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Известно, что митохондрии клеток растений являются одним из основных сайтов 

продукции активных форм кислорода (АФК) (Møller, 2001). Митохондрии принимают 
участие в развитии устойчивости клетки к стрессовому воздействию (Huang et al., 
2016), либо при сильном действии стресса вовлечены в регуляцию клеточной гибели 
(Yao et. al., 2004). Гербициды могут оказывать фитотоксичный эффект за счет их влия-
ния на митохондрии (Palmeira et al., 1994). Гербицид диурон является ингибитором 
транспорта электронов. Ранее было показано (Федяева и др, 2014), что тепловой шок 
приводит в культуре клеток озимой пшеницы к увеличению митохондриального мем-
бранного потенциала (ММП) и повышению АФК, более того, наблюдалась связь между 
этими процессами. 

В связи с чем целью настоящего исследования было изучить влияние диурона на 
жизнеспособность культуры клеток арабидопсиса, а также оценить его влияние на из-
менение АФК, митохондриального мембранного потенциала и выявить связь между 
этими явлениями. 

Материалы и методы 
В работе использовали гетеротрофную суспензионную культуру клеток араби-

допсиса (Arabidopsis thaliana). В культуру клеток добавляли диурон (200 мкМ) и инку-
бировали 1, 24 и 48 ч. Жизнеспособность клеток оценивали с использованием флуорес-
центных красителей: FDA и PI. Изменение уровня АФК определяли с использованием 
флуоресцентного красителя H2DCF • DA. Определение ММП оценивали по флуорес-
ценции красителя JC-1. Работа проводилась с использованием флуоресцентного микро-
скопа Axio Observer Z1. Опыты повторяли не менее 3 раз. Полученные данные были 
обработаны статистически, приведены среднеарифметические значения и стандартные 
ошибки. 

Результаты 
Сначала необходимо было оценить влияние гербицида диурона на жизнеспособ-

ность культуры клеток арабидопсиса. Динамика инкубации клеток с диуроном показа-
ла, что происходило снижение числа живых клеток (рис. 1, а). Через 1 ч после воздей-
ствия агента жизнеспособность составляла 60 %, спустя 24 ч – 40%. Гибель почти всех 
клеток происходила в конце эксперимента (48 ч). Параллельная оценка морфологии 
клеток показала, что увеличения числа конденсированных клеток не происходило через 
1 ч после воздействия диурона, но повышение степени конденсации наблюдалось через 
24 и 48 ч инкубации до 24 и 55 %, соответственно (рис. 2, б). 

Затем проводилась оценка влияния диурона на развитие окислительного стресса и 
изменение ММП. Повышение уровня АФК в культуре клеток арабидопсиса происходи-
ло только через 1 ч после воздействия диуроном (рис. 1, в). Сходные данные получены 
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при измерении ММП. Как показано на рис 1, г, повышение ММП регистрировалось 
только у клеток арабидопсиса, которые инкубируются с диуроном в течение 1 ч. 

Таким образом, обработка гербицидом диуроном приводит к кратковременному 
повышению потенциала на внутренней митохондриальной мембране и к развитию 
окислительного стресса, что сопровождается гибелью клеток, имеющей признак про-
граммируемой клеточной гибели (ПКГ). 

Обсуждение 
Известно, что гербицид диурон является токсичным агентом для клеток растений 

(Chesworth et al., 2004), животных (Bouilly et al., 2007) и человека (Huovinen et al., 2015). 
Используемая в данной работе концентрация диурона, вызывала гибель клеток (рис. 
1а), что сопровождалось конденсацией протопласта (рис. 1, б), одним из параметров 
ПКГ (Affenzeller et al., 2009). Поэтому можно предполагать, что обработка диуроном 
вызывает гибель клеток по типу ПКГ. Другим признаком ПКГ является развитие в 
клетке окислительного стресса. Как показано в данной работе, сразу после воздействия 
гербицидом происходило повышение уровня АФК (рис. 1, в). Полученные данные со-
гласуются с результатами других работ, свидетельствующих, что диурон приводит к 
развитию окислительного стресса в клетках животных (Huovinen et al., 2015) и повы-
шению активности ферментов антиоксидантной защиты в клетках растений (Jin et al., 
2017). 

Одним из сайтов продукции АФК являются митохондрии (Møller, 2001). Ранее 
нами было показано, что холодовое и тепловое воздействие приводит к увеличению и 
одновременному повышению АФК. Более того, наблюдалась зависимость между этими 
процессами (Lyubushkina et al., 2013; Федяева и др., 2014). Подобная зависимость на-
блюдалась и в данной работе. Кратковременная обработка диуроном повышала ММП в 
клетках арабидопсиса, параллельно наблюдалось усиление продукции АФК (рис. 1, г). 
Данные, полученные с использованием диурона, подтверждают причинно-
следственную связь между повышением ММП и продукцией АФК. 

 
 

 

Рис. 1. Временная динамика изменения жизнеспособности (а), конденсации прото-
пласта (б), активных форм кислорода (в), митохондриального мембранного потенциала в 
культуре клеток арабидопсиса после воздействия гербицида диурона (200 мкМ) в течение 
1, 24 и 48 ч.  

Количественный обсчет клеток. n = 3, M ± S.E. * – достоверные различия по t-критерию 
Стьюдента (p<0,05). 
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Повышение АФК до критического уровня может иметь отрицательный эффект на 
жизнеспособность. Поэтому одной из вероятных причин фитоксического эффекта диу-
рона является его способность вызывать окислительный взрыв в митохондриях расте-
ний в результате повышения ММП. 

Коллектив авторов выражает благодарность за помощь в научной работе 
А.В. Степанову. 
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