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Физиолого-биохимические и генетические параметры
в популяциях лишайника Physcia stellaris Nyl. 

в зависимости от уровня загрязнения

© 2020. Р. Г. Фархутдинов, д. б. н., доцент, З. Р. Саитова, аспирант,
Б. Р. Кулуев, д. б. н., доцент, А. С. Григориади, к. б. н., доцент,
В. В. Федяев, к. б. н., доцент, М. И. Гарипова, д. б. н., доцент,

Е. И. Новоселова, д. б. н., доцент, А. А. Ямалеева, д. б. н., профессор,
Башкирский государственный университет,

450076, Республика Башкортостан, г. Уфа, ул. Заки Валиди, д. 32,
e-mail: frg2@mail.ru

Представлены данные о влиянии загрязняющих факторов одного из крупнейших промышленных центров 
Республики Башкортостан – г. Стерлитамака, на состояние лихенофлоры в городе и за его пределами. Исследованы 
изменения морфологических показателей таллома и активности физиолого-биохимических процессов у Physcia 
stellaris Nyl. Анализ гемагглютинирующей активности (ГАА) лектинов показал увеличение содержания этих 
белков в образцах, собранных в городе и в пригороде в северо-северо-восточном направлении. Лишайники, 
обитающие в городе, характеризовались сравнительно низкой дыхательной активностью. В талломах лишайников, 
произрастающих в условиях воздействия повышенных концентраций токсических соединений, отмечено увеличение 
содержания пролина. Талломы лишайников в пробах юго-юго-западного, юго-западного и северного направления 
отличались повышенной микробной обсеменённостью. Анализ генетической изменчивости популяций Physcia 
stellaris с использованием RAPD-маркёров выявил различия в генетической структуре популяций в зависимости 
от условий произрастания.
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The data on the pollution influence on the lichen flora state in the largest industrial center of the Republic of 
Bashkortostan – Sterlitamak, are presented. Changes of morphological parameters and activity of physiological and 
biochemical processes activity in Physcia stellaris thalli growing in the city habitats and beyond were studied. An analysis 
of the morphometric parameters showed that lichens growing in the areas of prevailing winds from the city experienced 
a decrease in biomass accumulation, thallus length, and a decrease in the number of apothecia and lobes. Analysis of the 
hemagglutinating activity (GAA) of lectins showed an increase in the content of these proteins in samples collected in 
the city and in the suburbs in the north-north-east direction. Lichens living in the city were characterized by relatively 
low respiratory activity, which may be due to the stabilizing, adaptogenic role of lectins under the influence of adverse 
conditions. Samples collected in the north, north-north-east and south directions had the highest oxygen consumption 
rate, which may be associated with respiratory costs for adaptation to environmental pollution. The increase in the pro-
line content was revealed in the lichen thalli growing in the territories polluting by the toxic compounds. The samples of 
lichens from the south-south-west, south-west and northern areas were characterized by high microbial contamination. 
Analysis of genetic variability using RAPD markers revealed differences in the genetic structure of Physcia stellaris 
populations depending on growing conditions. The cluster of lichens from the northern and southern directions was 
identified, which generally compares with the data on the wind rose and our data on the level of pollution, morpho-
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physiological and biochemical parameters. Thus, we revealed the changes in activity of physiological and biochemical 
processes aimed at increasing the stability of the lichen’s symbiotic organism in areas affected by industrial emissions 
of the city of Sterlitamak. 

Keywords: lichen, lectins, proline, total microbial contamination of lichens, polymorphism, RAPD analysis.

Антропогенное воздействие городской сре-
ды вызывает изменения видового состава рас-
тительности и приводит к внутрипопуляцион-
ной изменчивости. Особенно чувствительным 
к загрязнениям компонентом флоры является 
симбиотический организм – лишайник [1]. 
Под воздействием различных поллютантов ме-
няется не только видовой состав лихенофлоры, 
но и морфологические и физиологические по-
казатели таллома лишайника [2–5]. Изучение 
межпопуляционного полиморфизма, наряду 
с исследованиями систематики, геоботани-
ческого описания популяций и определения 
активности физиолого-биохимических про-
цессов позволяет более полно оценить адап-
тивный потенциал организмов [6]. Одним из 
наиболее универсальных методов для оценки 
генетического полиморфизма популяций 
любых живых организмов является RAPD-
анализ [7]. Однако сведений о генетическом 
полиформизме и особенностях адаптивных 
механизмов физиолого-биохимического уров-
ня у лишайников крайне мало.

Целью данной работы был анализ морфо-
логических, физиологических, биохимических 
и генетических изменений лишайника Physcia 
stellaris Nyl. в зависимости от уровня промыш-
ленного загрязнения.

Материалы и методы исследования

Исследования лихенофлоры г. Стерли-
тамак (Республика Башкортостан) и за его 
окрестностями (до 50±5 км от города) прово-
дили в направлениях основных господствую-
щих ветров в 2016–2018 гг. 

Стерлитамак – крупный промышленный 
город, на территории которого расположены 
предприятия энергетического, химического 
и нефтехимического комплексов, вызываю-
щих загрязнение атмосферы воздуха (индекс 
загрязнения атмосферы за 2016–2018 гг. в сред-
нем составлял 3,6). В этот период в г. Стерли-
тамаке преобладали ветра юго-юго-западного, 
южного и северного направлений (рис. 1). 

Следовательно, основное движение воз-
душных масс и перенос газовых и аэрозоль-
ных выбросов от стационарных источников за-
грязнения и от транспортных средств г. Стер-
литамаке осуществляется в направлениях 

северо-северо-восточном (ССВ), северном (С), 
северо-восточном (СВ) и южном (Ю). 

Объектом для исследования был выбран 
распространённый и наиболее устойчивый 
к антропогенным воздействиях лишайник 
Physcia stellaris Nyl. [1]. Лишайники соби-
рали в генеративном возрастном состоянии 
в сухую погоду на одноствольных деревьях 
липы мелколистной (Tilia cordata Mill.) и 
готовили материал как было описано ранее 
[5, 8]. Скорость дыхания измеряли методом 
открытой манометрии [9]. Содержание сво-
бодного пролина определяли по методу [10], 
лектинов – по методике [11].

Для оценки общей микробной обсеме-
нённости лишайников в стерильных услови-
ях измельчали 1 г таллома и проводили ряд 
разведений. Численность микроорганизмов 
определяли по общепринятому методу посе-
ва суспензии на агаризованные среды [12]. 
В работе использовали готовый сухой пи-
тательный агар (СПА) производства ФГУП 
«НПО «Микроген» (для определения чис-
ленности гетеротрофных микроорганизмов) 
и минимальную минеральную среду Дрю (для 
определения численности цианопрокариот).

ДНК из лишайников выделяли с исполь-
зованием цетилтриметиламмоний бромида 

Рис. 1. Роза ветров в 2016–2018 гг. 
в г. Стерлитамаке (по данным Башкирского 

управления по гидрометеорологии 
и мониторингу окружающей среды)

Fig. 1. Rose of winds in 2016–2018 in the city of 
Sterlitamak (according to the Bashkir Department 
of Hydrometeorology and Environmental Monitoring)
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(CTAB). Качество выделенной тотальной 
ДНК определяли при помощи электрофореза 
в 1% агарозном геле. RAPD-анализ проводили 
с использованием универсальных праймеров 
AFK1 (ACGGTGGACG) и LMBD (GGGC-
GCTG) [13], которые были синтезированы 
в ООО «Евроген» (Россия). Реакционная 
смесь для RAPD-анализа объёмом 30 мкл 
содержала следующие компоненты: 1 ед. 
Taq-полимеразы («Евроген», Россия), 3 мкл 
10-кратного буфера Taq-полимеразы, MgCl

2
 

(5 мМ), 0,25 мМ каждого dNTP, 90 пМ прайме-
ра, 0,2–0,5 мкг тотальной ДНК. Смесь покры-
вали 20 мкл минерального масла и оставляли 
для проведения реакции в амплификаторе 
производства компании «ДНК-технология» 
(Россия) по следующему протоколу: началь-
ная денатурация – 3 мин при 94 оС; 35 циклов: 
денатурация при 94 оС – 50 с, температура 
отжига 30 оС – 50 с и элонгация при 72 оС 
1 мин 40 с; заключительная элонгация 7 мин 
при 72 оС.

Все эксперименты проводили не менее 
чем в трёх биологических повторностях, 
физиолого-биохимические анализы – в пяти 
повторностях для каждого варианта. Стати-
стическую обработку полученных данных 
выполняли в программе Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение

Известно, что под действием господствую-
щих ветров из города, происходит изменение 
морфометрических показателей лишайников 
(снижение накопления биомассы, длины 
таллома, уменьшение числа апотеций и лопа-
стей) [14], однако влияние неблагоприятных 
факторов не ограничивается воздействием 
на ростовые характеристики, но и затраги-
вает физиолого-биохимические процессы и 
симбиотические взаимоотношения в талломе 
лишайника.

Анализ общей бактериальной обсеменён-
ности показал, что только в трёх образцах ли-
шайников, отобранных по таким направлени-

ям, как ЮЮЗ, ЮЗ и С, обнаруживались досто-
верные значения численности микроорганиз-
мов (табл. 1). В остальных пробах рост микро-
организмов на используемых средах не наблю-
дался. Как известно, таллом лишайников яв-
ляется сложно организованной экосистемой 
со своими специфическими уровнями регу-
ляции численности, таксономического разно-
образия и активности [15]. Среди факторов, 
влияющих на количественный и качествен-
ный состав микробного населения лишайни-
ков, кроме ролевых взаимоотношений микро-
биоценоза таллома [15], важную роль играют 
внешние экологические условия [16]. Учи-
тывая, что секторы ЮЮЗ и ЮЗ направления 
розы ветров являются зонами, наименее под-
верженными воздействию  поллютантов, сле-
довало ожидать роста как таллома лишайни-
ка, так и сопутствующей микрофлоры. Однако 
микрофлора достаточно активно развивалась 
у лишайника, обитающего в секторе С. При-
чина этого не вполне ясна. Первичный скри-
нинг микрофлоры с помощью методов прямо-
го высева на питательные среды является ме-
нее селективным и не позволяет точно устано-
вить систематическое положение прокариот 
по сравнению с молекулярно-генетическими 
методиками.

Изучение дыхания показало, что образцы 
лишайника, собранные в городе, поглощали 
на 30% меньше кислорода, чем образцы на 
ЮЮЗ (табл. 2). В то же время, образцы, со-
бранные в направлениях С, ССВ и Ю, харак-
теризовались наиболее высокой скоростью 
потребления кислорода. Следовательно, в 
окрестностях Стерлитамака наибольшее по-
требление кислорода было характерно для 
талломов из районов с наибольшим загряз-
нением, что в целом согласуется с данными 
литературы [2]. Одним из индикаторов 
стресса может служить наличие пролина, на-
капливающегося в талломе лишайника при 
воздействии различных поллютантов [17]. 
Определения пролина в талломах показало 
его повышенное содержание в образцах из 

Таблица 1 / Table 1
Численность бактерий в образцах лишайника Physcia stellaris, n · 104 КОЕ/г таллома 

The number of bacteria in samples of the lichen Physcia stellaris, n · 104 CFU/g of thallus 

Направление отбора образца, 
удалённость от города – 10 км

Direction of sampling,
distance 10 km from city  

Гетеротрофные бактерии
Heterotrophic bacteria

Цианобактерии
Cyanobacteria

ЮЮЗ / SSW 10,70±1,45 6,3±0,9
ЮЗ / SW 21,0±3,9 9,3±1,1

С / N 11,70±1,75 6,1±1,3
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мест с повышенным антропогенным воздей-
ствием (табл. 2). 

Определение содержания лектинов в тал-
ломах лишайников, произрастающих в усло-
виях города и ССВ показало повышение уров-
ня ГAА (табл. 2). Известно, что при воздей-
ствии неблагоприятных условий наблюдает-
ся значительное увеличение лектиновой ак-
тивности, что связывают с их стабилизирую-
щей и адаптогенной ролью [18].

Таким образом, повышение дыхательной 
активности, накопление пролина, лектинов, а 
также ранее установленные нами изменения 
в гормональном и антиоксидантном статусе 
[5] свидетельствуют о формировании опреде-
лённых адаптационных признаков у лишай-
ников при длительном воздействии внешних 
факторов среды (более 70 лет активной рабо-
ты нефтехимических предприятий города). 

Учитывая достаточно «малополюсную розу 
ветров» г. Стерлитамака можно предположить, 
что в направлениях ССВ, С и ЮЮЗ должны 
были сложиться благоприятные условия для 
формирования стрессоустойчивых популяций 
лишайника P. stellaris.

В настоящее время для анализа популяций 
используются разнообразные методы: от клас-
сических – морфологических, до современных – 
молекулярно-генетических. Однако многие 
виды лишайников не имеют однозначных 
внутривидовых морфологических признаков 
[19]. Для генетического анализа Р.  stellaris 
нами были применены универсальные RAPD-
праймеры AFK и LMBD, использованные 
ранее при изучении микроорганизмов [20]. 
По результатам RAPD-анализа при помощи 
программы Treecon построена дендрограмма 
сходства (рис. 2). Для получения достоверных 

Таблица 2 / Table 2
Гемагглютинирующая активность (ГАА) лектинов, скорость дыхания и содержание пролина 

в талломах Physcia stellaris / Hemagglutinating activity (HAA) of lectins, respiratory rate,
 and proline content in Physcia stellaris thalli

Место сбора материала
The place of material 

collection

Скорость дыхания, 
мкл О

2
/(г · ч)/ Respiratory 

rate, μlO
2
/(g · h)

Содержание пролина, 
мг/г сухой массы / Prolin 

content, mg/g DW

ГАА лектинов
HАA of lectins

Город / City 373,76±40,58 4,26±0,15 8
Север / North 760,92±47,89 4,13±0,43 4
Север-северо-восток
North-north-east 

814,49±41,39 3,82±0,25 8

Юг / South 782,83±38,15 3,76±0,33 4
Юг-юго-запад 
South-south-west 

549,08±25,97 2,89±0,13 4

Примечание: * ГАА лектинов – разведение пробы, дающее чёткую реакцию агглютинации. 
Note: HU – Hemagglutinating unit – a dimensionless value equal to the dilution of the sample, giving a clear agglutina-

tion reaction.

Рис. 2. Построенная по результатам RAPD-анализа ДНК талломов дендрограмма сходства 
между собранными в различных местностях отдельными образцами Physcia stellaris. А – LMBD, 

В – AFK, СВ – северо-восток, Ю – юг, ССВ – север-северо-восток, ЮЮЗ – юг-юго-запад, 
ЮЗ – юго-запад, РА – Physcia aipolia (Ehrh.)

Fig. 2. Hierarchical clustering between individual Physcia stellaris samples collected in different areas, 
based on the results of RAPD analysis of DNA from thalli. NE – north-east, S – south, NNE – north-

north-east, SSW – south-south-west, SW – south-west, PA – Physcia aipolia (Ehrh.)
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различий внутри вида, в программе необходи-
мо было использовать референсный вид, близ-
кий к исследуемому. В качестве референсного 
вида мы выбрали Physcia aipolia (Ehrh.).

Филогенетический анализ показал, что 
при использовании праймеров AFK и LMBD 
популяции вида P. stellaris, произрастающие 
на ССВ, Ю и СВ наиболее близки и образуют 
первый кластер, но имеются определённые 
различия при использовании разных прай-
меров. Популяции ЮЮЗ и города в случае 
применения AFK-праймера также близки и 
объединяются во второй кластер, но при этом 
имеют различия. При применении LMBD-
праймера популяции ЮЗ и города образуют 
третий кластер, более отдалённый от первого 
кластера, популяция ЮЮЗ отделяется в от-
дельный второй кластер наиболее близкий к 
кластеру популяции ССВ, Ю и СВ. В случае 
AFK-праймера третий кластер образует по-
пуляция ЮЗ. Полученные результаты могут 
свидетельствовать об изменениях в генети-
ческой структуре популяций в зависимости 
от условий произрастания. Полученная нами 
дендрограмма может быть отражением изме-
нений как в геноме фотобионта (Trebouxia 
impressiona), так и микобионта (не установ-
лен). Как разделяются исследованные нами 
лишайники на популяции, нам точно неиз-
вестно, главное их отличие – это место сбора, 
а, следовательно, уровень загрязнения. Исхо-
дя из этих соображений, а также от того, что 
для анализа использовалась тотальная ДНК, 
нельзя исключать изменения в составе микро-
флоры, населяющей талломы лишайников. 
При этом большая часть микрофлоры может 
состоять из некультивируемых бактерий, и ме-
тодом посева они могут и не выявляться. Ре-
зультатом RAPD-анализа, на который следу-
ет обратить наибольше внимание, это выделе-
ние кластера лишайников из северного и юж-
ного направлений, что в целом соотносится с 
данными по розе ветров и с нашими данными 
по уровню загрязнения, оцениваемого по мор-
фофизиологическим и биохимическим пара-
метрам. Следовательно, метод RAPD-анализа 
может быть применён для оценки генетическо-
го полиморфизма популяций лишайников, в 
том числе, распределённых по принципу раз-
ных экологических условий произрастания.

Заключение

Обитание P. stellaris в различных эколо-
гических условиях приводило к изменению 
активности физиолого-биохимических про-

цессов. В секторах «розы ветров», подвер-
женных влиянию промышленных выбросов 
города, нам удалось выявить изменения актив-
ности физиолого-биохимических показателей, 
направленные на повышение устойчивости 
симбиотического организма лишайника. 
Исследованные нами физиологические, био-
химические и генетические показатели 
должны использоваться при оценке действия 
долгосрочных загрязняющих факторов, при-
менения только ростовых параметров, как это 
принято обычно при лихеноиндикации, для 
этой цели явно недостаточно.
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