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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Изучений физиолого-биохимических и гене­
тических различи* между г ;отипами представляет собой исключите­
льно важную практическую и теоретическую задачу. Современные дос­
тижения биохимии и молекулярной биологии позволили предложить в 
качестве гентических маркеров молекулы целого ряда органических 
соединений. Значительного распространения приобрело изучение бел­
ковых маркеров, что обусловлено их высокой специфичностью, разно 
образиэм их физико-химических свойств и функций в растительном 
организме. С относительно недавних пор для этой цели используется 
анализ запасных белков семян растений (Нонарев, 1900; Созинов, 
1985; Bourdet, 1963; Kasarda, 1970)*С использованием различных 
модификаций методов хроматографии и электрофореза детально изучен 
состав запасных белков семян растений (Anderson, 1989; Bietz, 
19Г9; Felllet, 1976), определены хромосомы ответственные за коди­
рование определенных компонентов, выявлена множественность генов, 
кодирующая родственные белки, определена первичная структура мно­
гих запасающих белков и места расщепления сигнальных пептидов 
(Forde «Г., 1985; Halford, 1987; Stiewrr. 1984, 1988, 1990), выяв­
лены последовательные события, определявшие отложение белков в 
запас (Farde В., 1985) рог о как и другие важные особенности син­
теза, накопления и мобилизации белков семян при прорастании (Дми­
триева, 1991; Крокер, 1950, Баиглапг, 1969) .

В этой интенсивно развивающейся области биологии остается 
множество нерешенных вопросов. В первую очередь, они касаются вли­
яния потенциальных генетических возможностей и генетических изме­
нения на состав и содержание тех или иных компонентов. Не менее 
важной остаётся необходимость поиска биологической и вволюционной 
значимости близости и различи! между белковыми компонентами семян, 
важность тех или иных белковых блоков, в определении хозяйственно­
ценны* признаков растений (Созинов, 1906; Fullington, 1900; к&в- 
perska-Palacz, 1977). Число работ в атом направлении, о каждым 
годом все увеличивающееся, пока не соответствует сложности и уров­
ню поставлених задач.



Даль и задачи исследования. Целью настоящей работы явилось 
сравнительное исследование состава запасных белков семян пшеницы 
украинской и египетское селекции с использованием различных мето­
дов экстракции и фракционирования полипептидов, а также поиск 
возможной связи между компонентным составом белков семян и устой­
чивостью проростков пшеницы к тепловому шоку.

В связи с этим были поставлены следующие основные задачи:
- последовательна извлечь запасные белки исследуемых сортов семян 
различными растворителями;
- изучить компонентный состав полипептидов и изоферментов семян 
различных генотипов плюшам;
- сопоставить компонентный состав различных фракций белков укра­
инской и египетской селекции;
- разработать интегральные критерии оценки разности компонентного 
состава белков семян пшеницы;
- определить устойчивость проростков разных сортов пшеницы к теп­
ловому воку;
- выявить возможные связи п закономерности между составом различ­
ных белков и реакцией проростков на тепловой шок.

Научная новизна исследований. Установлено, что по составу 
альбуминов и глиадипов семян египетские сорта пшеницы Гиза 157, 
Гиза 158, Гиза 155, Сухаг 1, Саха 69 отличаются высокой вариа­
бельностью компонентов. Дхя них характерно присутствие компонен­
тов с ММ 80,0 и 79,5 кД, которые не обнаруживаются у украинских 
сортов(Мироновская 808, Мироновская 61, Одесская 117). Показана 
возможность идентификации генотипов по компонентному составу по­
липептидов, экстрагированных из семян пшеницы буфером Лэммли.

На основании ростовой реакции проростков пшеницы на тешювой 
вок разработаны критерии оценки первичной и адаптационной компо­
ненты устойчивости генотипов пшеницы. Эти критерии позволили про­
вести разделение генотипов пшеницы на основе их первичной и адап­
тационной устойчивости к тепловому шоку. Выявлено независимое 
проявление обоих компонент устойчивости у разных генотипов.

Предложена математическая модель, позволяющая количественно 
оценить индекс близости между сортами пшеницы на основании комоо- 
нентов белков, выявленных при электрофорезе. Представлены дека
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зательства в пользу различной корреляционной связи альбуминового 
и глиаданового спектров на первичную и адаптационную устойчивость 
проростков к тепловому шоку. Используя индексы близости генотипов 
и анализ специфики состава различных групп белков, дана оценка 
связи между наследованием белковых компонентов и их влиянием - 
(возможно опосредовано) на шаро- и засухоустойчивость растений.

Теоретическая и практическая значимость работы.
На основании системного анализа компонентов полипептидов 

выявлен интегральный показатель близости генотипов, который может 
быть использован, как для оценки родства сортов, так и для выяв­
ления влияния тех или иных белковых компонетов на генетически 
детерминированные физиологические свойства сорта, в частности, 
устойчивости к тепловому стрессу. Модифицированы и оптимизированы 
условия проведения экстракций и электрофоретического разделения 
полипептидов семян пшеница, что обеспечивает более высокую разре­
шавшую способность метода с целью использования его в биохимичес­
ком маркировании. Экспериментально обоснованный критерий разделе­
ния устойчивости растений к высоким температурам на первичную и 
адаптационную (восстановительную) компоненты, может бьггь исполь­
зован для выявления стратегии ранжирования отдельных групп рас­
тений по признаку устойчивости к высоким температурам, На основе 
анализа оригинальных результатов и математического моделирования 
предложен новый научно-методический подход к оценке агрономичес­
кой устойчивости сортов ранних этапах онтогенеза растений и 
их использование в рябочих программах селекции пшеницы. Материалы 
представленные в диссертации, используются в экспериментальной 
работе на кафедре физиологии и экологии растений биологического 
факультета Киевского универсіггета им. Тараса Шевченко и в Депар­
таменте сельскохозяйственной биохимии Айн Шэмского университета 
(Каир, АРЕ).

Апробация ряботы .Диссертационная работа проводилась в соот­
ветствии с планом научных исследований кафедры по теме "Физиоло- 
го-биохимические механизмы устойчивости способы ее повышения и 
продуктивность растений" (Приказ Минвуза N 78 от 23.03.91) и сог­
ласно планам научной работы Департамента сельскохозяйственной 
биохимии Айн Шэмского универсіггета »Саирз (АРЕ) "Биохимия белков 
пшеницы".

Результаты исследований по теме диссертации обсуждались на 
юЭйференции молодых ученых ЙЗРиГ АН Украины (Клев, 1092), VI Ук­



раинском биохимическом съезде (Киев, 1992), а также итоговых еже-- 
годных конференциях профессореко -преподавательского состава 
биологического факультета Киевского университета им. Тараса Шев­
ченко (1991-1992).

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 6 печат­
ных работ.

Обьем и структура работы. Диссертация состоит из введения,- 
восьми глав, выводов, списка использованной литературы. Общи! 
обьем диссертации включает 115 страниц машинописного текста, 
15 таблиц и 15 рисунков. Список литературы содержит 153 наимено­
ваний, в том числе 93 иностранных авторов.

Основные положения, которые выносятся на защиту. На основа­
нии выполненных исследований, обобщая собственные и литературные 
данные, на защиту выносятся следующие положения:

1, Компонентный состав запасных белков семян различных сор­
тов пшеницы специфическим образом связан с ранжированием этих 
же сортов по признаку теплоустойчивости, а именно: глиадины ока­
зывают преимущественное влияние на первичную,тогда как альбумины
- на адаптационную компоненту устойчивости;

2. Интегральным показателем родства генотипов может служить, 
разработанный для количественной оценки рззнокачественвости бел­
ковых спекторов семян индекс близости (г), точность которого воз­
растает с увеличением числа анализируемых генотипов.

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве объекта исследования в работе использовали разли­

чные по происхождению сорта ппешщы египетской селекции - Гиза 
155, Гиза 158, Гиза 157, Саха 69 и Сухаг 1 и украинской селекции
- Одесская 117 , Мироновская 808 и Мироновская G1-В некоторых 
экспериментах в исследуемый набор сортов пшеницы были включены 
Саратовская 46, Вега, Кутулукская.

Дяя изученияния особенностей ростовой реакции и синтеза 
белков при действии теплового шока использовали 3-10-ти суточные 
проростки пшеницы, которые выращивали при температуре 25°С и че­
редовании света (16 ч) с интенсивностью 5500 лк и темноты (8 ч). 
Тепловому стрессу подвергали трехсуточные проростки пшеницы, ко­
торые находились в начале фазы линейного роста при температуре 40 
-45°С и влажности воздуха около 80'?. Колебания температуры в пе­
риод шока составляли - 0,4°С. Обработку высокими температурами
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в водной среде проводили путем погружения проростков в дистилли­
рованную воду, согласно методике описанной. Мусиенко,1990.Темпе­
ратуру стабилизировали в ультратермостате U-10 (ГДР) с точностью 
до 0,05°С.

Измерение скорости роста растений.Для характеристики степени 
угнетения ростовых процесс з, вызванных тепловым шоком, кинетики 
их последующего восстановления использовали показатель отношение 
приростов (ОН) который расчитывали по формуле:

<Lt - Lt ) опытных растений
___ U___ 2__________ і_______  t (jj
CL, - L, ) контрольных растений 

І/ °
где ц  и ll - соответственно длина проростков, измереігаьіх перед

о С
тепловой обработкой и через интервал времени после нее.

Выделение фракций запасных белков пиениш и ферментов. Рас­
творимые фракции белков /альбумины, глиадины / экстрагировали 
согласно стандартной методике Гаврилок, 1973. В отдельных экспе­
риментах применяли для выделения глиадинов модифицированную мето­
дику , используемую для выделения зеивэ кукурузы в присутствии 
мочевины (Асыка, 1991)

Экстракцию шроксидазы и фенолоксидазы ферментов проводили в 
трис-боратном буфере (pH - 8,9) а течение 2 ч с последующим цен­
трифугированием в течении 20 мин при 10 тыс.д при комнатной тем­
пературе. Супернатант использовался для фра кцио ниро ва ни я в ЯААГ.

Определение состава болков и изо зим г в ферментов. Полипоптвды 
фракционировали по молекулярной у.сссе электрофорезом в полиакрил­
амидном геле /ПААГ/ в присутствии додецил сульфата натрия /SDS/. 
Использовали вариант электрофореза по Іаеїшіі, 1970.Содержание 
составных компонентов концентрирующих голей /бисакриламида, трис- 
НС1 , сульфата аммония, SDS, N.N.N.N- тетраметаленбисакриламид 
(ТЕМЭД) / соо'гветствовало составленным прописям Лефковитс, 1981. 
Электрофорез проводили в аппарате с вертикальной пластиной разме­
ром 190 х 140 х 0,6 мм. При постоянном токе 10 мА на пластинку 
до тех пор," пока свидетель (бромфеноловый синий) не дойдет до 
верхней границы разделяющего геля ; ^этем 20 - 30 мА - до пижаей 
границы разделяющего геля. Фракционирование глиадипов, плавленных 
в присутствии мочевины проводили согласно методич&ской разработке 
Асыка, 1991
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Электрофорез компонентов изоэимного спектра полифенолокск- 
дазы и пероксидазы проводили в аппарате с вертикальной пластиной 
размером 150х 120 х 1 мм,в течение 2 ч при 360 v, согласно стан­
дартной методике по Davis, 1964. Гели проявляли на пероксидазную 
(с бензвдином и перекисью водорода) и фенолоксидззную (с пирока­
техином и п.фепилендиамином) активности, согласно методике Сафо­
нова, 1971.

Подученные данные обрабатывали методами математической ста­
тистики согласно Урбаху, 18S4.

МОЛЕКУЛЯРНОЕ МАРКИРОВАНИЕ ГЕНОТИПОВ ПШЕНИЦЫ НА ОСНОВАНИЙ 
ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСт СПЕКТРОВ БЕЛКОВ СЕМЯН И ПРОРОСТКОВ ПШЕНИЦЫ

В литературе имеются многочисленные сведения о возможности 
биохимического маркирования генотипов пшеницы за основании соста­
ва запасных белков семян СКонарев, 1980; Созилов,1985; Marchylo, 
1937; 0no,1977; Brlgley,1973). Нами была поставлена задача про­
вести сравнительное исследование полиморфизма белков семян раз­
личных генотипов пшеницы, затем опре де „тать зтот показатяь в про­
ростках, инкубированных при оптимальных и высоких (стрессовых) 
температурах. Мы полагаем, что устойчивость растений к высоким 
температурам может зависеть определенным образом не только от 
состава и содержания углеводов, служащих субстратами для дыхания 
и синтеза богатых энергетических соединений, но и от состава за­
пасных белков, которые могут с разной эффективностью гидролизо­
ваться и включаться в экспрессию новых структурных генов.геноти­
пов пшеницы.

Анализ полиморфизма альбуминов. фотография и схема 
SDS-злэктрофореза в ПААГ водорастворимой фракции белков зерна 
пшеницы различных сортов приведены на рис.1. Зрительный анализ 
электрофореграмм позволяет выявить 21-27 белковых компонентов 
разной интенсивоности с молекулярными массами между 15 и 30.5 кД. 
Для идентификации исследованных сортов можно использовать поли­
морфизм по белкам с ММ 90,5; 78,5; 75,5; 73,0; 67,0; 62,5; 50,0; 
36,0; 28,5 и 16,0 кД /на диаграмме рис-1 (з) соответственно полосы 
под номерами 1, 2, 3... 10 /.Сорт Саха 6й характеризуется отсут­
ствием компонента с мм 67,0 кД, что является отличительной осо­
бенностью альбуминов этого сорта от всех других исследованных 
сортов. Аналогично, сортовой характеристикой является отсутствие 
компонента с ММ 62,5 кД у Гизы 1Б5, компонента с ММ 36,0 кД у 
сорта Сухаг 1 и полосы 10, соответствующей белку с ММ 16,0 кД у



Одесской 117. Можно заметить практическое совпадение элвктрофоре- 
тияеских спектров альбуминов сорта Мироновская 61 и Гиза 155, 
отличающихся между собой отсутствием соответственно компонентов с 
ИМ 38,0 и 82,5 кД. .что указывает на их івнетическую близость. 
Отсутствие некоторых минорных компонентов в спектре водораствори­
мых белков семян сорта Уороновская 808, в частности полос с ММ
90.5 и 78,5 кД M0F6T лежать в основе характерных признаков этого 
сорта. Сорт Саха 69 обладает характерньм спектром альбуминов. Его 
можно идентифицировать по наличию компонентов, имеющих ММ 50,0;
28.5 и 18,0 кД. Семена сорта Сухаг 1 легко идентифицируются по 
отсутствию трех компонентов с ММ 90,5; 75,5 и 28,5 кД.

- 7 -

(а; (6)

Рис.1. Электрофореграмма (а) и диаграмма (б) водорастворимых бел­
ков семян различных сортов пшеницу.

I - Одесская 117 ІУ - Сухаг 1 VII - Гиза 156
II - Мироновская 61 V - Саха 69 VIII - Гиза 155
III - Мироновская 808 VI - Гиза 157
1,2,3,...,10 - порядковые номера отдельных белковых компонентов 
спектра альбуминов по мере убывания молекулярной массы

Таким образом, фракция альбуминов позволяет идентифицировать 
7 из 8-ми исследованных сортов, т.к. спектры сортов Гиза 160 к 
Гиза 157 совпадают, что может свидетельствовать в пользу их п?ие~
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тической близости. Группы сортов египетской и украинской селек­
ции по альбуминовым спектрам не проявляют характерных особеннос­
тей.

Состав спирторастворимых белков семян различных сортов пше­
ницы /фракция глиадинов /.Экстрагированные этанолом белки семян 
пшенииы восьми исследованных сортов фракционировали электрофоре­
зом по 1аеш11.1970. Результаты приведены на рис.2. и в табл. 26 
(стр. 20). В семенах различных сортов пшеницы детектируются 25-34 
полипептида с ММ в интервалах между 14,0 и 89,5 кД. Различияв 30 
компонентах глиадинового спектра позволяют ддя каждого из иссле­
дованных сортов составить специфическую картину полиморфизма по 
которой возможна четкая идентификация каждого генотипа.

Рис.2. ЭЛЕКТРОФОРЕГРАММА (а) И ДИАГРАММА (d) СПИРТОРАСТВОРИМЫХ 
БЕЛКОВ СЕМЯН РАЗЛИЧНЫХ СОРТОВ ПШЕНИЦЫ

Условные обозначения: 1-0десская117; П-Мироновская 61; III- Миро­
новская 808: IV- Сухаг 1; V- Саха 69; VI- Гиза 157; VII- Гиза 156; 
VIII- Гиза 155.
Условия электрофореза: 9 ч при 10-20 шА в 15Ж ПААТ; буфер:0,1Ж SDS,

0,192 М глицин, 0,025 М трис, рН-в,3.

Так.семепа сортов Caia 69 и Гиза 157 отличаются между собой тем, 
что первый, в отличие от второго, содержит компонент с МУ 82,5 кД 
(соответственно полоса 4 и не содержит полипептиды с ММ 58,5 и



47,5 кД (полосы 18 и 19). Отсутствие компонентов с ММ 44,0 и 33 
кД и присутствие глиадинов с ММ 83,0 и 82,0 (соответственно поло­
сы 22, 24) может служить осново* душ тестирования семян сорта 
Сухаг 1. Семена сорта Одесская 117 содержат полипептида с МУ - 
60,6; 58,5; 57,0 и 58,5 кВ (полосы 11,13,15,16), которые отсут­
ствуют у сорта Гиза 155, Последний содержит компоненты полипепти­
дов с ММ 87,0; 80,0; 61,0; 55,5; 47,5; 40.5; 20,0 ; 18,5; 14,0 кД 
(соответственно полосы 2,6,10,18,19,23), которые отсутствуют в 
семенах сорта Одесская 117. Как следует из приведенных данных 
различия в 30 компонентах глиадинового спектра позволяют для каж­
дого из исследованных сортов составить специфическую картину по­
лиморфизма по которой возможна четкая идентификация каждого гено­
типа.

В делом, как и в случае с альбуминами, не наблюдается каких 
либо особых специфических различий в спектрах глиадинов группы 
украинских и египетских сортов пшеницы. Исключение составляет 
ірупгта низкомолэкулярных белков с ММ от 24,0 до К,0 кД, которіїе 
у египетских сортов неприменно присутствуют, тогда как в семенах 
украинской селекции они не всегда обнаруживаются.

Следует отметить, что высокомолекулярные компоненты глиади­
нового спектра, приведенного на рис.2 и в табл#2б (стр. 20 ) со­
держатся в следовых количествах, однако они вносят значительный 
вклад в идентификацию сортов, т.к. по ним выявляются довольно 
четкие межсортовые различия. В то же время средняя часть глиади­
нового спектра сильно перегружена белками. Нанесение же меньшего 
количества белка на фореграмму приводит к сокращению числа детек­
тируемых полос за счет исчезновения высокомолекулярных компонен­
тов.

Мы попитались улучшить разделение глиадинов в ПААТ в присут­
ствии мочевины и снижением pH до 4,5. Результаты приведены на 
рис.З и в табл. 2с (стр. 20 )• Семена разных сортов содержат 17-25 
полипептидов, молекулярный вес которых колеблется в пределах от 
12,0 до 102 кД. Эти полипептида можно разделить на две группы, 
первая из которых включает высокомолекулярные глиадиновые субъе­
диницы /ВГС/, молекулярный вес котор тс выше, чем 64 кД, а вторая
- все остальные глиадины /низкомолекулярные глиэдиновие субьеди- 
ницы - НГС/. Комбинация ВГС и НГС глиадиновых субьединиц нотвт 
быть использована для идентификации генотипов пшеницы. На рис.З 
покгзано, что имеются как количественные так и качественные раз-
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личия в сдактраї глиадинов исследованных восьми сортов утеницы.
-  10 -

ІГІ
И ’ $1

Л* >
НІ

— * S3 *-** ЩЛ -"2*1 &2dgj-'i ««б*» ̂  w#>1Ї?І
<** іг •• і

г її id iv/  ̂v< W/ і/ш

sasss сам *
Л  S S S y u u u y
Ь' И иг П nil

(Гї

Рио.5. ЭЛЕКТРОФОРЕГРАММА (а) И ДИАГРАММА (б) СІЖРТОРАСТВОРИШХ
БЕЛКОВ СЕМЯН ПШЕНИЦЫ, ВЫДЕЛЕННЫХ В ПРИСУТСТВИИ МОЧЕВИНЫ
Условные обозначения: I- Одесская 117; II- Мироновская 81;
III- Мироновская 808; IV- Сухаг 1; V- Саха 69; VI- Гиза 157 
VII- Гиза 156; VIII- Гиза 155.
Условия электрофореза: 4 ч при 10-300 тА в 1056 ПААТ;
буфер: 0,4* уксусной кислоты, 0,04 % глицирина

Сравнивая результаты электрофореза альбуминов и глиадинов 
можно отметить, что между глиадошами, выделенными из семян иссле­
дованных сортов пшеницы наблюдаются более существенные различия, 
чем между альбуминами, поэтому маркирование генотипов пшеницы по 
спектрам глиадинов более аффективно. Однако, нам не удалось обна- 
ружеть каких-либо специфических особенностей в спектрах глиади­
нов, выделяющих группу' египетских и украинских сортов пшеницы, 
хотя эти две группы сортов существенно отличаются между собой по 
устойчивости к высоким темдаратурам, согласно приведенным ниже 
данным по ростовой реакции проростков этих же сорггов.

Электрофоретическое разделение суммарных белков семян пшениц 
ы.растворимых в буфере Лзммли. С целью изучения аффекта полимор­
физма белков семян пшеницы различных сортов использовали систему 
экстракции полипептидов и их электрофорез по Лэммли [fullington, 
1980,1983; Іаепші1,19701. Результата фракционирования геиипепти-
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дов приведены на рис.4 и в табл. 2д (стр. 20 ).

I ш  і ПІ

I il III IV V VI чи VIII
(й/

Рис.4. ЭЛЕКТРОФОРЬГРАММА (а) И ДИАГРАММА (б) СУММАРНЫХ БЕЛКОВ
СЕМЯН ПШЕНИЦУ, ЭКСТРАГИРОВАННЫХ БУФЕРОМ ЛЭММИ
Условные обозначения: I- Одесская 117; II- Мироновская 61;
III- Мироновская 808; IV- Сухаг 1; V- Саха 69; VI- Гиза 157 
VII- Гиза 158; VIII- Гиза 1&5.
Условия электрофореза: 4 ч при 10-20 тА в ХЪ% ПААГ;
буфер: 0,1% SDS, 0,192 М ГнИЦИН. 0.025 М трис, pH- 8,3

Тигельный анализ злектор^ореграмм позволяет легко обнаружить 
сортовую специфичность содержания и состава отдельных полипепти­
дов. На приведенных фореграммах можно различить около 46 преобла­
дающих пептидов с ММ между 16 и 92 кД. Вариабельными оказались 
16-ть из 46-ти полос. Результаты анализа полипептидов семян гше- 
нипы , растворимых в буфере Лэммли свидетельствуют о тем,что - 
большинство полипептидов являются константными и содержатся в 
семенах всех разновидностей. Можно наблюдать обідую тенденцию - с 
увеличением ММ межсортовая вариабельность полипептидов возраста­
ет. Семена сортов украинского происхождения Мироновская 808, 
Мироновская 61 и Одесская 117 по составу полипептидов могут быть 
отнесены к одной группе, поскольку спектр полипептидов очень бли­
зок. Тем не менее, у каждого из этих сортов имеются специфические 
компоненты.

Египетские сорта характеризуется относительно более высокой 
варитбельностыо компонентов и существенно отлич.эдгся от украинс-
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ких сортов. У веек египетских сортов присутствуют полипептида с 
ММ 80,0 и 79.5 кД (соответственно полосы 5 и 6), которые не обна­
ружены у украинских сортов.

Таким образом, качественный анализ компонентного состава за­
пасных белков экстрагируемых буфером Леммли дает возможность мар­
кировать генотипы с высокой эффективностью, избегая предваритель­
ного фракционирования запасных белков на основании различной из­
влекаемое™ в растворителях.

Электрофорез суммарных белков проростков пшеницы. Полипептида 
надземной части 5-тк суточных проростков пшеницы экстрагировали в 
буфере Лзммли и проводили электрофорез в ПААГ. Спе!стры полипеп­
тидов контрольных проростков у всех исследованных сортов качест­
венно совпадают. Можно отметить лишь некоторые различия в интенси­
вности отдельных полос. Очевидно, выявленные обычной окраской 
Кумсси полипептиды представляют собой копии структурных генов 
"поддержания дома”» В связи с этим они являются консервативными# 
практически не отличаются у разных сортов пшеницы.

Инкубирование проростков при 40°С в последние 24 ч проращи­
вания приводит лишь к незначительным изменениям содержания белко­
вых компонентов. Можно отметить резкое повышение содержания поли­
пептида с ММ 70 кД, который очевидно представляет собой извест­
н о  белок теплового шока [Key,1985 J. Хотя при тепловом шоке наб­
людается включение синтеза большого числа шоковых белков tNover,- 
19343, окраской кумаси обнаруживается лишь БТШ с ММ 70 кД. Таким 
образом, анализ компонентного состава полмпептидов проростков 
пшеницы обычным Э2 в присутствии S33 и окраской кукаси не позво­
ляет находить существенных различий ме;кду сортами пшеницы по это­
му показателю.

ЭЛШРОМРЕТИЧЕСКИИ СПЕКТР ИЗОЭНЗИМОВ 
В данной главе приведены результата исследования возможности 

оденки генотипов и их физиологического состояния на основе анали­
за активности и состава изоэнзимов пероксидазы и полифенолоксида- 
зы.

Анализ компонентов пероксидазы. Состав пероксидазы анализи­
ровали у 8-ми сортов пшеницы при помощи электрофореза в ПААГ, в 
трис-боратном буфере (pH - 8,9). Исследованию подвергали изоэн- 
вимы, содержащиеся в покоящихся и прорастающих семенах. Результа­
та изучения по,диморфизма пероксидазы приведены на диаграммах - 
рис. 5.



Активность шроксвдазы различных У 2 3 ч $ с 9
семян пшеницы максимально прояв­
ляется в четырех полосах, отме­
ченных по мере возрастания Ilf 
буквами A.B.C.D.E. Активность 
второго (В) и третьего (С) компо­
нента пероксадаз'4 как правило 
относительно высока, однако у 
сорта Мироновская 61, с одной 
стороны, и Мироновская 808. Гиза 
155 и Сухаг 1 , с другой стороны.
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Рис.5.ДИАГРАММЫ ИЗОЭНЗКМОВ ПЕРОКСВДАЗЫ СЕМЯН (а). ПРОРОСТКОВ (б),
И ПРОРОСТКОВ, ПОДВЕРГНУТЫХ ТЕПЛОВОМУ ШОКУ (С)

Условные обозначения: 1- Гиза 155; 2- Сухаг 1; 3- Саха 69;
4- Гиза 156; 5- Мироновская 808; 6- Одесская 117

А,В,С,D,Z,1.11,111,IV,V -порядковые номера компонентов изознзимов 
Интенсивность полос: *и > ка > егз > си

Условия ЭФ: 7.5УПААГ в 0,03 М тркс-глїциновом буфере
(Ph-8,3) при напряжении ЗСО v в течение 2 ч

их активность незначительная и малая со-лъетствонно. В семенах 
исследованных сортов пшекипы первый компонент представлен слабо 
или очень слабо. Только семена сорта Одесская 117 содеряат три
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первые изоэнзима пероксидазы с большой активностью Сравнивая спе­
ктры пероксидазы у семян (рис.5а> и проростков 8-ми сортов пше­
ницы разного состояния (рис.56) мы замечаем определенный изомор­
физм изоэнзимов в зависимости от генотипа и физиологического сос­
тояния. У проростков пшеницы спектр пероксидззы усложняется - 
(рис.46), одаако его характеристики одинаково меняются з зависи­
мости от температуры (рис.4.с). В связи с этим усложнение спектра 
не приводит к облегчению идентификации гэнотипов. Особый интерес 
представляет детальный анализ специфичности изменений спектров 
изоэнзимов пероксидазы проростков в зависимости от условий прора­
стания и поиска возможных корролляций между сдвигом в спектре 
изоэнзимов и физиологическими свойствами генотипа ( устойчивость 
к холоду, высоким температурам, дефициту влаги и т.д.). В отноше­
нии устойчивости к высоким температурам нам не удалось обнаружить 
никаких закономерностей изменения спектров изоэнзимов пероксидазы 
и жароустойчивостью исследованных генотипов. Все изученные нами 
генотипы (кроме Одесская 117) содержали примерно одинаковый - 
спектр изознзимов пероксидазы в проростках, инкубированных 24 ч 
при 24 °С.<рио.5с).

Анализ компонентов фенолсксидазы. Электрофоретический спектр 
фенолсксидазы всех исследованных сортов пшеницы содержит три изо- 
эизала (рис.6а). В семенах сорта Одесская 11? все три компонента 
проявляют высокую активность тогда как у сортов Гиза 155, Гиза 
356, наоборот, - низкую. Остальные исследованные сорта можно раз­
делить на две группы: 1) Сухаг 1, Саха 69; 2) Мироповская 808, 
Гиза 157, Мироновская 61. В дарзой группе сортов относительно 
большей активностью обладают компоненты А и В изозимного спектра 
фенолсксидазы по сравнению со второй.

Посла гштасуточного прорастания у всех исследованных сортов 
обнаруживаются четыре изоэнзима (рис.6.6). Согласно показателю Rf 
эти четыре компонента качественно отличны от компонентов изофоре- 
•гического спектра фенолоксэдазы у семян этих же сортов . Полосы 
I и IV на диаграммах проростков восьми исследованных сортов были 
практически одинаковой интенсивности. Только у сортов Гиза 157 и 
Кутулукская компоненты II и III обнаруживают относительно меньшую 
интенсивность по сравнению с остальными сортами. У Гизы 155 ком­
понент I обладает большей интенсивностью по сравнению с осталь­
ными десятью исследованными сортами.

Инкубация проростков пшеницы при 40°С в течение 24 ч не при-
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оксидазы (рис.Вс).Как и в случае 
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Рис.6.ДИАГРАММЫ ИЗОЭНЗИМОВ ФЕНОЛОКСВДАЗЫ СЕМЯН (а), ПРОРОСТКОВ (б),
И ПРОРОСТКОВ, ПОДВЕРГНУТЫХ ТЕПЛОВОМУ ШОКУ (с)

Условные обозначения: 1- Гиза !55; 2- Сухаг 1: 3- Саха 69;
4- Гиза 156; 5- Мироновская 808; в- Одесская 117

А,В,С,1,11,111,IV, -порядковые номера компонентов изоэнзимов 
Интенсивность полос: »и > &а > иа> □

Условия ЭФ: 7,5/ЙТААГ в 0,03 М тшс-глициновом буфере 
(Ph-8,3) при напряженім 350 v в течение 2 ч

исслэдрвачные сор/О можно разделить па два группы. К печвой груп­
пе относятся сорта Гиза 15в и Одесская 117, у которых тепловой шок 
привел к незначительному снижению активности компонентов II и 
III. Ко второй группе относятся сорта Мироновская 61, Гиза 157,



Мироновская 808, Саха 69, Сухаг 1 и Гиза 155 , у которых актив­
ность указанных компонентов за сутки инкубации при 40°С остается 
без изменения. Даже поверхностный анализ показывает, что разделе­
ние соритов пшеницы на указанные выше группы по изменению активно­
сти отдельных компонентов изозимного спектра фенолоксидазы под 
влиянием теплового шока не коррелирует с жароустойчивостью иссле­
дованных еорггов. Жароустойчивые сорта Гиза 155 и Одесская 117 
попали по этому показателю в разные группы.

В свете проведенных исследования возникает вопрос:насколько 
отмеченные количественные различия ь активности компонентов изо- 
зимов исс."эдованвых ферментов у разных форм пшеницы генетически 
детерминированы? Для того, чтобы ответить на этот вопрос необхо­
димо осуществить воспроизводство семян исследованных сортов в 
строго контролируемых и одинаковых условиях, особенно на фазе 
созревания семян.

ТЕПЛОУСТОЙЧИВОСТЬ ПРОРОСТКОВ РАЗЛИЧНЫХ СОРТОВ ПШЕНЩЫ_
В настоящее время существуют различные метода оценки устой­

чивости растений к высоким температурам [Генкель,1982; Удовенко,- 
19831. Мы выбрали в качестве показателя устойчивости к тепловому 
шоку изменения ростовых процессов после шока разной интенсивности 
и продолжительности [Мусиэнко,Даскалюк,19901 Оценивали отношение 
приростов гроростков пае нищ, подвергнутых действию теплового 
шока к пру^сту контрольных растений за одинаковый промежуток 
времени СМусиенко, Даскалхл,1985; 19901.

На рис.7.а приведены кривые отношения суточных приростов 
опытных растений к контрольным. Опытные растения подвергали теп­
ловому шо;.у разной продолжительности /см.ось абсцис/ путем погру­
жения в дистиляировэпную воде при 45°С. Как видно из рисунка, 
отношения приростов между 3-ми И 4-МИ сутками npOpSCTоНИЯ законо­
мерно убывают с увеличением продолжител:лести теплового шска. 
Отношения приростов проростков сорта Мкро;.овская G1 подзаляется 
вдвое уже после 30 сек. теплового шока при 45°С. тогда как для 
получения такого же эффекта с проростками сорта Гиза 156 необхо­
дима инкубация в течение около 4 мин. Таким образом, одинаковое 
отношение приростов у да ух отмеченных сорггов достигают после теп­
ловых доз, отличащихся между собой более *гэм в 8 раз. Проростки 
египетских сортов пшеницы оказались do.iee устойчивыми к теплово­
му асгу. чем украинских сортов, поэтому кривые зависимости отно­
шений приростов от дозы у египетских сорт в находятся правее чем
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украинских.
-  17 -

Рис.7.Эффект угнетения роста (а) и эффект фракционирования
тепловой дозы (б) на проростки различных сортов пшеницы.

Условные обозначения г - -Гиза 155, /- Гиза 15в,о- Гиза 157,
й -Сухаг 1, о - Саха 69, •- Одесская 117
м - Мироновская 808 •- Мироновская 61

Легко заметить, что степень расхождения кривых отношений
приростов неодинакова после различных доз теплового шока. Эги 
кривые наиболее близко расположены после доз теплового шока, по­
лученных после 16 минутной инкубации, тогда как после двух минут­
ной инкубации при 45°С кривые отношения приростов различных сор­
тов занимают самый широкий интервал значений. Очевидно, именно в 
отой области показатель ОП отражает первичную теплоустойчивость 
проростков разных сортов, поскольку она представляет собой об­
ласть наибольшего разрешения.

Способность растений переносить тепловой шок оценивается не 
только по первичноЛ реакции на тепловой шок, но таки® по способ­
ности к восстановлению полученных повреждений и к адаїггации. Для 
выявления зтих компонентов устойчивости проростки разных сортов 
пшеницы подвергали тепловому шоку при 45РС разной продолжительно­
сти (первая фракция тепловой о?;к Зотки) затем через сутки подвер­
гали повторному ̂ ^пловому шоку (45°С,5 мин) -вторая фракция.Ре­
зультаты выражали как отношения приростов опытных растений /кото­
рые получили две теплов.. j дозы/ к контрольним /подучившим ТОЛЬКО,, 
одну тепловую дозу/. Приведенные на рис.7.б. результаЫ^Й^Йы»-

• А Н У Р С Р



гг, что первая фра:сцил тепловой дозы, при определенной ее продол­
жительности /30 сек.-8 мин., в зависимости от сорта/ через сутки 
стимулирует у проростков закалочный эффект. Из приведенных ре­
зультатов следует, что под влиянием первой тепловой дозы произош­
ла индукция процессов восстановления и адаптации, интегральная 
интенсивность которых отрзжена кривыми, представленными на рис.76.

Анализ приведенных данных показывает, что проростки египет­
ских сортов пшенииы имеют более выраженную способность к адапта­
ции и восстановлению. Оптимальная величина первой фракции тепло­
вого шока (при которой проявляются максимальные межсортовые раз­
личия) наблюдается после двухминутной инкубации проростков при 
4б°С.

Таблица 1
ПОКАЗАТЕЛИ ПЕРВИЧНОЙ ТЕПЛОУСТОЙЧИВОСТИ, СПОСОБНОСТИ К 
ВОССТАНОВЛЕНИЮ И ОБЩЕЙ УСТОЙЧИВОСТИ ПРОРОСТКОВ
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РАЗЛИЧНЫХ СОРТОВ ПШЕНИЦЫ

С о р т
Компоненты устойчивости Общая

устойчивостьПервичная Адаптационная

Гиза 156 0,62 1,30 0,81
Гиза 158 0,96 2,03 1,95
Гиза 157 0,78 2,03 1,58
Саха 69 0,83 1,18 0,98
Сухаг 1" ° 0,47 1,65 0,78
Мироновская 808 0,38 1,75 0,66
Мироновская 61 0,32 1,02 0,33
Одесская 117 0,45 1,30 0,59
НСРо.оэ 0,06 - 0,08 0,08

В табл.1 приведены показатели ОП после такой обработки, ко­
торые отражают способность разных сортов пшницы к восстановлению 
тепловых повреждений и к адаптации. Проростки егидатских сортов и 
по этому показателю, как правило, оказались более приспособленные 
к высоким температурам, чем украинские. Следует, однако, отме­
тить, что не у всех сортов наблюдается прямая связь между первич­
ной устойчивостью проростков к тепловому шоку и их способностью к 
восстановлению. Проростки Саха 69 характеризуются более высокой 
первичной теплоустойчивостью по сравнению с проростками еорггов



Гиза 157, Сухаг 1 и особенно Мироновская 808 и в то не время по 
способности к восстановлению и адаптации оказались ниже. Пророст­
ки сорта Мироновская 808, имея низкую первичную устойчивость к 
тепловому шоку, проявляют очень высокую способность к восстанов­
лению тепловых повреждений.

Интегральная устойчивость растений к высоким температурам, 
очеввдяо, определяется как первичной устойчивостью так и способ­
ностью к восстановлению и адаптации- По-видимому, разумно предло­
жить в качестве показателя теплоустойчивости генотипа значение 
произведения показателя первичной устойчивости и показателя спо­
собности к восстановлению. Из табл.1 видно, что ьаийольшео значе­
ние этот показатель имеет для проростков сортов Гиза 156 и Гиза 
157. Сорт Саха 69, из-за слабой способности к восстановлению пос­
ле теплового шока, значительно уступают первым двум сортам по 
этому показателю. Благодаря высокой способности к восстановлению, 
общая теплоустойчивость проростков сортов Гиза 155, Сухаг 1 и 
даже Мироновская В08 оказалась довольно высокой. Предэлы варьиро­
вания обшей теплоустойчивоеги колеблятся от 0,33 для сорта Миро­
новская 61 до 1.&5 дія сорта Гиза 156.

Таким образом, в результате проведенных исследований показа­
но, что проростки группы египетских сортов пшешшы разли­
чаются от группы сортов украинской селекции, как по первичной 
устойчивости к тепловому шоку, так и по их способности к восста­
новлению полученных повреждений.

АНАЛИЗ КАЧЕСТВЕННЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ БЕЛКОВЫХ СПЕКТРОВ СЕМЯН 
РАЗЛИЧНЫХ СОРТОВ ПШЕНИЦЫ 

Для количественной оцэнки разнокачественности белковых спек­
тров семян различных сортов пшеницы мы предлагаем метод вычисле­
ния индексов близости (F) вариантов на основании анализа компо­
нентного состава полипегггидов. Вариабельные компоненты располага­
ли в ряд по мере понижения молекулярных масс. Присутствиэ 
компонента в образца обозначали плюсом <+), а отсутствие - мину­
сом (-). Сводка вариабельных коу,плнентов водорастворимых белков 
спирторастворимых ̂ пмпонентови ойщ>а полипегггадов, извлекаемых 
буфером Лэммли в таблице 2(д)
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F, - E W r ♦ E W ft - n£ W H (9).
l l , e  J m t  C i  J m t  °t J m t

Для каждого компонента сравниваемой пары возможно только 
одно из трех отмеченных событий:

п п п
Е -присутствие; Е W - отсутствиэ; Е Wu - несовпадение

J m t  C i  J m t  ° i  J m t  Н І

Индекс отражает близость качественного состава полипептидов 
двух образцов с учетом их экспрессии во всей совокупности иссле­
дуемых вариантов. Численное значение F определяется набором вари­
антов и числом детектируемых компонентов.' Константные компоненты 
не вносят вклад в значение F. поскольку наличие компонента во 
всех вариантах не дает "предпочтение" в близости любой сравнивае­
мой пары. Вот почему па рис.8 отмечены только вариабельные компо­
ненты белковых спектров и присутствие или отсутствие каждого та­
кого компонента в исследуемых сортах. Данные(таб.2>были использо 
ваны для вычисления состава полипептидов в исследуемых сортах. 
Результаты суммированы в таблицах на (стр.22)» Индексы близости, 
приведенные в таблицах на стр.22 варьируют между нулем и макси­
мальным значением, получаемом при сравнопш образца с самим со­
бой (в последнем случае все события указывают на близость). Коле­
бания веса реальных событий обусловливает не совпадение максима­
льных значений F у разных сортов.

Вариабельность F, вычисленных на основании состава глиади- 
нов(табл.Эб), оказалась выше, чем на основании альбуминов (табл.. 
Зп). Здесь мы наблюдаем близкое родство всех египетских сортов 
(Гиза 155, Гиза 156, Гиза 157 и Саха 68). В то же время не наблю­
дается родства между Гизой 155 и Мироновская 81 (F = 38). Как и в 
случае с анализом состава альбуминов, в полном одиночестве ока­
зался сорт Сухаг 1, индекс близости которого с любым из сортов не 
превышал 38 (при максимальном значении к самому себе Г = 295). 
Украинские сорта, очевидно, содержат много "чужеродной крови", 
поэтому индексы близости между пими значительно уступают таковым 
меиду египетскими сортами.

При фракциог.’и ізанки глиэдинов растворенных в буфере с моче­
виной при низком pH (табл.3 0 в далом отмечены такие же закономер­
ности, какие выявлены прій обсуждении данных таблТЗб; близость еги­
петских сортов; особое положение сорта Сухаг 1; относительно не
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Табл.З Индюкіьі близости у различных сортов пшеницы по спектраль­
ному анализу альбуминов (а), глиади-нов (б), спирторастворимых 
полипептидов, экстрагированных в при-сутствии мочевины (с) и бу­
фером Л ЭММ ли (д).

*
высокая близость украинских сортов (ютя несколько вьппе, чем по 
данным табл.36).

Анализ родства сортов на основании оценки состава полипепти­
дов семян выделенья и фракционированы! по Лемм ли (табл.Зд) дают 
основание для более глубогатт размышлений. Как и во всех других 
случаях совершенно особняком стоит сорт Сухаг 1. Египетские сорта 
сохранили высокую близость, но как и в случае анализа близости Wa 
основании постава альбуминов сорт Гизз 155 оказался ближе к укра­
инским сортам, чем к египетским. Очевидно, в этом случае сказа­
лось в. тяни? на спектральные состав полипептидов альбуминов изв-



леченных в буфере Лзммли.
Приведенный анализ индексов близости позволяет нам сделать 

определенные предположения. По видимому, разные группы белков 
наследуются с ток или иной степени) зависимости, поскольку, оче­
видно, они могут кодироваться ДНК различных хромосомами. Поэто­
му в процессе селекции они могут отбираться блоками, в связи с чем 
наблюдается специфичность белковых спектров близки генотипов.

Из приведенного выше слэдуат, что интегральная оценка б.узо­
сти сортов на основании величины индекса близости позволяет выя­
вить характерные отличия среди близких генотипов. Особенно инте­
ресная информация получается при сравнении индексов близости по­
дученных на основании анализа качественно различных белков. В 
нашем случае это относится к альбуминам и глиадинам. Благодаря 
этому, выявлено особое положение сорта Гиза 155 среди египетских 
генотипов пшеницы и сорта Мироновская 61 среда украинских. Учти­
вая функциональные различия между бе.иками , следует выявить вли­
яние тех или иных особенностей белкового спектра на биологические 
свойства сорта. Выявление указанных закономерностей при помощи 
показателя F позволяет нам ставить задачу поиска коррелляционных 
и функциональных связей между теми или ипыми характеристиками F с 
физиологическими различиями между генотипами. Особенно перспек­
тивными представляются исследования с хорошо изученными гибрида­
ми. с параллельной оценкой их биохимических и физиологических 
свойств.

Сравнение значений индексов близости исследованых сортов, 
вычисленных на основании анализа спектрального состава отдельных 
групп белков и теплоустойчивости проростков этих же сортов пшени­
цы, определенных по ростовой реакции проростков пшеницы на тепло­
вой шок, в общем удовлетворительно обьясняет физиологические осо­
бенности сортов пшенииы. Египетские сорта пшеницы оказались более 
устойчивыми чем украинские. Среда них сорт Гиза 155 шел среднюю 
первичную теплоустойчивость и относительно не высокие показатели 
восстановления, тогда как проростки сорта Саха 69 относительно 
высокую первичную устойчивость и не высокую восстановительную и 
адаптационную способности. Если nj и этом анализировать величины 
F, вычисленные по гоставу отдельных групп белков, не трудно заме­
тить сравнительно Низкие значение F с другими египетским сорта­
ми, вычисленными на основ- ти состава альбуминов оомян сорта Гиза 
155 и высокие значения этого показателя, определенные на основа­
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нии состава глиадинов. Сопоставляя эти данные можна полагать, что 
восстановительные и адаптационные способности проросткаов каким 
то образом связаны с составом альбуминов. Именно различия в сос­
таве этой группы белков приводят к снижению индекса б.яизости 
сорта Гиза 155 с другими египетскими сортами, что, по видимому, 
связано с более низкой восстановительной способностью проростков 
этого .сорта пшеницы. Сорт Мироновская 808 проявляет относительно 
высокую способность проростков к восстановлению, при относительно 
высоком F с альбумипами египетских сортов, которые характеризуют­
ся высокой восстановительной способностью.

По аналогии можно предположить, что первичная устойчивость 
проростков каким то образом определяется составом глиадинов. Еги­
петские сорта по этим двум показателям оказались очень близкими. 
В то же время индексы близости, вычисленные на основании альбуми­
нов украинских и египетских сортов оказались низкими, а теплоус­
тойчивость проростков была понижена. ПодЗирая широкий набор гено­
типов с различными физиологическими показателями и одновременно 
оценивая индексы близости с определением белковых компонентов, 
влияющих максимально на значения F , возможен поиск белковых ком­
понентов, влияющих на тот или иной физиологический признак про­
ростков. Целенаправленный поиск в этом направлении представляет 
несомненный игтерес и определяет перспективы практического изуче­
ния молекулярных механизмов, вовлекаемых в определенные физиоло­
гические jx ч'эдии растений.

В Ы В О Д Ы

1. Экстрагируемые спиртом запасные белки /глиадины/, водой - 
альбумины, а така® растворимые.в буффере Лэммли белки семян раз­
личных сортов пшеницы характеризуются межсортовой вариабельно­
стью, что и обусловливает возможность их применения в качестве 
маркеров генотипов.

2. Выявлэны специфические для каждого из исследованных сор­
тов спектры запасных белков. По составу альбуминов и глиадинов 
египетские сорта пшеницы отличаются более высокой вариабельностью 
компонентов. Для них характерно присутствие компонентов с ММ 8Q..0 
и 7Э,5 кГ которые не обнаруживаются у украинских сортов.

3. Преобладающие полипептиды проростков различных сортов 
пшеницы константны, поэтому не применимы для биохимического тес­
тирования генотипов.
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4. После 24 ч теплового шока в проростках всех генотипов 
окраской Кумасси детектируется полипептид с ММ 70 кВ, соответст­
вующий данному компоненту белков теплового шока.

5. Семена различных генотипов пшеницу характеризуются коли­
чественными различиями в активности отдельных компонентов изо зим- 
ных спектров пероксидазы и полифенолоксидазы. Качественных раз­
личий в изозимных спектрах указэных ферментов не обнаружено.

6. Прорастание семян и тепловой шок приводит к усложнению 
изозимного спвктра пероксидазы и полифенолоксидазы, что мотет 
быть использовано для оценки стрессового состояния растений.

7.Проростки исследованных сортов пшеницы различаются между 
собой как по первичной устойчивости к тепловому шоку, так и по их 
способности к восстановлению полученных повреждений. Выявлены 
сорта пшеницы, которые характеризуются:
-повышенной первичной устойчивостью к тепловому шоку и высоко* 
способностью к восстановлению тепловых повреждений.
-повышенной устойчивостью к тепловому шоку, но относительно 
слабой способностью к восстановлению повреждений,
- слабой газрвичной устойчивостью и высокой способностью к восста­
новлению.

8. Предложена математическая модель - интегральный показа­
тель близости генотипов в виде индекса, вычисленного на основании 
системного анализа вариабельных компонентов полипептидов. С его 
помощью возможна оценка родства (близости) сортов культурных рас­
тений и выявление влияния тех или иных компонентов на генетичес­
ки детерминированные физиологические свойства растения.
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