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В числе компонентов сточных вод и твердых 
отходов различных производств особую опас-
ность из-за широкой распространенности, ток-
сичности и трудности очистки представляют фе-
нолы [9]. Фенольные соединения (ФС) обладают 
ярко выраженной биологической активностью, 
характер которой определяется особенностями 
химической структуры фенолов и продуктов их 
окисления, большинство из которых токсично. 
В условиях существенного роста антропогенных 
нагрузок на гидроэкосистемы все большую акту-
альность получают исследования, направленные 
на оценку влияния наиболее часто встречающих-
ся токсикантов, в том числе фенольных соедине-
ний, на водные организмы. 

К настоящему времени доказано, что в при-
сутствии экзогенных фенолов нарушается рост 
растений, в клетках растений происходят изме-

нения морфологических и физиолого-биохими-
ческих показателей [1], [4], [12], [13], [14], [15]. 
Однако влияние ФС на мезоструктуру фотосин-
тетического аппарата водных макрофитов изуче-
но слабо. Между тем именно ассимиляционный 
аппарат обеспечивает жизнедеятельность рас-
тений в различных экологических условиях и в 
значительной степени определяет биологическую 
продуктивность гидроценозов. 

В связи с этим цель данной работы – оценка 
влияния экзогенных дифенолов (на примере гид-
рохинона и резорцина) на морфофизиологические 
характеристики Lemna minor, обеспечивающие 
осуществление ассимиляционного процесса.
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ОТВЕТНЫЕ РЕАКЦИИ LEMNA MINOR L. НА ДЕЙСТВИЕ ЭКЗОГЕННЫХ 
ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

В модельных системах изучены морфофизиологические реакции плавающего макрофита Lemna mi-
nor L. (ряска малая) на действие экзогенных фенольных соединений. Растения культивировали в 
течение 20 суток на водопроводной воде при естественном освещении и комнатной температуре. 
В опытные сосуды добавляли гидрохинон и резорцин (1 и 10 мг/л). Контролем служили растения, 
инкубированные в воде без добавления поллютантов. Ответные реакции ряски на действие фенолов 
изучали путем оценки степени депигментации листецов (в динамике) и измерения площади проекции 
клеток мезофилла и эпидермиса, а также хлоропластов (по окончании инкубирования). Показано, 
что степень депигментации листецов L. minor зависела от вида поллютанта, его концентрации и 
времени экспозиции с фенолами. Гидрохинон вызывал более значительную степень повреждения 
листецов по сравнению с контролем и резорцином. Клетки мезофилла у L. minor, инкубированной в 
среде с резорцином, отличались меньшими размерами по сравнению с контрольным вариантом. 
Гидрохинон существенного влияния на площадь проекции клеток мезофилла не оказал. Размеры 
эпидермальных клеток в присутствии резорцина (10 мг/л) уменьшались по сравнению с контролем, 
а их количество возрастало (по сравнению с гидрохиноном). В присутствии гидрохинона (1 и 10 мг/л) 
размеры клеток увеличивались (в среднем на 20 % по сравнению с контролем). Площадь проекции 
хлоропластов под действием гидрохинона и резорцина уменьшалась, причем в наибольшей степени – 
при концентрации 10 мг/л. На основе полученных результатов сделан вывод о возможности исполь-
зования ряски малой в качестве тест-объекта при оценке токсичности загрязненных фенольными 
соединениями сточных вод.
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биотестирование сточных вод
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культивировали в течение 20 суток в модельных 
системах при естественном освещении и комнат-
ной температуре на водопроводной воде. В опыт-
ные сосуды добавляли гидрохинон и резорцин 
(1 и 10 мг/л). Контролем служили растения, инку-
бированные в воде без добавления поллютантов. 
Для каждого варианта опыта использовали по 
30 листецов (фрондов) ряски.

Определение показателей мезоструктуры 
проводили на растительном материале, фикси-
рованном в 3,5 % растворе глутарового альдегида 
в фосфатном буфере (pH 7,2) согласно методике 
А. Т. Мокроносова и Р. А. Борзенковой [8]. Для 
подсчета размеров клеток и хлоропластов про-
водили мацерацию листецов ряски. 

Определение площади депигментации лис-
тецов осуществляли с помощью компьютерной 
программы обработки изображений «Контур-
Шейд» [7]. Для этого анализировали фотогра-
фии, сделанные с одного и того же расстояния. 
На каждой фотографии присутствовал эталон 
с известной площадью, по которой можно оп-
ределить площадь другого объекта. Измерение 
площади проекции хлоропластов осуществляли 
с помощью программного обеспечения Siams 
Mesoplant. Число повторностей для измерения 
каждого показателя было не менее 30.

Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью программ Excel 2007 и Statis-
tica 8,0. Для оценки достоверности различий 
использовали непараметрический критерий Ман-
на – Уитни при уровне значимости p < 0,05. На 
рисунках представлены средние арифметические 
значения показателей и их стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что для фотосинтетического аппа-

рата растений характерна достаточно высокая 
чувствительность к воздействию неблагоприят-
ных факторов [2]. Для оценки влияния фенолов 
на состояние пигментного комплекса ряски ма-
лой была изучена динамика изменения площади 
депигментации листецов при инкубировании в 
модельных системах с добавлением ФС (рис. 1 
и 2). Показано, что степень депигментации лис-
тецов L. minor зависела от вида поллютанта, его 
концентрации и времени экспозиции.

Добавление резорцина (1 и 10 мг/л) не при-
водило к значительному увеличению площади 
депигментации листецов по сравнению с конт-
ролем. На 20-й день экспозиции были отмечены 
сопоставимые признаки хлороза в контрольном 
и опытных вариантах с резорцином. Хлороз вы-
ражался в появлении желтых и белых пятен, что, 
вероятно, связано с естественным старением 
отдельных материнских листецов. Гидрохинон 

вызывал более значительное изменение окрас-
ки листецов ряски, особенно при концентрации 
10 мг/л: степень депигментации при данной кон-
центрации была в 2,6 раза выше по сравнению 
с контролем. По-видимому, уменьшение коли-
чества фотосинтетических пигментов у ряски в 
присутствии ФС можно объяснить как их дегра-
дацией, так и ингибированием синтеза в резуль-
тате активации процессов свободнорадикального 
окисления. 

Рис. 1. Площадь депигментации листецов L. minor при 
инкубировании с резорцином

Рис. 2. Площадь депигментации листецов L. minor при 
инкубировании с гидрохиноном

Имеющиеся в литературе данные свидетель-
ствуют о том, что среди двухатомных фенолов 
именно гидрохинон, а также пирокатехин явля-
ются наиболее токсичными для высших водных 
растений [5], [6], [9]. Механизм высокой ток-
сичности гидрохинона и пирокатехина связан с 
окислением данных соединений с образованием 
высокореакционных промежуточных продуктов, 
в частности бензохинонов [9], [14]. Резорцин не 
способен образовывать хиноны, а его окисление 
приводит к сложной смеси продуктов с образова-
нием ацетатов и производных пировиноградной 
кислоты [5]. Вероятно, резорцин не оказал су-
щественного влияния на степень депигментации 
листецов ряски по сравнению с контролем в силу 
особенностей его биохимического окисления. 
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Для оценки влияния ФС на клеточный аппарат 
ряски малой были проведены измерения площади 
проекции клеток мезофилла и эпидермиса. По-
казано, что клетки мезофилла у L. minor, инку-
бированной в среде с резорцином, отличались 
меньшими размерами (на 17–22 %) по сравнению 
с контрольным вариантом (рис. 3). Достоверных 
отличий от контроля в вариантах с гидрохиноном 
обнаружено не было. Однако при исследовании 
площади проекции эпидермальных клеток L. 
minor выявлено, что в присутствии гидрохинона 
(1 и 10 мг/л) размеры клеток увеличивались по 
сравнению с контролем на 17 и 23 % соответст-
венно (рис. 4). 

Рис. 3. Площадь проекции клеток мезофилла L. minor при 
инкубировании с гидрохиноном и резорцином. 

* – различия с контролем достоверны при уровне значи-
мости p < 0,05 

Рис. 4. Площадь проекции клеток эпидермиса L. minor 
при инкубировании с гидрохиноном и резорцином.

* – различия с контролем достоверны при уровне значи-
мости p < 0,05 

Эффект увеличения размеров клеток расте-
ний в ответ на загрязнение окружающей среды 
был обнаружен во многих исследованиях [1], [3], 
[10]. Вероятно, это является неспецифической ре-
акцией, характерной как для водных, так и для 
наземных растений. Увеличение размеров эпи-
дермальных клеток в присутствии гидрохинона, 
по-видимому, связано с интенсификацией про-
цесса вакуолизации. Известно, что воздействие 

некоторых экзогенных ФС индуцирует в клет-
ках растений защитные механизмы, связанные 
со слиянием вакуолей малых размеров и образо-
ванием из них более крупных органелл, которые 
занимают большое внутриклеточное простран-
ство [4]. Возрастание объема вакуоли приводит к 
растяжению и самой клетки. Процесс депониро-
вания трансформированных экзогенных фенолов 
в вакуолях позволяет клетке существенно умень-
шить их токсический эффект. 

Под действием резорцина (10 мг/л) площадь 
проекции эпидермальных клеток уменьшалась 
на 30 %, в то время как его пониженная концен-
трация (1 мг/л) влияния на размеры клеток эпи-
дермиса не оказала (см. рис. 4).

Таким образом, однонаправленных тенденций 
в отношении влияния исследованных ФС на па-
раметры клеток мезофилла и эпидермиса ряски 
не выявлено. Более отчетливо выраженные раз-
личия между вариантами по размерам эпидер-
мальных клеток, вероятно, можно объяснить 
тем, что клетки эпидермиса, находясь в непо-
средственном контакте с фенолами, испытывали 
большее воздействие по сравнению с клетками 
мезофилла.

Несмотря на общее снижение площади проек-
ции эпидермальных клеток под действием резор-
цина (10 мг/л), число клеток на единицу площади 
листецов было больше в среднем на 60 % по срав-
нению с вариантами, в которых ряска подверга-
лась действию гидрохинона. Очевидно, что в ва-
риантах с резорцином увеличение поверхности 
листецов ряски происходило преимущественно 
за счет деления клеток, а в вариантах с гидрохи-
ноном – за счет их растяжения. 

Для оценки влияния ФС на размеры хлоро-
пластов у ряски малой была определена площадь 
их проекции (рис. 5). Из полученных данных 
видно, что гидрохинон и резорцин оказывали 

Рис. 5. Площадь проекции хлоропластов L. minor при 
инкубировании с гидрохиноном и резорцином.

* – различия с контролем достоверны при уровне значи-
мости p < 0,05 
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отрицательное влияние на фотосинтетический 
аппарат: в их присутствии площадь проекции 
хлоропластов уменьшалась на 11–55 %. Наиболее 
отчетливо этот эффект наблюдался в присутст-
вии ФС при концентрации 10 мг/л.

Анализ морфофизиологических показателей 
ряски малой продемонстрировал, что реакция 
растений на присутствие ФС была отчетливо вы-
раженной и заключалась в изменении показате-
лей роста, жизнеспособности, окраски листецов, 
размеров клеток и хлоропластов. Это позволяет 
рекомендовать использование ряски малой для 
решения задач биологического мониторинга. Ра-
нее было предложено использовать данный вид 
для тестирования воды на загрязнение тяжелыми 
металлами и пестицидами [11]. На наш взгляд, 
ряска может использоваться как удобный тест-
объект при оценке токсичности загрязненных 
фенолами сточных вод, поскольку при действии 
ФС, особенно гидрохинона, происходили види-
мые нарушения в процессах жизнедеятельности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные свидетельствуют об от-

четливо выраженном влиянии экзогенных фе-

нольных соединений на пигментный аппарат и 
мезоструктуру фотосинтетического аппарата 
ряски малой, что отражалось на степени депиг-
ментации листецов и размерах клеток и хло-
ропластов. Изменения в структурно-функцио-
нальной организации водных растений можно 
рассматривать как защитно-приспособительную 
реакцию, направленную на повышение устойчи-
вости к действию фенолов.

Различные проявления действия дифенолов 
на морфофизиологические характеристики рас-
тений в значительной степени определяются ти-
пом поллютанта и могут варьироваться на фоне 
разных концентраций фенолов. Для изученных 
макрофитов гидрохинон оказался более токсич-
ным по сравнению с резорцином, что проявилось 
в максимальной степени повреждения листецов 
ряски. 

Полученные данные свидетельствуют о воз-
можности использования ряски малой при био-
тестировании загрязненных фенолами сточных 
вод. При оценке токсичности сточных вод наи-
более информативным и наименее трудоемким в 
исполнении следует считать метод учета депиг-
ментации листецов ряски. 
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RESPONCES OF LEMNA MINOR L. TO THE EXOGENOUS PHENOLIC COMPOUNDS ACTION
The study tested the morphological and physiological reactions of fl oating macrophyte Lemna minor L. under the exogenous phe-
nolic compounds action. Plants were grown for 20 days in model systems under natural light at room temperature. Hydroquinone 
and resorcinol (1 and 10 mg L–l) were added in experimental vessels with water. Control plants were incubated in water without the 
addition of pollutants. Responses of L. minor to phenols action were studied by evaluating the degree of fronds depigmentation (in 
dynamics) and measuring the projected area of the epidermis and mesophyll cells and chloroplasts (after incubation). The degree 
of depigmentation of L. minor fronds depended on the type of pollutant and its concentration and exposure time. Hydroquinone 
caused a signifi cant degree of fronds damage compared to the control plants and to plants under effect of resorcinol. Mesophyll 
cells of L. minor incubated with resorcinol were smaller in comparison with the control ones. Hydroquinone did not have signifi cant 
impact on the projected area of the mesophyll cell. The size of epidermal cells in the presence of resorcinol (10 mg L–l) decreased 
compared to the control ones, but  their number increased (compared with the hydroquinone). In the presence of hydroquinone (1 and 
10 mg L–l) epidermal cell size increased (on average 20 % compared to control). The chloroplasts projection area decreased under 
the hydroquinone and resorcinol action, and to the greatest extent – at a concentration of 10 mg L–l. The research results lead to the 
conclusion about the possibility of using L. minor as a test-object for the bioassay of wastewater polluted by phenolic compounds.
Key words: hydroquinone, resorcinol, toxicity, Lemna minor L., depigmentation, size of cells and chloroplasts, biotesting 
wastewater 
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