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ВВЕДЕНИЕ

Осина обыкновенная (тополь дрожащий) 
Populus tremula L. сем. Salicaceae – одна из ос-
новных лесообразующих пород Сибири, а также 
произрастает на Дальнем Востоке, в Западной 
и Восточной Европе, Средней и Малой Азии, 
в Монголии и Китае (Коропачинский, Встов-
ская, 2002). Вид характеризуется RC-стратегией 
адаптации к стрессу (Grime, 1977): растения не 
только хорошо приспособлены к резкому ухуд-
шению условий обитания (что обусловливает 
их быстрое развитие на гарях и вырубках), но 
и обладают определенной конкурентной мощ

ностью для сосуществования с другими древес-
ными растениями в составе лесов (Восточно
европейские леса…, 2004).

Антропогенное загрязнение окружающей 
среды вызывает существенные нарушения в 
пигментном комплексе растений (Кириенко, 
Терлеева, 2009): под воздействием большинства 
абиотических стрессовых факторов содержание 
пигментов падает (Удовенко, 1995). Известно, 
что реакция растения на стресс может иметь 
многофазный характер: эти результаты получе-
ны при изучении действия тяжелых металлов 
(Ху и др., 2007) и автотранспортного загрязне-
ния на содержание фотосинтетических пигмен-

СИБИРСКИЙ ЛЕСНОЙ ЖУРНАЛ. 2017. № 1. С. 105–113

УДК 582.623.2: 581.522.4

СЕЗОННАЯ ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ 
ПИГМЕНТОВ В ЛИСТЬЯХ ОСИНЫ Populus tremula L. 
НА ЗАРАСТАЮЩЕМ ОТВАЛЕ УГОЛЬНОГО КАРЬЕРА

Ю. В. Загурская

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
«Федеральный исследовательский центр угля и углехимии СО РАН»
Институт экологии человека СО РАН
650065, Кемерово, просп. Ленинградский, 10

E-mail: syjil@mail.ru

Поступила в редакцию 24.08.2016 г.

Изучена сезонная динамика содержания основных фотосинтетических пигментов (хлорофиллов a и b и ка-
ротиноидов) в листьях подроста осины Populus tremula при естественном возобновлении на зарастающем 
породном отвале отработанного угольного карьера. Исследование проводили подекадно в течение вегетаци-
онного периода 2015 г. (июнь‒начало сентября) на территории отвала «Южный» угольного разреза «Кедров-
ский» (Кемеровская обл.) и на ненарушенном участке. Содержание фотосинтетических пигментов опреде-
ляли спектрофотометрически и рассчитывали на массу абсолютно сухих листьев, так как влажность листьев 
осины может существенно изменяться, искажая полученные результаты. Изменений характера видимого 
спектра поглощения ацетоновых экстрактов листьев осины, свидетельствующих о феофитинизации хлоро-
филлов, не обнаружено. Содержание пигментов, в особенности хлорофилла b, было выше преимущественно 
в контрольных образцах. Соотношение хлорофиллов a/b в листьях осины к концу сезона уменьшалось. Мак-
симальные различия по соотношению содержания хлорофиллов a/b и хлорофиллов/каротиноидов между об-
разцами отмечены в конце августа. Адаптация пигментного комплекса фотосинтетического аппарата осины 
к условиям зарастающего отвала осуществлялась за счет снижения суммарного содержания хлорофиллов и 
каротиноидов и доли хлорофилла b в составе фотосинтетических пигментов.

Ключевые слова: осина Populus tremula, фотосинтетические пигменты, хлорофилл, каротиноиды, отвал 
угольного карьера, естественное лесовозобновление.

DOI: 10.15372/SJFS20170111

© Загурская Ю. В., 2017



106	 СИБИРСКИЙ ЛЕСНОЙ ЖУРНАЛ. № 1. 2017

тов (Ерофеева и др., 2009). Кроме того, законо-
мерности физиологических изменений могут 
существенно различаться в зависимости от так-
сономической принадлежности объекта, типа 
поллютантов и других экологических факторов 
(Тарабрин, 1984). Механизмы устойчивости ос-
новных физиологических процессов P. tremula 
к техногенному воздействию изучены недоста-
точно, при этом практически не охвачены пре-
генеративные этапы развития.

Цель работы – изучить сезонные измене-
ния содержания основных фотосинтетических 
пигментов в листьях подроста осины при есте-
ственном возобновлении в условиях эмбриозе-
мов зарастающего отвала угольного карьера.

Задачи: 1) подобрать методику измерения и 
расчета содержания хлорофиллов и каротино-
идов в листьях осины; 2) изучить содержание 
хлорофиллов и каротиноидов в листьях под-
роста осины в течение вегетационного сезона 
2015 г. в условиях отвала и на ненарушенной 
территории; 3) выявить особенности изменения 
содержания фотосинтетических пигментов в 
листьях подроста осины в условиях зарастаю-
щего породного отвала угольного карьера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в течение вегета-
ционного периода 2015 г. (июнь‒начало сентя-
бря) на территории породного отвала «Южный» 
угольного разреза «Кедровский» в Кемеровской 
области. Возраст отвала около 30 лет, в 2004 г. 
проведен комплекс работ по его планировке. По-
роды отвала представлены песчаником (60  %), 
алевролитами (20 %), аргиллитами (15 %), су-
глинками и глинами (5 %). Преобладающей 
фракцией являются крупные агрегаты (от 3 до 
10 мм и более), содержание мелких частиц сни-
жено. Исследуемые элювии характеризуются 
щелочной реакцией (рН 7.8), низкой обеспечен-
ностью подвижными формами фосфора и азо-
та (7 и 1.7 мг/кг соответственно), содержанием 
обменного калия чуть ниже нормы (125 мг/кг). 
Анализ содержания тяжелых металлов показал 
незначительное превышение ПДК по подвиж-
ным формам никеля и хрома (Корниясова, Не-
верова, 2011).

Контрольный участок расположен вблизи от-
вала «Южный», в 4 км на северо-запад от пос. 
«Кедровский» на ненарушенных землях с ти-
пичными для области серыми лесными почвами 
(Яковченко и др., 2014).

Объект исследования – группы деревьев оси-
ны обыкновенной 10‒15 лет, не достигшие гене-
ративного этапа онтогенеза (подрост), без види-
мых повреждений ствола и кроны.

Содержание фотосинтетических пигмен-
тов изучали подекадно в образцах листовых 
пластин осины (не менее 50 шт. на образец), 
собранных с разных экземпляров деревьев на 
высоте 1.5‒2.5 м. Полученный материал из-
мельчали до частей по 2‒3 см2, перемешивали 
и методом конверта отбирали по 3 пробы для 
определения содержания фотосинтетических 
пигментов и сухого вещества. Каждую пробу из-
мельчали до частиц размером 1‒2 мм. Точную 
навеску 0.10‒0.13 г измельченного материала за-
ливали 10 мл ацетона (ч. д. а.) и экстрагировали 
при температуре 4 °C в течение 30 дней при пе-
риодическом встряхивании. При меньшем вре-
мени экстракции для листьев осины максимум 
извлечения фотосинтетических пигментов мо-
жет не достигаться. Cрок хранения препаратов 
и БАД на основе хлорофилла при соблюдении 
соответствующих условий (в стеклянной емко-
сти, в защищенном от света прохладном месте) 
составляет до 2 лет (Хлорофилл жидкий, 2011), 
а по нашим наблюдениям, хранение ацетоно-
вых экстрактов листьев осины в течение года не 
влияет на результаты определения содержания 
фотосинтетических пигментов. Равноценность 
выхода пигментов подтверждали на основании 
статистических характеристик выборок.

Содержание фотосинтетических пигментов 
определяли методом прямой спектрофотоме-
трии неразбавленных ацетоновых экстрактов 
по методике Хольма–Веттштейна (Holm, 1954; 
Wettstein, 1957; Шлык, 1971) с последующим 
пересчетом единиц измерения в проценты на аб-
солютно сухую массу образца (абс. сух. массу). 
Концентрацию каротиноидов также определяли 
на основании удельных показателей поглоще- 
ния 1%

1E ñì  (Справочник биохимика, 1991) при 
длинах волн 440, 450 и 460 нм с учетом вкла-
да хлорофиллов в суммарный абсорбционный 
спектр экстракта, определенного по соотноше-
нию полос поглощения. Абсорбционные спек-
тры экстрактов в УФ и видимой части реги-
стрировали на сканирующем спектрофотометре 
СПЕКС ССП-705 (Россия).

Долю сухого вещества и удельную массу 
листа определяли весовым методом. Для расче-
та содержания пигментов на единицу площади 
листа среднюю массу 1 см2 абсолютно сухих 
листьев (мг/см2) умножали на значения медианы 
содержания пигментов (%) (при таком подходе 
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не имеют значения нормальность распределе-
ния и численность выборок).

Статистическую обработку производили в 
программе Microsoft Excel 2007 с применением 
методов обработки результатов полевого опы-
та Б.  А.  Доспехова, а также критерия Манна– 
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При изучении содержания фотосинтетиче-
ских пигментов наиболее часто для характери-
стики тканей листа пользуются методом расчета 
концентраций на единицы массы или доли от 
них (%) сырого материала. Однако следует учи-
тывать, что в результате онтогенетических изме-
нений, сезонных и суточных ритмов развития, 
а также под воздействием различных внешних 
факторов может значительно варьировать со-
держание воды в растительном материале, для 
мезоморфных таксонов составляющее 45–60 %. 
Более корректные выводы при сравнении содер-
жания фотосинтетических пигментов в листьях 
растений в различных условиях произрастания 
можно сделать при пересчете содержания со-
единений на массу структурных элементов кле-
ток (сухого материала). Общее содержание воды 
в листьях осины сравнимо с показателями для 
большинства растений (52.8–66 %) и характери-
зуется значительным диапазоном изменчивости 
(размах вариации более 20 %).

Для снижения влияния структурных особен-
ностей клеток и тканей, подвергающихся из-
менениям в процессе адаптации к воздействию 
окружающей среды, применяют метод расчета 
на удельную массу листа (удельную поверхност-
ную плотность листа – УППЛ). При использова-
нии дополнительных параметров (масса сухого 
вещества и УППЛ) для расчета содержания со-
единений разброс полученных результатов мо-
жет увеличиться. Точность определения удель-
ной массы листа для подроста осины составляла 
до 6 % (коэффициент вариации ≥ 9 %), а доля 

сухого вещества не превышала 2 % (коэффици-
ент вариации ≥ 6 %).

Достоверной связи между содержанием ка-
ротиноидов, определяемых при 440 нм, при рас-
чете на сырую массу материала с их содержани-
ем в расчете на УППЛ не обнаружено. Наиболее 
сильная взаимосвязь отмечена для всех вариан-
тов расчета хлорофилла б, а также при расче-
те концентраций на УППЛ и абсолютно сухую 
массу листа для всех основных пигментов (см. 
таблицу).

Учитывая значительную изменчивость об-
щей влажности листьев и более высокую точ-
ность определения содержания сухого вещества 
по сравнению с УППЛ, а также очень сильную 
взаимосвязь показаний при расчете концентра-
ций на УППЛ и абсолютно сухую массу листа 
для всех основных пигментов, в листьях осины 
предпочтительно рассчитывать содержание фо-
тосинтетических пигментов на массу абсолютно 
сухих листьев.

Спектр поглощения в видимой (красной) 
части для ацетоновых извлечений во всех изу-
ченных образцах листьев осины демонстрирует 
характерный пик на (662 ± 1) нм, что соответ-
ствует максимуму поглощения хлорофилла a в 
этой части спектра, длина волны для измерения 
хлорофилла b при этом равна 644 нм, т. е. содер-
жание пигментов можно рассчитывать по урав-
нениям Хольма–Веттштейна (Туманов, Чирук, 
2007). Определить значительные количества 
феофитина а, свидетельствующие о деструкту
ризации хлорофиллов, в смеси фотосинтети-
ческих пигментов растений можно по особен-
ностям абсорбционного спектра: об активном 
процессе феофитинизации свидетельствует вы- 
равнивание спектра в диапазоне 606–616 нм 
(формирование плато) или исчезновение пиков 
в области 535 и 616 нм при нормальных концен-
трациях пигментов (Milenković et al., 2012). Для 
изученных нами образцов указанных особенно-
стей не отмечено.

Сезонная динамика содержания фотосинтетических пигментов в листьях осины Populus tremula L. ...

Коэффициенты корреляции показателей содержания фотосинтетических пигментов в листьях Populus tremula 
при разных методах расчета

Вариант расчета
Хлорофилл Каротиноиды

a b 440 нм 460 нм

СМ – АСМ
СМ – УППЛ
АСМ – УППЛ

0.82
0.62
0.90

0.98
0.96
0.98

0.71
0.39
0.85

0.85
0.67
0.91

Примечание. СМ – в расчете на сырую массу материала; АСМ – в расчете на абсолютно сухую массу материала; УППЛ – 
в расчете на абсолютно сухую удельную поверхностную плотность листа.
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Относительная ошибка опыта при определе-
нии содержания хлорофиллов в листьях осины 
не превышала 10 %, что считается приемлемым 
при статистической обработке биологических 
повторностей. Коэффициент осцилляции для 
содержания хлорофилла a не превышал 30 %, 
для хлорофилла b и суммы хлорофиллов – 50 %, 
т. е. изменчивость выборок по содержанию хло-
рофилла a можно характеризовать как низкую, 
хлорофилла b и суммы хлорофиллов – как сред-
нюю. Значения коэффициента вариации во всех 
случаях не превышали 25 %, что также свиде-
тельствует об однородности полученных дан-
ных и корректности сравнения выборок.

Содержание хлорофилла a в течение сезона 
в контрольном варианте изменялось в диапазоне 
0.25–0.38 %, а в образцах с отвала 0.23–0.35 % 
на абсолютно сухую массу (здесь и далее приве-
дены значения медиан содержания пигментов). 
Наибольшие различия между контрольным и 
опытным образцами отмечены в конце августа 
(рис. 1).

Согласно литературным данным, один из 
четырех основных биохимических факторов, 
обнаруживших зависимость от концентрации 
поллютантов (полихлорированных бифенилов) 
в воде при изучении высших водных растений, – 
концентрация хлорофилла b (Соловых, Вино-

курова, 2015), которая в листьях осины изменя-
лась в диапазоне 0.07–0.25 %, наиболее низкие 
значения отмечены в июне, а наиболее высокие 
показатели и максимальные различия между 
образцами из разных экотопов (более 100 %) – 
в  середине июля и в конце августа. С  начала 
июля количество хлорофилла b было достовер-
но выше в контрольных образцах (рис. 2).

Суммарная доля хлорофиллов в листьях под-
роста осины в расчете на абсолютно сухую мас-
су образца составила 0.32‒0.60 %. Основные за-
кономерности сезонных изменений содержания 
суммы хлорофиллов и отдельных компонентов 
совпадали (r ≥ 0.88).

Обязательные составляющие пигментных 
систем всех фотосинтезирующих организмов – 
каротиноиды, выполняющие функции дополни-
тельных светопоглотителей и антиоксидантов, 
предотвращающих необратимое окисление хло-
рофиллов (Полевой, 1989; Уэйн, 1991).

В области детектирования каротиноидов 
(400‒470 нм) для ацетоновых экстрактов листь
ев осины обнаружены максимумы поглоще-
ния в диапазоне 430 ± 5 и (435 ± 5) нм, а также 
плечо в области 445‒455 нм и резкое снижение 
оптической плотности после 460 нм. Анализ 
литературных данных показал, что при умень-
шении длины волны в ряду 440‒460 нм удельный 

Рис. 1. Сезонная динамика содержания хлорофилла a в листьях осины.
Здесь и на рис. 2 и 3 коробка – интерквартильный размах (Q1–Q3), перекладина – медиана, погрешности (тонкая 
линия)  – экспериментальные минимальное (нижнее) и максимальное (верхнее) значения, маркер (крест) – среднее 
значение, погрешности (толстая линия) – среднеквадратическое отклонение.
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показатель (коэффициент) поглощения (УПП), 
оптимальный для расчета содержания кароти-
ноидов, уменьшается: при детектировании на 
440 нм – 2600, 450 нм – 2550, 460 нм – 2500 
(Phytoplankton…, 1997; Rodriguez-Amaya, 2001; 
Шадрин и др., 2008).

Изменения показателей содержания кароти-
ноидов, рассчитанных с применением удельных 
коэффициентов поглощения, для λ = 440 нм со-
впадали с данными, полученными при расчете по 
уравнению Хольма–Веттштейна (λ  =  440.5  нм) 
(r = 0.90). Корреляция между содержанием ка-
ротиноидов при определении на 450 и 460 нм 
составила 0.997, а наименее тесная взаимосвязь 
количества каротиноидов отмечена при измере-
нии на 440 и 460 нм (r = 0.65). Таким образом, 
определять содержание каротиноидов в ацето-
новых экстрактах листьев осины без предвари-
тельного разделения целесообразно при длинах 
волн 440 и 460 нм.

Наибольшей точностью опыта характеризо-
валось содержание каротиноидов при опреде-
лении на 460 нм: максимальная относительная 
ошибка составила 8 %, а коэффициент вариа-
ции – 12 %, что характеризует низкий уровень 
изменчивости признака в пределах выборки. Ко-
эффициент осцилляции не превышал 25 %.

При определении каротиноидов на 440 нм 
различия между содержанием в контрольных об-
разцах и растениях с отвала оказались незначи-
тельными. При измерении на 460 нм количество 

каротиноидов с середины июня до середины ав-
густа в контрольных образцах было достоверно 
выше (рис. 3).

Одной из характеристик нормального проте-
кания фотосинтетических процессов у высших 
растений и их устойчивости к неблагоприятным 
факторам является отношение количества хло-
рофилла a к хлорофиллу b. Соотношение хлоро-
филлов в листьях осины составило от 1.4 до 3.4 
и снижалось к концу сезона как в контрольном, 
так и в опытном варианте. Почти во всех изучен-
ных вариантах соотношение хлорофиллов было 
больше в образцах с отвала (рис. 4).

О перестройке светособирающих комплек-
сов (ССК) фотосистем и возрастании роли каро-
тиноидов как дополнительных светосборщиков 
в сине-фиолетовой области солнечного спектра 
свидетельствует изменение отношений хлоро-
филлы/каротиноиды (Иванов и др., 2013). Отно-
шение содержания суммы хлорофиллов к сумме 
каротиноидов в высших растениях изменяется 
в широких пределах: согласно литературным 
данным, для большинства растений эта величи-
на составляет от 4.6 до 8.0 (Рабинович, 1951). 
В листьях осины с отвала соотношение количе-
ства хлорофиллов и каротиноидов изменялось 
в диапазоне 3.9‒5.7, а в листьях с контрольного 
участка – 4.2‒7.4. Максимальные различия меж-
ду образцами из разных мест сбора характеризо-
вали конец вегетационного сезона (с середины 
августа): в это время количество хлорофиллов 

Рис. 2. Сезонная динамика содержания хлорофилла b в листьях осины.
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превышало содержание каротиноидов в кон-
трольной пробе в 7‒8 раз, а в образце с отвала – 
в 4‒5 раз (см. рис. 4).

Максимальная разница между образцами 
листьев осины с отвала и контрольного участка 
обнаружена при расчете содержания фотосин-

тетических пигментов на УППЛ для образцов, 
собранных в конце августа. По сравнению с со-
держанием пигментов, рассчитанных на сырую 
массу образца, она увеличивалась на 30 % и бо-
лее. Самые слабые различия между образцами 
из разных экотопов (не превышающие 26 % по 

Рис. 3. Сезонная динамика содержания каротиноидов в листьях осины (регистрация оптической плотности 
экстрактов при 460 нм).

Рис. 4. Соотношение содержания хлорофиллов a/b и суммы хлорофиллов к сумме каротиноидов в листьях 
осины в течение вегетационного сезона.
Точка – хлорофиллы a/b, ромб – хлорофиллы/каротиноиды.
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модулю) при всех методах расчета характери-
зовали показатели содержания каротиноидов, 
определяемых при 440 нм. Максимальная раз-
ница между образцами отмечена для количества 
хлорофилла b при расчете на УППЛ (до 160 % 
по модулю).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Содержание хлорофилла a в ацетоновых 
экстрактах листьев осины методом прямой 
спектрофотометрии без предварительного раз-
деления следует определять при длине волны 
(662 ± 1) нм, а содержание каротиноидов целесо-
образно измерять при длинах волн 440 и 460 нм.

Установлены различия сезонных измене-
ний содержания фотосинтетических пигментов 
между образцами листьев подроста осины, про-
израстающего в условиях зарастающего отвала 
угольного карьера и на ненарушенном участке. 
Для всех изученных показателей (содержание 
хлорофилла a и b и каротиноидов, а также со-
отношение пигментов) наиболее существен-
ные различия между образцами наблюдаются 
в конце вегетационного сезона. Максимальные 
различия между контрольными и опытными об-
разцами листьев осины отмечены в содержании 
хлорофилла b, что подтверждает высокую чув-
ствительность этого пигмента к действию небла-
гоприятных факторов. Максимальные различия 
между образцами по соотношению содержания 
хлорофиллов a/b и хлорофиллов/каротиноидов 
также наблюдались в конце вегетации.

Количество основных фотосинтетических 
пигментов в образцах с зарастающего отвала 
угольного разреза в период вегетации 2015  г. 
было снижено по сравнению с контролем на 
протяжении большей части сезона. Признаков 
феофитинизации хлорофиллов, часто отмечае-
мой при негативных воздействиях на растения, 
в листьях осины с отвала не обнаружено.

Можно заключить, что один из механизмов 
адаптации фотосинтетического аппарата оси-
ны к условиям зарастающего отвала угольно-
го карьера осуществляется за счет снижения 
суммарного содержания фотосинтетических 
пигментов и увеличения доли хлорофилла a в 
пигментном комплексе.
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SEASONAL DYNAMICS OF THE PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS CONTENT 
IN Populus tremula L. LEAVES AT THE ADAPTATION ON AN OPEN-PIT COAL 
MINE REVEGETATING DUMP

Yu. V. Zagurskaya
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Prospekt Leningradskii, 10, Kemerovo, 650065 Russian Federation
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Seasonal dynamics of the basic photosynthetic pigments (a and b chlorophylls, carotenoids) content in the samples 
of aspen Populus tremula during natural regeneration on a revegetating pit dump of a worked-out coal pit has been 
studied. The studies were conducted every ten days during the vegetation period in 2015 (June–September) on the 
territory of «Yuzhniy» dump of «Kedrovskiy» open-pit coal mine (Kemerovo region). The pigment content was 
identified by the means of spectrophotometric detection. The content of photosynthetic pigments in aspen leaves 
was calculated on oven-dry weight of the leaves, as moisture aspen leaves can greatly vary, and the determination 
of accuracy of dry matter content higher than the for specific gravity of the sheet. No changes in visible absorption 
spectrum of acetone extracts indicating pheophytin formation in chlorophylls have been identified. For all variants 
the larger amount of b chlorophyll was contained in control samples. The largest differences in a/b chlorophylls and 
chlorophylls/carotenoids ratio were observed in the end of vegetation period. The ratio between a and b chlorophylls 
of aspen leaves in both cases by the end of the season was considerably lower. The adaptation of aspen photosynthetic 
system to the revegetating dump conditions was performed due to decrease in the total pigment content and the 
percent of b chlorophyll in their composition.

Keywords: aspen tree Populus tremula, photosynthetic pigments, chlorophyll, carotenoids, coal mine waste dump, 
natural regeneration.
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