
и держали в темноте 15 мин.

Различные флуоресцентные параметры, такие
как F0, Fv и Fm, где F0 – начальная (минимальная)
флуоресценция, Fm – максимальная флуоресцен-
ция, Fv – переменная (Fv = Fm – F0), определяли с
помощью ПАМ флуориметра (XE-PAM, Heinz
Walz, Германия). Индукционные кривые БФл
(OJIP-transient) были оценены в электронном ви-
де и записаны на компьютере [12]. Оценивали
максимальную квантовую эффективность ФС-2
по величине соотношения Fv : Fm. На основе ин-
дукционных кривых БФл рассчитывали также ве-
личину ET0 : RC – поток электронов, перенесен-
ных от QA на QВ в расчете на РЦ ФС-2 и S0 – нор-
мализованную площадь, число восстановленных
пластохиноновых переносчиков электронов в
ФС-2 (табл. 1).

Опыт проводили в 3-х повторностях, аналити-
ческие измерения – в 5-ти повторениях. Пред-
ставлены среднеарифметические величины ти-
пичного опыта и их стандартные отклонения. До-
стоверность различий определяли по t-критерию
Стьюдента при p < 0.05.

Таблица 1. Параметры полифазной индукции флуо-
ресценции листьев рапса, рассчитанные из индукци-
онных кривых быстрой флуоресценции хлорофилла

*ДФМ – дифенилмочевина.

Параметр Контроль Контроль + 
+ ДФМ*

Fv : Fm – максимальная 
квантовая эффектив-
ность ФС-2

0.735 ± 0.01 0.770 ± 0.01

ET0 : RC – поток электро-
нов перенесенных от QA к 
QB в расчете на реакцион-
ный центр ФC-2

0.93 ± 0.02 0.98 ± 0.01

Sv – нормализованная 
площадь, число восста-
новленных пластохино-
новых переносчиков 
электрона в ФС-2

32 ± 1 36 ± 1

Таблица 2. Влияние обработки растений рапса сорта
Галант дифенилмочевиной (ДФМ) в начале фазы цве-
тения на содержание жира в зерне

Показатель Контроль ДФМ НД на метод 
испытаний

Массовая доля 
жира, %

31.1 ± 1.0 39.3 ± 1.0 ГОСТ 32905-2012
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Было исследовано действие ДФМ на фотосин-
тетическую активность ФС-2. Типичные кривые
быстрой флуоресценции представлены на рис. 1.
Индукционная кривая растений обработанных

ДФМ, располагается выше контроля и площадь
под ней, отражающая емкость пластохинонового
пула, больше, чем площадь под индукционной
кривой контроля. Из чего следует, что число мо-
лекул пластохинона – переносчика электрона в
ЭТЦ ФС-2 было больше у растений, обработан-

Рис. 1. Индукционные кривые быстрой флуоресценции Хл а в листьях контрольных и обработанных дифенилмочеви-
ной (ДФМ) растений рапса в начале фазы цветения: 1 – контроль, 2 – ДФМ; время – миллисекунды (мс).

Время, мс
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10 000

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500
Флуоресценция, отн. ед.

2

1

Рис. 2. Влияние обработки растений рапса сорта Галант дифенилмочевиной (ДФМ) в начале фазы цветения на скоро-
сти циклического (ЦФ) и нециклического (НЦФ) фотофосфорилирования в препаратах тилакондных мембран хло-
ропластов: 
1 – контроль – скорость НЦФ, 2 – обработка ДФМ – скорость НЦФ через 1 и 3 сут, 3 – контроль – скорость ЦФ, 4 –
обработка ДФМ – скорость ЦФ через 1 и 3 сут.
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ных ДФМ, чем в контроле. Также, в результате
обработки растений ДФМ увеличивались величи-
ны ряда параметров флуоресценции Хл а, в том чис-
ле максимальный квантовый выход ФС-2 (Fv : Fm),
максимальный поток электронов, перенесенных
от первичного стабильного акцептора в фотоси-
стеме 2 QA к вторичному акцептору QB, в расчете
на реакционный центр ФC-2 (ET0 : RC) (табл. 1).
Известно, что фотосинтетический аппарат (ФА)
(особенно ФС-2) является одной из наиболее
чувствительных систем к воздействию стрессов
различной природы [13, 14]. Полученные данные
согласуются с ранее полученными данными в ра-
боте [15], где было показано, что ДФМ замедляла
старение и снижала степень окислительного
стресса в листьях. Таким образом, на уровне пер-
вичных процессов фотосинтеза проявлялся сти-
мулирующий эти процессы эффект ДФМ.

Уже на 2-е сут после обработки растений
ДФМ, проведенной в начале фазы цветения рас-
тений рапса, наблюдали увеличение скорости
циклического фотофосфорилирования, а ско-
рость нециклического фотофосфорилирования
изменялась незначительно (рис. 2). При этом
максимальная разница между опытом и контро-
лем достигалась к середине фазы цветения. Со-
гласно нашим данным, полученным на пророст-
ках пшеницы по влиянию умеренного теплового
стресса на фотохимическую активность и скорость
фотофосфорилирования [12], такая разница между
циклическим и нециклическим фотофосфорили-
рованием может объясняться проявлением умерен-
ного окислительного стресса (ОС), индуцирован-
ного стрессором. За счет развития ОС усиливает-
ся ЦФФ и снижается НФФ. Предположили, что
обработка ДФМ аналогично индуцирует разви-
тие слабого окислительного стресса во флаговом
листе, что приводит к усилению циклического
фотофосфорилирования. В работе [15] было уста-
новлено, что обработка злаковых растений в на-
чале фазы цветения приводит к изменению
структуры хлоропластов, увеличению скорости
циклического фотофосфорилирования и соотно-
шения некоторых аминокислот в зерне и их со-
держания. В частности, наблюдали увеличение
содержания пролина в обработанных злаковых
растениях. Считается, что пролин является мар-
кером развития стресса в растениях [16]. При
этом, как показано ранее в работах [5, 6], изменя-
ется содержание индолов и фенолов в листьях
злаков и, соответственно, соотношение цитоки-
нинов и ауксинов. Обработка растений ячменя в
начале фазы цветения, когда формируется колос
(активен флаговый лист), приводит к увеличению
урожайности и снижению содержания запасного
белка (что подтверждено эффектом разбавления:
крахмальные составляющие нарабатываются
быстрее, белковость зерна ячменя снижается).
Имеются литературные данные, свидетельствую-
щие о том, что после обработки злаковых расте-
ний цитокининами в фазе колошения отмечено
увеличение количества зерен в колосе и урожай-
ности растений [17], это можно объяснить боль-
шей выполненностью зерен в колосе и колосках
злаков, особенно многорядного ячменя, пшени-
цы и овса по сравнению с карбамидно-аммиач-
ной смесью [18–20]. На основе полученных ре-
зультатов и литературных данных [21, 22] можно
сделать предположение, что обработка растений
ДФМ изменяет скорость поступления метаболи-
тов углеводного и белкового обмена в репродук-
тивные органы рапса и их накопление за вегета-
ционный период. Обработка вегетирующих рас-

Рис. 3. Электронная микроскопия меристемных кле-
ток флаговых листьев (крахмальные зерна) растений
рапса сорта Галант, выделенных в фазе начала молоч-
ной спелости: (а) – контроль, (б) – растения, обрабо-
танные ДФМ в начале фазы цветения.

(a)

(б)
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тений ДФМ энергетически и экономически
менее затратная по сравнению с применением
КАС 28. ДФМ перспективен для изучения и на
других культурах, в том числе по физиолого-эко-
номическим основаниям.

Полученные нами результаты по структуре
хлоропластов, выделенных в фазе начала молоч-
ной спелости (электронная микроскопия) свиде-
тельствовали о том, что обработка семян и расте-
ний рапса ДФМ в начале фазы цветения изменя-
ла углеводный обмен в хлоропластах, увеличивая
содержание крахмальных зерен (рис. 3). Резуль-
таты анализа содержания жира в семенах кон-
трольных и обработанных ДФМ растений рапса
(табл. 2), свидетельствовали о существенном уве-
личении содержания жира (до 26.3%) в сформи-
рованных семенах рапса при опрыскивании рас-
тений.

ВЫВОДЫ

1. Обработка растений ДФМ приводила к по-
вышению максимального квантового выхода
ФС-2 (Fv : Fm) и изменяла соотношение скоростей
циклического (ЦФ) и нециклического (НЦФ)
фотофосфорилирования препаратов тилакоид-
ных мембран.

2. Обработка растений рапса ДФМ изменяла
углеводный обмен в хлоропластах, увеличивая
содержание крахмальных зерен в листьях и жира
на 20% в зерне конечной продукции.
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Effect of Diphenylurea on Energy-Storing Reactions of Photosynthesis 
in Ontogenesis of Rape Plants
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The effect of N,N-diphenylurea (DPU), which has cytokinin activity, on photosynthesis, photophosphory-
lation rate, and the structure of chloroplast mesophyll cells in the f lowering phase of rape plants was studied.
The treatment of rapeseed plants with DPU influenced photosystem 2 (PS-2) and changed the ratio of the
rates of cyclic (CPP) and non-cyclic photophosphorylation (NCPP) of preparations of thylakoid membranes
isolated from the f lag leaf. Through 24 h after the treatment of plants with DPU, the rate of CPP in chloro-
plasts increased by 25–30%, while the rate of NCPP did not change. The ratio of the rates of the CPP and
NCPP was maintained for several days. The treatment of plants with DPU led to an increase in the maximum
quantum yield of PS-2 (Fv : Fm). The results obtained indicate that the treatment of rapeseed plants with DPU
changes the carbohydrate metabolism in chloroplasts, increasing the content of starch grains in the leaves and
fat by 20% in the grain of the final product.

Key words: diphenylurea, energy-saving reactions, photosynthesis, plant ontogenesis, rapeseed.
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