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Comparative analysis of some morphometric parameters of the state apparatus and chlorophyll 
content in Rubus chamaemorus L. with different level of ploidity
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Studies of the influence of the level of ploidy on the formation of economically valuable traits in 
agricultural plants have shown that many adaptive abilities are determined by the characteristics 
of the photosynthetic apparatus. At the same time, at the moment there are no unambiguous 
characteristics for the correlation between the level of ploidy, in particular, for the content of 
chlorophyll; this is largely determined by taxon-specific features. Often conclusions are made by 
researchers on the basis of comparison of plants at different levels of ploidy, while plants belong to 
different species. In this regard, we set a goal: to analyze some parameters of the photosynthetic 
apparatus within the same species. The paper presents the results of morphometric indicators of 
the stomatal apparatus, such as the number of guard cells of stomata and the number of their 
chloroplasts, as well as the number of photosynthetic pigments in the leaves of haploid, diploid 
and tetraploid plants Rubus chamaemorus L. The results of the study of the number of guard cells 
of stomata showed that the average values for plants R. chamaemorus with a haploid and tetraploid 
set of chromosomes significantly differ from the control variant: the average number of 
chloroplasts in the guard cells of stomata in haploid regenerant plants obtained in microspore 
culture varied from 11,3 ± 0,80 to 15,9 ± 0,20 pcs, for diploid plants from 19,3 ± 0,80 to 
23,1 ± 0,90 pcs, for tetraploid 25,3 ± 0,60 and 28,6 ± 0,60 pcs, respectively. The content of 
photosynthetic pigments (chlorophylls a and b, carotenoids) in haploid plants was consistently 
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lower than in the control variant and in diploid plants cultivated under laboratory conditions, 
while in tetraploids it was consistently higher.
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Сравнительный анализ некоторых морфометрических показателей устьичного аппарата и со-
держания хлорофилла у Rubus chamaemorus L. с различным уровнем плоидности

Д.Н. Зонтиков, С.А. Зонтикова, К.В. Малахова

Исследования влияния уровня плоидности на формирование хозяйственно-ценных при-
знаков у сельскохозяйственных растений показали, что многие адаптивные способности 
определяются особенностями фотосинтетического аппарата. При этом на данный момент 
отсутствуют однозначные характеристики по корреляции между уровнем плоидности, в 
частности, по содержанию хлорофилла; что во многом определяется таксоноспецифич-
ными чертами. Часто выводы делаются исследователями на основе сравнения растений 
на разных уровнях плоидности, при этом растения относятся к разным видам. В этой 
связи нами ставилась цель: проанализировать некоторые параметры фотосинтетического 
аппарата в пределах одного вида. В работе представлены результаты определения морфо-
метрических показателей устьичного аппарата, таких как количество замыкающих клеток 
устьиц и количество хлоропластов в них, а также количество фотосинтетических пигмен-
тов в листьях гаплоидных, диплоидных и тетраплоидных растений Rubus chamaemorus L. 
Результаты исследования количества замыкающих клеток устьиц показали, что средние 
значения для растений R. chamaemorus с гаплоидным и тетраплоидным набором хромосом 
достоверно отличаются от контрольного варианта: среднее количество хлоропластов в 
замыкающих клетках устьиц у гаплоидных растений-регенерантов, полученных в культу-
ре микроспор, варьировало от 11,3 ±0,80 до 15,9 ±0,20 шт, для диплоидных растений от 
19,3 ±0,80 до 23,1 ±0,90 шт, для тетраплоидных 25,3 ±0,60 и 28,6 ±0,60 шт соответственно. 
Содержание фотосинтетических пигментов (хлорофиллов а и b, каротиноидов) у гапло-
идных растений было стабильно ниже контрольного варианта и диплоидных растений, 
культивируемых в лабораторных условиях, а у тетраплоидов стабильно выше.
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Сравнительный анализ некоторых морфометрических показателей устьичного аппарата и содержания хлорофилла у Rubus chamaemorus L.

Введение
В настоящее время значение растений с из-

мененным уровнем плоидности, которые ак-
тивно используются в сельском хозяйстве, 
сложно переоценить. Невозможно представить 
селекционный процесс без использования га-
плоидных растений для таких культур как куку-
руза [6], ячмень [11], перец [10]. Практически 
вся история достижений в сельском хозяйстве – 
это история полиплоидии. Полиплоидия – 
главная сила в эволюции диких и селекции 
культурных растений [21]. Полиплоидные орга-
низмы часто проявляют повышенную жизнен-
ность и в некоторых случаях превосходят своих 
диплоидных родственников по различным хо-
зяйственно ценным параметрам.

М о р о ш к а  п р и з е м и с т а я  ( R u b u s 
chamaemorus L.) – ценное ягодное растение, с 
которым в настоящее время проводится селек-
ционная работа для активного использования 
новых сортов в качестве плантационной культу-
ры. В её селекции находят применение поли-
плоидные формы [5], на основе диплоидных 
форм проводилось формирование гермафро-
дитных и раздельнополых сортов [17, 20], впер-
вые получены гаплоидные растения данного 
вида [29]. В настоящее время принято считать, 
что полиплоидные растения обычно превосхо-
дят диплоидные растения с точки зрения мор-
фологии, содержания метаболитов и устойчи-
вости к биотическим или абиотическим стрес-
сам [21], тоже самое можно сказать о фотосин-
тетической активности, что является домини-
рующей характеристикой полиплоидных расте-
ний [2]. Вместе с тем отмечается, что не всегда 
высокая интенсивность фотосинтеза в листьях 
полиплоидных растений объясняется увеличе-
нием генетического материала, зачастую это 
связано с приспособлением и адаптацией в про-
цессе стабилизации генома [25, 26]. Исследова-
ния показали, что полиплоидные растения мо-
гут иметь более крупные листья, чем диплоиды 
[23], увеличенный размер устьиц [28], а также 
содержат больше хлорофилла, чем диплоидные 
растения [8]. Однако результаты других работ [9, 
10, 27] свидетельствуют, что корреляция интен-

сивности фотосинтеза, количества хлорофилла 
и устьичного аппарата с уровнем плоидности 
либо не прослеживается, либо зависит от вида 
растения. Кроме того, на содержание хлоро-
филла и особенности работы устьичного аппа-
рата влияет множество химических, физиологи-
ческих и физических факторов [4, 14].

Исходя из описанного выше, нами стави-
лась цель – сравнить особенности устьичного 
аппарата и содержания хлорофилла для расте-
ний Rubus chamaemorus L. разного уровня 
1n-2n-4n плоидности при одинаковых услови-
ях культивирования.

Объекты и методы исследования
Исследования проводили в 2020–2021 гг. 

В качестве объектов в экспериментах исполь-
зовали  диплоидные  мужские  растения 
R. chamaemorus из природных популяций (2n), 
полученные на их основе гаплоидные расте-
ния (1n), а также тетраплоидный сорт Nubu 
[24] (4n). В работе применялось по 5 экзем-
пляров каждого объекта изучения.

Объекты исследования культивировались 
в лабораторных условиях. Относительное 
спектральное распределение и энергетиче-
скую освещённость измеряли прибором 
“Спектрофотометр ТКА” (“ООО Научно-тех-
ническое предприятие ТКА”, Россия). Свето-
вые стеллажи были оснащены люминесцент-
н ы м и  л а м п а м и  O S R A M  L  3 6 W / 7 6 5 
(“OSRAM”, Россия) с интенсивностью излу-
чения 49 мкмоль/с/м2.

Гаплоидные растения-регенеранты получали 
согласно разработанной методике [29]. Подтвер-
ждение их гаплоидности проводили прямым под-
счетом хромосом в меристемной зоне корня ра-
стений-регенерантов. Корни помещали в фикса-
тор Карнуа [1] и выдерживали в течение суток. 
После этого промывали в течение 20 мин под 
проточной водой, помещали в смесь ферментов 
(0,3 % пектиназы, 0,3 % мацеразы, 0,3 % целлюла-
зы + цитратный буфер) и инкубировали в течение 
2 ч при температуре 37 °С. После этого раститель-
ный материал на 3 мин помещали в 60 % уксус-
ную кислоту, где материал измельчали препаро-
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вальной иглой, обводили фиксатором 3:1, встря-
хивали, промывали в абсолютном спирте, подсу-
шивали, окрашивали метиленовым синим, про-
мывали в дистиллированной воде и подсчитывали 
число хромосом [1] при помощи светового микро-
скопа Биомед-3 («Биомед», Россия). 

Для подсчета числа замыкающих клеток 
устьиц и хлоропластов использовали высечки 
из листьев диаметром 5 мм (5 шт. с каждого 
растения). Фотоснимки осуществляли фото-
насадкой Samsung NX-10 («Samsung», Южная 
Корея). Экспериментальные данные обрабо-
таны при помощи статистического пакета 
программы «Microsoft Excel 2010» и представ-
лены в виде средних арифметических значе-
ний (М) с указанием ошибки среднего (± 
SEM) и коэффициента вариации (Cv). Отсут-
ствие достоверности различий средних значе-
ний при Р d 0,05 с использованием t-критерия 
Стьюдента обозначено в таблицах звездочкой.

Пигменты экстрагировали 80 % ацетоном 
из гомогената листьев весом 200 мг. Содержа-

ние хлорофиллов а,bи каротиноидов опреде-
ляли спектрофотометрически при помощи 
прибора Genesys 10 UV-Vis (“Termo Electron 
Corporation”, США) используя метод, предло-
женный H.K. Lichtenthaleret al. [15], выражали 
в мг/г сухой массы. Все проводимые экспери-
менты имели 3-кратную повторность. Каж-
дую серию экспериментов выполняли ежеме-
сячно, на протяжении 3-х месяцев. В качестве 
контроля использовали диплоидные расте-
ния, произрастающие в природных условиях.

Результаты и их обсуждение
Результаты исследования количества за-

мыкающих клеток устьиц показали, что сред-
ние значения для растений R. сhamaemorus с 
гаплоидным и тетраплоидным набором хро-
мосом достоверно отличаются от контрольно-
го варианта (табл. 1). При этом у диплоидных 
растений, культивируемых как в лаборатор-
ных условиях, так и при солнечном освеще-
нии, показатели одинаковые.

Таблица 1
Среднее число устьиц в поле зрения микроскопа при увеличении 600× у гаплоидных, 

диплоидных и тетраплоидных растений Rubus chamaemorus

Номер 
растения

Гаплоидные растения Диплоидные растения Тетраплоидные растения
M ± SEM1,2 Cv, % M ± SEM1,2 Cv, % M ± SEM1,2 Cv, %

Контроль 14,7 ± 0,40 11,3 15,1 ± 0,60 8,1 15,5 ± 0,50 5,4
1 9,1 ± 0,50 12,8 15,2 ± 0,30* 7,3 20,1 ± 0,30 10,6
2 10,4 ± 0,40 12,3 13,5 ± 0,50* 8,2 19,3 ± 0,70 13,3
3 7,9 ± 0,20 6,4 15,4 ± 0,70* 6,3 17,4 ± 0,40 15,1
4 8,6 ± 0,50 7,2 14,9 ± 0,20* 9,2 19,6 ± 0,40 11,6
5 8,1 ± 0,20 3,3 16,0 ± 0,60* 10,2 21,4 ± 0,30 12,5

При анализе количества хлоропластов в 
замыкающих клетках устьиц было установле-

но соответствие между плоидностью и их ко-
личеством (табл. 2).

Таблица 2
Среднее число хлоропластов в замыкающих клетках устьиц у гаплоидных, диплоидных 

и тетраплоидных растений Rubus chamaemorus

Номер 
растения

Гаплоидные растения Диплоидные растения Тетраплоидные растения
M ± SEM1,2 Cv, % M ± SEM1,2 Cv, % M ± SEM1,2 Cv, %

Контроль 21,6 ± 0,50 8,5 22,2 ± 0,70 5,9 22,1 ± 0,40 12,7
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Номер 
растения

Гаплоидные растения Диплоидные растения Тетраплоидные растения
M ± SEM1,2 Cv, % M ± SEM1,2 Cv, % M ± SEM1,2 Cv, %

1 11,3 ± 0,80 9,8 21,2 ± 0,60а 12,4 25,5 ± 0,50 13,2
2 13,4 ± 0,50 14,4 23,1 ± 0,90а 10,2 28,6 ± 0,60 14,5
3 15,9 ± 0,20 15,7 19,3 ± 0,80а 7,8 27,4 ± 0,50 14,3
4 14,6 ± 0,90 7,6 22,6 ± 0,70а 14,0 26,7 ± 0,40 12,1
5 15,1 ± 0,60 8,9 20,7 ± 0,80а 11,4 25,3 ± 0,60 9,0

Было установлено, что среднее количество 
хлоропластов в замыкающих клетках устьиц у 
гаплоидных растений-регенерантов, получен-
ных в культуре микроспор, варьировало от 

11,3 ± 0,80 до 15,9 ± 0,20 шт., для диплоидных 
растений – от 19,3 ± 0,80 до 23,1 ± 0,90 шт., для 
тетраплоидных – от 25,3 ± 0,6 до 28,6 ± 0,60 
шт. соответственно (рис. 1).

а б в
Рис. 1. Хлоропласты в замыкающих клетках устьиц растений Rubus chamaemorus разного 

уровня плоидности: а – гаплоидные, б – диплоидные, в – тетраплоидные

Было установлено соответствие содержания 
фотосинтетических пигментов в листьях гаплоид-
ных, диплоидных и тетраплоидных растений 
R. chamaemorus уровню плоидности (табл. 3). 
Большинство показателей гаплоидных и тетра-
плоидных растений достоверно отличались от 

контрольного варианта. При этом содержание 
фотосинтетических пигментов (хлорофиллов а 
и b, каротиноидов) у гаплоидных растений было 
стабильно ниже контрольного варианта и дипло-
идных растений, культивируемых в лабораторных 
условиях, а у тетраплоидов стабильно выше.

Таблица 3
Содержание фотосинтетических пигментов в листьях Rubus chamaemorus

Номер растения Хлорофилл а, 
мг/г

Хлорофилл b, 
мг/г

Каротиноиды, 
мг/г

Отношение
Хл а / Хл b

Отношение
Хл / Кар

Гаплоидные растения
Контроль 14,9 ± 1,10 3,8 ± 0,40 4,1 ± 0,20 3,8 4,6

1 9,1 ± 0,80 2,5 ± 0,30 3,2 ± 0,30 3,6 3,6
2 9,7 ± 0,20 3,1 ± 0,20 3,2 ± 0,40* 3,1 4,0
3 10,2 ± 0,40 3,2 ± 0,30* 2,8 ± 0,30 3,2 4,8
4 8,9 ± 0,30 2,4 ± 0,50 2,7 ± 0,10 3,7 4,2
5 9,5 ± 0,20 3,0 ± 0,40 2,9 ± 0,30 3,2 4,3

Диплоидные растения
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Номер растения Хлорофилл а, 
мг/г

Хлорофилл b, 
мг/г

Каротиноиды, 
мг/г

Отношение
Хл а / Хл b

Отношение
Хл / Кар

Контроль 15,3 ± 0,90 4,0 ± 0,30 3,8 ± 0,40 3,8 5,0
1 14,2 ± 0,80 4,1 ± 0,20* 3,6 ± 0,40 3,4 5,0
2 13,8 ± 0,60 3,8 ± 0,30* 3,8 ± 40,30 3,6 4,6
3 15,0 ± 0,40 3,6 ± 0,20* 4,2 ± 0,50 4,1 4,4
4 14,8 ± 0,30 4,0 ± 0,40* 4,1 ± 0,30 3,7 4,5
5 14,6 ± 0,50 3,9 ± 0,50* 4,2 ± 0,60 3,7 4,4

Тетраплоидные растения
Контроль 15,7 ± 0,40 3,5 ± 0,50 4,2 ± 0,50 4,4 4,6

1 16,9 ± 0,30 4,2 ± 0,20 5,3 ± 0,40 4,0 3,9
2 17,4 ± 0,60 4,5 ± 0,30 5,2 ± 0,60* 3,8 4,2
3 16,8 ± 0,40 4,3 ± 0,20 4,8 ± 0,40 3,9 4,3
4 16.7 ± 0,30 3,9 ± 0,20* 4,4 ± 0,30 4,2 4,8
5 17,0 ± 0,50 4,4 ± 0,40 4,5 ± 0,60* 3,9 4,7

По результатам одних исследований, про-
веденных на Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., по-
вышенная плоидность приводит к увеличению 
размера клеток, их количества и площади листа 
[16].По другим данным (на примере Gossypium 
hirsutum L.) – при увеличении размера клеток 
наблюдается уменьшение их числа [22] (однако 
в первую очередь это характерно для аллополи-
плоидов [19]). В нашем исследовании было 
установлено соответствие плоидности с количе-
ством устьичных клеток, что согласуется с полу-
ченными данными для ряда культур.

В настоящее время одним из наиболее про-
стых сравнительных экспресс-методов опреде-
ления плоидности растений является метод 
подсчета хлоропластов в замыкающих клетках 
[3, 18]. Вместе с тем корреляция по количеству 
хлоропластов и уровнем плоидности не всегда 
выражена [19]. Для R. chamaemorus эта зависи-
мость четко прослеживается.

Исследования, проводившиеся на раз-
личных представителях рода Triticum и Secale, 
показали, что полиплоиды имеют большее 
количество фотосинтетических пигментов и 
обладают большей фотосинтетической спо-
собностью [7, 13].

В ходе наших экспериментов наблюда-
лось сохранение баланса фотосинтетических 
пигментов, как на гаплоидном, так и тетра-

плоидном уровне. Полученные данные согла-
суются с результатами Y.E. Chen et al. [7] и 
M.S. Li et al. [13] относительно увеличения 
фотосинтетической способности у полипло-
идных форм растений.

Заключение
На примере ценного ягодного растения 

R. chamaemorus представлены данные о досто-
верных различиях фотосинтетической спо-
собности, заключающихся в содержании фо-
тосинтетических пигментов и специфике 
устьичного аппарата растений 1n, 2n и 4n пло-
идности. Установлена зависимость количе-
ства фотосинтетических пигментов (хлоро-
филла a, хлорофилла b и каратиноидов), ко-
личества хлоропластов в замыкающих клетках 
устьиц R. chamaemorus и плоидности растений 
с набором хромосом 1n, 2n и 4n. Среднее ко-
личество хлоропластов у гаплоидов составило 
от 11,3 ± 0.80 до 15,9 ± 0,20 шт., для диплоид-
н ы х  р а с т е н и й  –  о т  1 9 , 3  ±  0 , 8 0  д о 
23,1 ± 0,90 шт. ,  для  тетраплоидных  – 
25,3 ± 0,60 и 28,6 ± 0,60 шт. Содержание хло-
рофиллов a и b и каротиноидов у гаплоидных 
растений было достоверно ниже, чем у дипло-
идных и тетраплоидных растений. Выявлен-
ная для вида R. chamaemorus зависимость ко-
личества хлоропластов и уровня плоидности 
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позволяет использовать данную видоспеци-
фичную особенность устьичного аппарата в 
качестве экспресс-метода определения пло-
идности растений данного вида.

Принципиальная новизна данного иссле-
дования заключалась в оценке содержания 
фотосинтетических пигментов, некоторых 
морфометрических особенностей устьичного 
аппарата от гаплоидного до полиплоидного 
уровня в пределах одного вида, культивируе-

мого в контролируемых условиях. Получен-
ные для исследуемого вида данные могут 
представлять интерес при селекционном со-
вершенствовании и создании новых сортовых 
форм R. chamaemorus.
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