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В работе изучено функционирование митохондрий из побегов незакаленных и закаленных (2°С,
7 сут) этиолированных проростков озимой пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Иркутская), выра-
щенных из семян, обработанных тебуконазол-содержащим протравителем “Бункер” (1.5 мкл/г се-
мян), и проростков, выращенных на растворе тебуконазола (1 мМ). Показано, что в контрольных
температурных условиях (24°С) тебуконазол снижает скорость окисления малата, ингибируя цито-
хромный путь (ЦП) дыхания, в то время как препарат “Бункер” неспецифически ингибирует
скорость переноса электронов по электронтранспортной цепи (ЭТЦ) и блокирует как ЦП, так и
альтернативный (АП) пути дыхания. При холодовом закаливании тебуконазол вызывает усиление
окислительной активности митохондрий, увеличивая потенциальную (максимально возможную)
активность АП, главным образом, при окислении малата, а препарат “Бункер” снижает скорость
окисления NADH, ингибируя ЦП. Сделано предположение, что влияние промышленного препара-
та “Бункер” на дыхание растений опосредовано не только входящим в состав тебуконазолом, но и
вспомогательными соединениями.

Ключевые слова: дыхание, окислительное фосфорилирование митохондрий, тебуконазол, тебуко-
назол-содержащий протравитель, озимая пшеница, низкая температура
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ВВЕДЕНИЕ
Изменяющиеся условия внешней среды ока-

зывают существенное влияние на клеточный ме-
таболизм растений, при этом клеточное дыхание
представляет собой важное звено в механизмах
устойчивости к действию экстремальных факто-
ров, в том числе к неблагоприятным низким тем-
пературам. Процесс окислительного фосфорили-
рования, локализованный в митохондриях, явля-
ется конечным этапом клеточного дыхания, от
эффективности функционирования которого за-
висит адаптация растений к низкой температуре.
Переход растений в состояние покоя и формиро-
вание устойчивости к неблагоприятным низким
температурам сопровождается ингибированием
процессов дыхания [1, 2]. Митохондрии участву-
ют в механизмах адаптации растений, при этом в
развитие холодо- и морозоустойчивости вовлече-
ны митохондриальные энергорассеивающие
системы, в том числе цианидрезистентная аль-

тернативная оксидаза (АО) [3, 4]. Активация АО
происходит не только при действии низких тем-
ператур на растения, но и в ответ на действие дру-
гих неблагоприятных факторов абиотической и
биотической природы [5, 6]. Возможная функци-
ональная роль АО при низкой температуре со-
стоит в регуляции образования активных форм
кислорода (АФК), термогенезе, поддержании
дыхания в условиях ограничения активности
цитохромоксидазы, регуляции соотношения
NAD(P)H/NAD(P)+ и др. [5–9].

Известно, что фунгициды, в том числе три-
азольной природы, являются ингибиторами ми-
тохондриального дыхания, и их действие направ-
лено на комплекс I ЭТЦ митохондрий [10]. Ранее
нами было показано, что применяемые в сель-
ском хозяйстве протравители семян триазольной
природы вызывают у растений эффект, сходный с
холодовым закаливанием. Так, обработка семян
тебуконазол-содержащим протравителем “Бункер”
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сопровождалась снижением ростовых процессов
[11], увеличением содержания сахаров [12], син-
тезом дегидринов [11], повышением ненасыщен-
ности жирных кислот [13, 14] у проростков зла-
ков. Эти физиологические и биохимические
изменения приводили к повышению холодо- и
морозоустойчивости злаков [11–14]. Можно
предположить, что в механизмах повышения
устойчивости растений к низкой температуре под
действием тебуконазол-содержащего протрави-
теля, участвуют митохондрии, а тебуконазол, вхо-
дя в состав протравителя, влияет на их функцио-
нальную активность и активность альтернатив-
ной оксидазы.

В связи с этим цель работы – исследовать вли-
яние тебуконазола и тебуконазол-содержащего
протравителя на функционирование митохон-
дрий озимой пшеницы в контрольных условиях и
при холодовом закаливании и определить воз-
можные изменения потенциальной (максималь-
но возможной) активности альтернативной окси-
дазы в этих условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка растительного материала. В экспе-
риментах использовали побеги 3-суточных этио-
лированных проростков озимой пшеницы (Triti-
cum aestivum L., сорт Иркутская), выращенных
при 24°С из семян, обработанных тебуконазол-
содержащим препаратом “Бункер” (содержание
тебуконазола в препарате 60 г/л), или выращен-
ных на растворе тебуконазола (1-(4-хлорфенил)-
4,4-диметил-3-(1H-1,2,4-триазол-1-илметил)-3-
пентанол), и проростки этих вариантов после за-
каливания при 2°С в течение 7 сут. Подготовку
растительного материала проводили следующим
образом: семена промывали мыльным раствором,
замачивали на 20–25 мин в 0.1% растворе перман-
ганата калия и затем тщательно отмывали и про-
сушивали. Обработку семян водным раствором
препарата “Бункер” в дозе 1.5 мкл препарата на
грамм семян проводили непосредственно перед
их проращиванием. Необработанные и обрабо-
танные протравителем семена проращивали в те-
чение 3 сут на влажной фильтровальной бумаге на
воде в темноте при 24°С в инкубаторе MIR-154
“Sanyo” (Япония). На вторые сутки роста воду из
одной части кювет с проростками из необрабо-
танных протравителем семян заменяли 1 мМ рас-
твором тебуконазола и продолжали выращивать
проростки еще в течение суток (до трехсуточного
возраста) в темноте при 24°С. Затем раствор сли-
вали, проростки промывали водой и использова-
ли в эксперименте или подвергали закаливанию.
Холодовое закаливание трехсуточных этиолиро-

ванных проростков трех вариантов (проростки из
необработанных протравителем семян, пророст-
ки из семян, обработанных препаратом “Бун-
кер”, и проростки, выращенные на растворе тебу-
коназола) проводили при 2°С в течение 7 сут в ка-
мере тепла/холода MKT-240 “Binder” (Германия)
в темноте в кюветах на влажной фильтровальной
бумаге. Всего было исследовано 6 вариантов про-
ростков: Контроль – контрольные проростки
(24°С, 3 сут); Тебуконазол – проростки, обрабо-
танные 1 мМ тебуконазолом (24°С, 3 сут); Препа-
рат “Бункер” – проростки из семян, обработан-
ных 1.5 мкл/г “Бункером” (24°С, 3 сут); Холодо-
вое закаливание – закаленные при +2°С (7 сут)
проростки варианта Контроль; Тебуконазол +
+ Холодовое закаливание – закаленные при +2°С
(7 сут) проростки варианта Тебуконазол; Препа-
рат “Бункер” + Холодовое закаливание – зака-
ленные при +2°С (7 сут) проростки варианта
Препарат “Бункер”.

Выделение митохондрий. Митохондрии выде-
ляли из побегов озимой пшеницы всех вариантов
проростков с помощью дифференциального цен-
трифугирования по методике, опубликованной
ранее [15], используя среду гомогенизации, со-
держащую 300 мМ сахарозы, 40 мM MOPS-КОН
(рН 7.36), 10 мМ KCl, 2 мМ EDTA, 1 мM MgCl2,
0.5% цистеина, 0.1% бычьего сывороточного аль-
бумина – BSA. Гомогенат центрифугировали при
4°С в течение 4 мин при 5000 g, полученный су-
пернатант центрифугировали 3 мин при 15000 g
для осаждения митохондрий. Осажденные мито-
хондрии промывали средой выделения без цисте-
ина, повторно осаждали при 15000 g в течение
3 мин ресуспендировали в среде того же состава
до концентрации белка 10–12 мг/мл и хранили на
льду.

Полярографический анализ. Скорость дыхания
митохондрий определяли кислородным электро-
дом Кларка, используя полярограф Oxytherm sys-
tem “Hansatech Inst.” (Англия) в ячейке объемом
1.4 мл. Реакционная среда содержала 300 мМ са-
харозы, 18 мМ КН2РО4 (рН 7.36), 1 мМ МgСl2,
5 мМ EDTA. Анализ активности митохондрий
проводили с субстратами, при окислении кото-
рых в транспорте электронов участвовали отдель-
ные, заранее известные комплексы ЭТЦ. Были
использованы следующие субстраты: 10 мМ ма-
лат + 10 мМ глутамат (транспорт электронов на-
чинается с комплекса I ЭТЦ); 8 мМ сукцинат +
+ 5 мМ глутамат (транспорт электронов начина-
ется с комплекса II ЭТЦ); 1 мМ NADH (поток
электронов проходит по участку ЭТЦ “внешняя”
NADH-дегидрогеназа – комплекс III – убихинон –
комплекс IV) и 2 мМ аскорбат + 0.2 мМ тетраме-
тил-п-фенилендиамин (TMPD) – аскорбат в
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присутствии TMPD является эффективным ис-
кусственным донором электронов, которые через
цитохром с подаются в комплекс IV, минуя другие
комплексы [16]. При использовании в качестве
субстратов окисления сукцината и NADH транс-
порт электронов в комплексе I блокировали до-
бавлением в реакционную среду 3 мкМ ротенона.
При окислении NADH из состава среды инкуба-
ции исключали EDTA и для активации “внеш-
ней” ротенон-нечувствительной NADH-дегидро-
геназы включали 0.06 мМ CaCl2 [17]. Максималь-
ную скорость окисления субстратов измеряли в
присутствии 50–200 мкМ ADP.

На основе полярограмм рассчитывали ско-
рость поглощения кислорода в метаболическом
состоянии 3 (V3, скорость фосфорилирующего
дыхания), скорость поглощения кислорода в ме-
таболическом состоянии 4 (V4, скорость нефос-
форилирующего дыхания), коэффициент дыха-
тельного контроля по Чансу–Вильямсу (КДК =
= V3/V4) и отношение ADP/О [18]. Концентрацию
митохондриального белка определяли по методу [19].
Для ингибирования цитохромного пути (ЦП) ис-
пользовали 0.4 мМ KCN (ингибитор цитохром c
оксидазы), для ингибирования альтернативного
пути (АП) – 1 мМ бензгидроксамовую кислоту
(BHAM, ингибитор альтернативной цианидрези-
стентной оксидазы), которые добавляли в фосфо-
рилирующем состоянии (V3). Активность ЦП
рассчитывали, как дыхание, ингибируемое KCN,
а активность АП, связанного с функционирова-
нием альтернативной оксидазы (АО), как дыха-
ние, ингибируемое BHAM в присутствии KCN
(цианидрезистентное дыхание, чувствительное к
BHAM, или потенциальная (максимально воз-
можная) активность АП). За 100% принимали
скорость поглощения кислорода митохондриями
в состоянии 3 до добавления ингибиторов (от-
дельно для каждого субстрата окисления).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных осуществляли с помощью про-
граммного пакета SigmaPlot 12.5. Эксперименты
проводили не менее чем в 3-кратной повторно-
сти. Данные диаграмм и таблиц представлены в
виде среднего арифметического (M) и стандарт-
ного отклонения (± S.D.) или в виде медианы
(Me) и интерквартильной широты [25%; 75% про-
центиль]. Нормальность распределения проверяли
с помощью критерия Шапиро–Уилка. В случае
нормального распределения для доказательства
наличия значимых различий между средними
значениями применяли однофакторный диспер-
сионный анализ с последующим множественным
сравнением средних по методу LSD Фишера
(данные представлены на рисунке в виде M ± S.D.
и в табл. 1 и 2 применительно к активности ЦП и

АП в виде М). Для доказательства наличия значи-
мых различий при распределении отличном от
нормального использовали H-критерий Краске-
ла–Уоллиса (данные представлены в табл. 1 и 2
(V3, V4, КДК, ADP/O) в виде Me [25%; 75%]). Раз-
личия между экспериментальными данными
считали статистически значимыми при p ≤ 0.05.

В работе были использованы следующие реак-
тивы: ADP (натриевая соль), ATP (натриевая
соль), глутамат (натриевая соль), KCN, ротенон
(Sigma, Германия); MOPS (AppliChem, Герма-
ния); NADH (динатриевая соль), цистеин (ICN
Biomedicals, Inc., США); BHAM, малат (натрие-
вая соль), тебуконазол (Tebuconazol PESTANAL),
TMPD (дигидрохлорид) (Sigma-Aldrich, Герма-
ния); BSA (MP Biomedicals Inc., Франция); сук-
цинат (натриевая соль) (Fluka, Япония); препарат
“Бункер” (Август, Россия); EDTA (динатриевая
соль) (Amresco, США). Остальные реактивы бы-
ли отечественного производства квалификации
ч. д. а. и х. ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В работе использовали препарат “Бункер” –
системный фунгицид (водно-суспензионный
концентрат) для протравливания семян профи-
лактического и лечебного действия, а также син-
тетический тебуконазол (Tebuconazol PESTANAL).
Доза препарата “Бункер” (1.5 мкл/г семян) была
подобрана в ходе лабораторных исследований по
изменению ростовых параметров колеоптилей
проростков озимой пшеницы [11]. Концентрация
тебуконазола также подбиралась эксперимен-
тально: так, тебуконазол в концентрации 1 мМ
вызывал ингибирование длины колеоптилей,

Рис. 1. Влияние тебуконазола (1) и тебуконазол-со-
держащего препарата “Бункер” (2) на рост колеопти-
лей озимой пшеницы. n = 3–4, M ± S.D.
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Таблица 1. Влияние тебуконазола и тебуконазол-содержащего препарата “Бункер” на скорость окисления раз-
личных субстратов в метаболических состояниях 3 (V3) и 4 (V4), коэффициент ДК (КДК) и отношение ADP/О
и активность цитохромного (ЦП) и альтернативного (АП) путей в митохондриях из побегов этиолированных
проростков озимой пшеницы, выращенных при 24°С

Примечание. Контроль – митохондрии, изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных из необработанных
семян при 24°С; Тебуконазол – митохондрии, изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных при 24°С в
течение 2 сут в отсутствие обработок и 1 сут на растворе 1 мМ тебуконазола; Препарат “Бункер” – митохондрии, изолированные
из побегов 3-суточных проростков, выращенных из семян, обработанных препаратом “Бункер” (1.5 мкл/г семян) при 24°С. 
За 100% при расчете активности АП и ЦП принята скорость поглощения кислорода митохондриями варианта Контроль в со-
стоянии 3 до добавления ингибиторов отдельно для каждого субстрата окисления. 
* – указаны обнаруженные статистически значимые различия (p ≤ 0.05, n = 4) с вариантом Контроль при использовании
определенного субстрата.

Субстрат
окисления

V3 V4

КДК ADP/O
Активность пути, %

нмоль О2/мин/мг белка ЦП АП

Контроль

Малат 56.46
[53.08; 60.03]

18.96
[17.11; 22.00]

3.12
[2.40; 3.41]

2.79
[2.51; 3.01]

69 31

Сукцинат 67.89
[65.50; 71.39]

35.47
[31.59; 38.30]

2.03
[1.71; 2.14]

1.98
[1.73; 2.11]

82 18

NADH 75.0
[73.9; 80.3]

68.21
[62.63; 72.89]

1.13
[1.07; 1.18]

0.77
[0.50; 0.93]

89 11

Аскорбат 90.2
[87.5; 92.6]

70.81
[63.76; 72.05]

1.31
[1.26; 1.39]

0.83
[0.76; 0.95]

100 0

Тебуконазол

Малат 34.61*
[32.15; 37.62]

18.23*
[15.26; 19.85]

1.92*
[1.73; 2.07]

2.64
[2.48; 2.85]

37* 31

Сукцинат 54.91
[47.31; 65.56]

30.74
[27.66; 34.39]

1.81
[1.67; 1.93]

1.62
[1.46; 1.79]

67* 23*

NADH 73.31
[66.68; 81.90]

52.56
[45.02; 67.91]

1.40
[1.20; 1.51]

0.81
[0.79; 0.87]

78* 12

Аскорбат 85.08
[81.63; 92.40]

67.98
[57.31; 70.14]

1.32
[1.20; 1.49]

0.79
[0.76; 1.21]

100 0

Препарат “Бункер”

Малат 40.36*
[35.40; 42.43]

14.65*
[13.93; 15.95]

2.74*
[2.16; 2.94]

2.84
[2.68; 3.15]

62 19

Сукцинат 48.76*
[43.96; 49.82]

22.16*
[17.05; 25.2]

2.20*
[1.86; 2.74]

2.01
[1.61; 2.10]

50* 10*

NADH 49.19*
[48.06; 53.46]

43.80*
[42.00; 46.04]

1.14
[1.12; 1.16]

0.85
[0.47; 0.96]

59* 5*

Аскорбат 50.28*
[43.94; 53.28]

40.20*
[35.20; 44.28]

1.25
[1.14; 1.32]

1.05
[0.93; 1.18]

57* 0
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Таблица 2. Влияние тебуконазола и тебуконазол-содержащего препарата “Бункер” на скорость окисления раз-
личных субстратов в метаболических состояниях 3 (V3) и 4 (V4), коэффициент ДК (КДК), отношение ADP/О
и активность цитохромного (ЦП) и альтернативного (АП) путей в митохондриях из побегов закаленных (+2°С,
7 сут) этиолированных проростков озимой пшеницы

Примечание: Холодовое закаливание – митохондрии, изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных при
24°С в течение 2 сут и закаленных при 2°С (в течение 7 сут); Тебуконазол + Холодовое закаливание – митохондрии, изоли-
рованные из побегов 3-суточных проростков, выращенных при 24°С в течение 2 сут в отсутствие обработок и 1 сут на растворе
1 мМ тебуконазола и закаленных при 2°С (в течение 7 сут); Препарат “Бункер” + Холодовое закаливание – митохондрии,
изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных из семян, обработанных препаратом “Бункер” (1.5 мкл/г се-
мян) и закаленных при 2°С (в течение 7 сут). 
За 100% при расчете активности АП и ЦП принята скорость поглощения кислорода митохондриями варианта Холодовое за-
каливание в состоянии 3 до добавления ингибиторов отдельно для каждого субстрата окисления. 
* Указаны обнаруженные статистически значимые различия (p ≤ 0.05, n = 4) с вариантом Холодовое закаливание при исполь-
зовании определенного субстрата.

Субстрат
окисления

V3 V4

КДК ADP/O
Активность пути, %

нмоль О2/мин/мг белка ЦП АП

Холодовое закаливание

Малат 35.82
[33.18; 40.21]

12.58
[11.41; 16.11]

2.59
[2.41; 3.10]

2.56
[2.34; 2.60]

64 36

Сукцинат 46.01
[44.17; 48.21]

26.86
[25.00; 29.06]

1.72
[1.61; 1.86]

1.71
[1.20; 2.11]

79 21

NADH 60.16
[49.11; 62.66]

48.78
[42.79; 53.67]

1.15
[1.12; 1.18]

0.94
[0.75; 0.99]

96 4

Аскорбат 57.34
[55.81; 64.97]

43.69
[39.62; 54.00]

1.29
[1.18; 1.45]

0.95
[0.87; 1.23]

100 0

Тебуконазол + Холодовое закаливание

Малат 41.66
[36.98; 43.68]

14.77
[14.03; 15.53]

2.78
[2.61; 2.96]

2.77
[2.50; 2.94]

67 49*

Сукцинат 49.16
[46.14; 52.87]

28.60
[27.36; 29.53]

1.73
[1.66; 1.80]

1.77
[1.69; 2.09]

81 28*

NADH 63.18
[56.74; 68.88]

53.45
[46.94; 60.70]

1.17
[1.14; 1.21]

1.11
[0.97; 1.27]

108* 9*

Аскорбат 66.59
[56.03; 70.97]

56.45
[41.95; 58.91]

1.25
[1.15; 1.39]

0.96
[0.84; 1.18]

100 0

Препарат “Бункер” + Холодовое закаливание

Малат 35.22
[30.94; 42.74]

15.68
[13.28; 17.47]

2.69
[1.90; 2.79]

2.53
[2.35; 3.20]

66 35

Сукцинат 41.24
[38.72; 55.05]

24.58
[24.08; 25.13]

1.71
[1.57; 2.20]

1.79
[1.36; 1.90]

75 20

NADH 44.89*
[38.84; 50.63]

37.01*
[34.58; 44.12]

1.17
[1.09; 1.20]

1.27
[0.91; 1.39]

86* 6

Аскорбат 63.58
[50.74; 69.71]

45.99
[37.36; 54.94]

1.31
[1.21; 1.51]

0.81
[0.62; 1.05]

101 0
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статистически значимо не отличающееся от ин-
гибирования, которое оказывал препарат “Бун-
кер” в концентрации 1.5 мкл/г семян (рис. 1).

В настоящей работе анализировали последей-
ствие тебуконазол-содержащего препарата “Бун-
кер” и тебуконазола на функционирование дыха-
тельной цепи митохондрий озимой пшеницы у
проростков, выращенных при 24°С и прошедших
холодовое закаливание.

Как известно, ЭТЦ растительных митохон-
дрий содержит четыре классических комплекса –
комплекс I (NADH-убихинон оксидоредуктаза),
комплекс II (сукцинат-убихинон оксидоредуктаза),
комплекс III (убихинол-цитохром с оксидоредук-
таза) и комплекс IV (цитохром с оксидаза), а
также альтернативные ферменты – ротенон-нечув-
ствительные NAD(P)H-дегидрогеназы (NAD(P)H-
ДГ II типа) и цианидрезистентную АО [20]. Ис-
пользуя различные субстраты цикла трикарбоно-
вых кислот и ингибиторы транспорта электронов,
можно оценить работу ЭТЦ митохондрий и ее от-
дельных комплексов.

Свежевыделенные из побегов контрольных
проростков митохондрии озимой пшеницы были
энергетически активными, с хорошей степенью
сопряжения процессов окисления и фосфорили-
рования (табл. 1). Об эффективности окислитель-
ного фосфорилирования в митохондриях свиде-
тельствует то, что значения отношения ADP/О
при окислении митохондриями малата и сукци-
ната были близкими к теоретическим (около 3
для малата, 2 для сукцината). Высокая скорость
окисления экзогенного NADH указывает на
функционирование в митохондриях озимой пше-
ницы “внешней” NADH-дегидрогеназы. Поток
электронов через комплекс IV ЭТЦ (при окисле-
нии аскорбата + TMPD) был сопряжен с фосфо-
рилированием (табл. 1).

Обработка проростков тебуконазолом приво-
дила к существенному ингибированию скорости
фосфорилирующего дыхания в изолированных
из них митохондриях при окислении малата и не-
значительному снижению скорости нефосфори-
лирующего дыхания, в результате этого КДК по-
нижался (табл. 1). Значимого влияния обработки
на отношение ADP/О при этом не наблюдали.
При использовании в качестве субстратов окис-
ления сукцината, NADH и аскорбата + TMPD
статистически значимого снижения скоростей
поглощения кислорода и изменений в значениях
КДК и ADP/О у митохондрий этого варианта не
происходило.

В митохондриях, изолированных из побегов
проростков, выращенных из семян, обработан-
ных тебуконазол-содержащим препаратом “Бун-
кер”, также наблюдалось значительное снижение

скорости фосфорилирующего дыхания при окис-
лении малата (табл. 1). Однако, в отличие от дей-
ствия тебуконазола, наряду с ингибированием
скорости фосфорилирующего дыхания, происхо-
дило значимое снижение и скорости нефосфори-
лирующего дыхания митохондрий, что не сопро-
вождалось таким сильным снижением КДК, как в
митохондриях из обработанных тебуконазолом
проростков. При окислении митохондриями дру-
гих используемых субстратов (сукцината, NADH,
аскорбата + TMPD) наблюдали ингибирование
скоростей фосфорилирующего и нефосфорили-
рующего дыхания, при этом снижения КДК не
наблюдали (табл. 1).

Поскольку тебуконазол и протравитель “Бун-
кер” оказывали влияние на окислительную ак-
тивность митохондрий озимой пшеницы, было
изучено изменение активности ЦП и АП дыхания
в митохондриях после обработки данными пре-
паратами. Анализ проводили с помощью после-
довательного добавления к митохондриям инги-
биторов цитохромного (KCN) и альтернативного
(BHAM) путей транспорта электронов. Потенци-
альная активность альтернативного пути в мито-
хондриях, изолированных из контрольных про-
ростков, составляла 31% при окислении малата,
18% при окислении сукцината, 11% при окисле-
нии NADH (табл. 1). Более высокая активность
АП при окислении митохондриями малата и сук-
цината ранее наблюдалась и в других работах [4],
и было предположено, что это связано с тем, что
при окислении малата или сукцината образуется
пируват, который, как известно, является актива-
тором АО [21, 22].

Тебуконазол не оказывал влияния на потенци-
альную активность АП в митохондриях озимой
пшеницы, но при этом значительно снижалось
цианидчувствительное дыхание при окислении
митохондриями малата. Следует отметить, что на
фоне сниженного дыхания по цитохромному пу-
ти доля АП в дыхании митохондрий возросла бо-
лее чем в 1.4 раза. В то же время тебуконазол ока-
зывал лишь незначительное влияние на актив-
ность ЦП в митохондриях при окислении ими
сукцината и NADH, а на потенциальную актив-
ность АП не оказывал никакого влияния (табл. 1).
При окислении митохондриями аскорбата +
+ TMPD значимых различий в активности ЦП
между контрольными проростками и проростка-
ми, обработанными 1 мМ тебуконазолом, не об-
наружено.

Обработка семян препаратом “Бункер” снижала
как активность цитохромного, так и альтернатив-
ного путей дыхания независимо от используемо-
го субстрата окисления (табл. 1). Из полученных
данных следует, что тебуконазол ингибирует
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транспорт электронов через комплекс I ЭТЦ, при
этом на фоне ингибирования цитохромного пути
доля АП в общем дыхании митохондрий возрас-
тает. В свою очередь, препарат “Бункер” в отли-
чие от тебуконазола ингибирует перенос электро-
нов как по ЦП, так и по АП.

Озимые злаки в природных условиях до пере-
зимовки проходят осеннее закаливание, в резуль-
тате чего возрастает их холодо- и морозоустойчи-
вость. В связи с этим в следующей части работы
представлен анализ действия тебуконазола и те-
буконазол-содержащего протравителя на функ-
ционирование митохондрий, изолированных из
побегов проростков озимой пшеницы, прошед-
ших закаливание.

Холодовое закаливание контрольных пророст-
ков озимой пшеницы сопровождалось снижени-
ем скоростей как фосфорилирующего, так и не-
фосфорилирующего дыхания в изолированных
из них митохондриях независимо от используе-
мых субстратов окисления (табл. 1, 2). При этом
снижение скоростей дыхания (более экономное
поглощение кислорода при низкой температуре)
не приводило к существенному изменению эф-
фективности окислительного фосфорилирова-
ния – наблюдалось только незначительное сни-
жение величин КДК и/или ADP/О при окисле-
нии малата и сукцината (табл. 1, 2). Изменения в
окислительной активности митохондрий при за-
каливании проростков были связаны с некото-
рым повышением потенциальной активности АП
при окислении малата и сукцината (табл. 1, 2).

В отличие от контрольных проростков в ответ
на холодовую обработку проростков озимой пше-
ницы, предварительно обработанных тебукона-
золом, снижения скорости фосфорилирующего
дыхания (V3) в изолированных из них митохон-
дриях при окислении малата не наблюдали, на-
оборот, она увеличивалась (табл. 2). В этих усло-
виях на фоне сниженной скорости нефосфорили-
рующего дыхания происходило увеличение
значения КДК (примерно на 45%). При окисле-
нии других субстратов повышения степени со-
пряжения окислительного фосфорилирования в
митохондриях не детектировали. В сравнении с
митохондриями закаленных необработанных
проростков для митохондрий из проростков, об-
работанных перед закаливанием тебуконазолом,
было характерно некоторое повышение скоро-
стей дыхания, особенно при окислении малата и
аскорбата. При этом увеличение скоростей дыха-
ния митохондрий значимо не отразилось на зна-
чениях КДК и ADP/О. По сравнению с необрабо-
танными проростками в закаленных проростках,
обработанных тебуконазолом, активность АП
была больше. При окислении митохондриями

малата и сукцината активность ЦП не изменя-
лась, а при окислении NADH увеличивалась
(табл. 2).

Митохондрии, выделенные из закаленных
проростков озимой пшеницы, выращенных из
обработанных препаратом “Бункер” семян, име-
ли более низкие скорости дыхания, чем до зака-
ливания проростков, за исключением дыхания на
аскорбате + TMPD (табл. 1, 2). Сопряженность
процессов окисления и фосфорилирования в ми-
тохондриях почти не изменялась независимо от
субстрата. Следует заметить, что скорость окис-
ления NADH митохондриями из закаленных
проростков, выращенных из семян, обработан-
ных препаратом “Бункер”, была гораздо ниже,
чем в митохондриях из закаленных необработан-
ных проростков, в то время как скорости окисле-
ния малата, сукцината и аскорбата были сходными
(табл. 2). Это можно объяснить ингибированием
активности внешней ротенон-нечувствительной
NADH-дегидрогеназы компонентами препарата
“Бункер” как в контрольных условиях (табл. 1),
так и при действии низкой температуры (табл. 2).
Других значительных изменений в параметрах
окислительного фосфорилирования митохон-
дрий озимой пшеницы, изолированных из зака-
ленных проростков, выращенных из семян, обра-
ботанных препаратом “Бункер”, не было выявле-
но. Нами также обнаружено, что окислительная
активность митохондрий данного варианта опыта
была ниже, чем в митохондриях из закаленных
проростков озимой пшеницы, предварительно
обработанных тебуконазолом (табл. 2). При
оценке активности ЦП и АП при закаливании
установлено, что, в отличие от действия тебуко-
назола, обработка препаратом “Бункер” не вызы-
вала изменений в потоке электронов по цито-
хромному и альтернативному путям, за исключе-
нием ингибирования ЦП при окислении NADH
(табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что многие пестициды помимо сво-
его основного целевого воздействия оказывают
на растения дополнительные побочные эффекты.
Это выражается не только в различной степени
фитотоксических проявлений, но и в стимулиру-
ющих и рострегулирующих воздействий. Знание
о направленности и силе этих воздействий позво-
лит более грамотно применять химические сред-
ства защиты растений, получая дополнительный
положительный эффект и позволит избежать от-
рицательного действия препарата. В настоящей
работе исследовано влияние тебуконазола и тебу-
коназол-содержащего протравителя на функцио-
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нирование митохондрий озимой пшеницы в кон-
трольных условиях и при холодовом закаливании
и определены возможные изменения потенци-
альной (максимально возможной) активности
альтернативной оксидазы в этих условиях.

Показано, что обработка проростков озимой
пшеницы тебуконазолом, как и обработка семян
тебуконазол-содержащим препаратом “Бункер”,
эффективно ингибировала скорость фосфорили-
рующего дыхания у митохондрий при окислении
ими малата (табл. 1). В связи с этим можно гово-
рить о том, что последействие тебуконазола в ми-
тохондриях направлено в большей мере на транс-
порт электронов через комплекс I ЭТЦ. На это
также указывают данные об отсутствии ингиби-
рующего действия тебуконазола на окисление
митохондриями сукцината и NADH. Получен-
ные результаты согласуются с имеющимися в ли-
тературе данными о влиянии системных фунги-
цидов (витавакса, плантвакса и байлетона – про-
изводное 1,2,4-триазола) на дыхание корней
проростков пшеницы [10]. Как было показано ав-
торами, фунгициды оказывают ингибирующий
эффект на дыхание корней, связанный с их влия-
нием на ЭТЦ митохондрий, при этом не затраги-
вается гликолиз и цикл Кребса. Действие фунги-
цидов было аналогично действию ротенона (ин-
гибитору комплекса I ЭТЦ) – как и в случае с
ротеноном, ингибирование снималось витами-
ном К3, что позволило авторам предположить,
что фунгициды действуют на комплекс I ЭТЦ ми-
тохондрий растений. Анализ полученных нами
результатов позволяет полагать, что присутствие
тебуконазола как действующего вещества в соста-
ве протравителя “Бункер” обуславливает его ин-
гибирующее действие на скорость дыхания мито-
хондрий озимой пшеницы при транспорте
электронов через комплекс I ЭТЦ (субстрат
окисления малат). В то же время в отличие от дей-
ствия тебуконазола препарат “Бункер”, ингиби-
руя окисление митохондриями таких субстратов,
как сукцинат, NADH и аскорбат, оказывал влия-
ние и на транспорт электронов через комплек-
сы II, III и IV ЭТЦ растительных митохондрий.
По-видимому, неспецифическое действие препа-
рата “Бункер” на скорость поглощения кислоро-
да митохондриями связано с влиянием вспомога-
тельных соединений, присутствующих в составе
препарата.

В природных условиях озимые злаки до пере-
зимовки проходят осеннее закаливание, что поз-
воляет им переживать неблагоприятные условия
зимнего периода [1, 2]. Полученные в настоящей
работе результаты показали, что после холодово-
го закаливания проростков озимой пшеницы у
изолированных из этих проростков митохондрий

происходило снижение скоростей как фосфори-
лирующего, так и нефосфорилирующего дыха-
ния независимо от используемых субстратов
окисления. Такие изменения в окислительной
активности митохондрий после действия низких
температур на проростки озимой пшеницы ранее
были отмечены другими авторами [23, 24]. Одна-
ко митохондрии озимой пшеницы из закаленных
при низкой положительной температуре про-
ростков оставались энергетически активными,
что является необходимым условием эффектив-
ного закаливания и позволяет обеспечивать
клетку энергией для синтеза стрессовых белков и
других защитных макромолекул. У пшеницы
идентифицированы два гена, кодирующих AO, –
AOX1a и AOX1c, содержание транскриптов кото-
рых возрастает при закаливании к холоду [25].
Нами ранее было показано, что в начальный пе-
риод холодового закаливания этиолированных
проростков озимой пшеницы одновременно с
индукцией экспрессии гена AOX1c происходит
усиление экспрессии генов ATP6 и NAD7, продук-
ты которых играют ведущую роль при функцио-
нировании ATP-синтазы и комплекса I ЭТЦ, со-
ответственно [4]. Такой скоординированный ха-
рактер экспрессии данных генов предполагает,
что функционирование АО при окислении мала-
та митохондриями в условиях холодового закали-
вания, по-видимому, позволяет поддерживать Δψ
на внутренней митохондриальной мембране за
счет пункта сопряжения в комплексе I ЭТЦ, на
что указывали в своих работах и другие авторы
[26, 27].

Что касается функционирования митохон-
дрий, изолированных из закаленных проростков,
обработанных тебуконазолом, то более высокие
скорости окисления субстратов и увеличение ак-
тивности АП дыхания (табл. 2) свидетельствуют о
возможной защитной роли тебуконазола в меха-
низмах устойчивости растительной клетки к низ-
кой температуре, связанной с поддержанием син-
теза ATP для обеспечения синтетических процес-
сов в клетке при закаливании. В то же время
окислительная активность митохондрий, выде-
ленных из закаленных проростков озимой пше-
ницы, выращенных из обработанных препаратом
“Бункер” семян, была ниже, чем до закаливания
проростков, и ниже активности митохондрий из
закаленных проростков озимой пшеницы, пред-
варительно обработанных тебуконазолом (табл. 2).

Таким образом, тебуконазол и тебуконазол-
содержащий препарат “Бункер” оказывают влия-
ние на функционирование митохондрий озимой
пшеницы как при обычной температуре выращи-
вания, так и при закаливании, но их действие раз-
лично. Тебуконазол и тебуконазол-содержащий
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препарат “Бункер” оказывают различное влия-
ние не только на окислительную активность ми-
тохондрий, но и на изменение потока электронов
по цитохромному и альтернативному путям
транспорта. Их действие на скорость окисления
субстратов митохондриями зависит от температу-
ры, при которой росли проростки. Учитывая, что
препарат “Бункер” и тебуконазол оказывают ро-
стингибирующее действие на проростки озимой
пшеницы (рис. 1) и при этом митохондрии, изо-
лированные из таких проростков, выращенных в
контрольных условиях, обладают сниженным
дыханием, можно полагать, что такое изменение
носит адаптивный характер и направлено на сни-
жение расходования субстратов дыхания и повы-
шение холодоустойчивости. При этом транспорт
электронов по альтернативному пути через АО
под действием тебуконазола не ингибируется, что
может быть важным для предотвращения разви-
тия окислительного стресса в митохондриях при
низкой температуре [3, 28]. При холодовом зака-
ливании реализуется другой механизм действия
тебуконазола, направленный на поддержание
скоростей дыхания митохондрий на более высо-
ком уровне за счет активации АО, функциями ко-
торой в период низкотемпературной адаптации
может быть поддержание синтеза ATP для обес-
печения синтетических процессов в клетке, а так-
же предотвращение развития окислительного
стресса. Так, у митохондрий холодозакаленных
проростков, предварительно обработанных тебу-
коназолом, активность АП была выше, чем у ми-
тохондрий из закаленных необработанных про-
ростков и выращенных из семян, обработанных
препаратом “Бункер”. Кроме того, при окисле-
нии NADH у митохондрий этого варианта про-
ростков цианидчувствительное дыхание увеличи-
лось. Эти изменения значимо увеличили суммар-
ное дыхание (сумму ЦП и АП) в митохондриях из
проростков, обработанных тебуконазолом до за-
каливания, при окислении малата, сукцината и
NADH (табл. 2). В отличие от этого у митохон-
дрий, изолированных из закаленных проростков,
выращенных из семян, обработанных препара-
том “Бункер”, сумма активностей ЦП и АП была
равна 100% при окислении малата и сукцината, а
при окислении NADH эта сумма была меньше
100%. По-видимому, это связано с тем, что в ответ
на закаливание у митохондрий этого варианта
скорости окисления снизились до скоростей ды-
хания митохондрий необработанных закаленных
проростков, при этом активность ЦП дыхания
была такой же, как у этих проростков (за исклю-
чением NADH). Эти результаты свидетельству-
ют, что процесс холодового закаливания у про-
ростков озимой пшеницы, выращенных из обра-

ботанных препаратом “Бункер” семян, прошел
успешно, и, как ранее нами было уже показано,
морозоустойчивость таких проростков выше по
сравнению с необработанными [11].

На основании полученных данных можно за-
ключить, что тебуконазол, изменяя окислитель-
ную активность митохондрий и активность аль-
тернативного пути дыхания, запускает механизм
повышения устойчивости растений к низкой тем-
пературе. В составе протравителя “Бункер” дей-
ствие тебуконазола, обусловленное его влиянием
на транспорт электронов через комплекс I ЭТЦ,
сохраняется, однако к нему добавляется неспеци-
фическое ингибирующее действие на скорость
поглощения кислорода митохондриями вспомо-
гательных соединений, присутствующих в препа-
рате, – загустителей, красителей, прилипателя
и др. Какие из этих компонентов влияют на
транспорт электронов в ЭТЦ митохондрий расте-
ний, еще предстоит выяснить.

Работа выполнена с использованием коллек-
ций ЦКП “Биоресурсный центр” и оборудования
ЦКП “Биоаналитика” Сибирского института
физиологии и биохимии растений СО РАН
(г. Иркутск).
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The Influence of Tebuconazole and Tebuconazole-Based Disinfectant “Bunker” 
on the Functioning of Winter Wheat Mitochondria

T. P. Pobezhimova1, A. V. Korsukova1, *, O. A. Borovik1, N. S. Zabanova1, 2,
N. V. Dorofeev1, O. I. Grabelnych1, 2, V. K. Voinikov1

1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Irkutsk, 664033 Russia

2Irkutsk State University, Irkutsk, 664003 Russia
*e-mail: avkorsukova@gmail.com

We studied the functioning of mitochondria from non-hardened and cold-hardened (2°C, 7 days) shoots of
etiolated winter wheat seedlings (Triticum aestivum L., variety Irkutskaya) grown from seeds treated with te-
buconazole-containing disinfectant “Bunker” (1.5 μL/g of seeds), and seedlings grown on tebuconazole
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solution (1 mM). It was shown that in control temperature conditions (24°C) tebuconazole reduced the rate
of malate oxidation by inhibiting the cytochrome pathway (CP) of respiration, while the “Bunker” nonspe-
cifically inhibited the rate of electron transfer along the electron transport chain (ETC) and blocked both CP
and alternative (AP) paths of respiration. During cold hardening tebuconazole caused an increase in the mi-
tochondrial oxidative activity by increasing the AP activity, mainly during malate oxidation, while the “Bun-
ker” reduced the rate of NADH oxidation by inhibiting CP. We suggest that the effect of the disinfectant
“Bunker” on plant respiration is mediated not only by tebuconazole, but also by additional compounds.

Keywords: respiration, oxidative phosphorylation of mitochondria, tebuconazole, tebuconazole-based disin-
fectant, winter wheat, low temperature
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