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(кафедра физиологии растений)

Лишайники относятся к организмам, не спо­
собным регулировать поглощение и потерю воды. 
При этом они способны накапливать значитель­
ные количества воды в слоевище. В слоевищах 
лишайников вода может содержаться в симпла- 
сте, апопласте и в межклеточных пространствах. 
По данным более ранних исследований (Beckett, 
1997), лишайники по сравнению с высшими расте­
ниями теряют тургор лишь при очень низком со­
держании воды (42%). Это можно объяснить тремя 
причинами (Palmqvist, 2000). Во-первых, большое 
количество воды содержится в слоевищах лишай­
ников в межклеточных пространствах, ее испаре­
ние не приводит к потере воды клетками лишай­
ников. Во-вторых, клетки лишайников характери­
зуются значительно большим осмотическим потен­
циалом по сравнению с клетками высших рас­
тений. В-третьих, клеточные стенки лишайников 
характеризуются большим модулем эластичности 
(являются менее жесткими), а это приводит к воз­
можности уменьшения объема клеток с сохране­
нием тургора.

Значение клеточной стенки в обеспечении ус­
тойчивости лишайников к высыханию не ограни­
чивается способностью к удержанию воды и элас­
тичностью. Возможность взаимодействия ионов с 
полимерным матриксом клеточных стенок приво­
дит к тому, что раствор, омывающий плазмати­
ческие мембраны, отличается по своему составу 
от внешнего раствора. Это во многом обеспечи­
вает избирательное поступление веществ внутрь 
клетки. Свойства клеточных стенок играют роль в 
обеспечении устойчивости лишайников к различ­
ным стрессовым факторам. Показано, например, 
что ионы калия и магния, вымывающиеся из кле­
ток лишайников при высыхании, адсорбируются в 
клеточных стенках и могут поступать обратно в 
клетку при повторном увлажнении (Buck, Brown, 
1979).

Известно, что в клеточных стенках микобион- 
та лишайников могут задерживаться в значитель­
ных количествах ионы тяжелых металлов. Свойст­
ва клеточных стенок могут, по-видимому, опреде­

лять количество токсичных веществ, поступающих 
внутрь клетки, и тем самым обусловливать видо­
вую чувствительность лишайников к загрязнениям. 
Сорбционные свойства грибных клеточных стенок 
изучали на примере свободноживущих грибов (Ga- 
lun et al., 1982; Wales, Sagar, 1990; Феофилова 
и др., 1994; Mar’in et al., 1998; Feofilova et al., 
2000), а также грибного компонента некоторых ли­
шайников (Puckett et al., 1973; Nieboer et al., 1976; 
Nieboer et al., 1979; Haas et al., 1998). Установле­
но, что поглощение веществ клеточными стенка­
ми происходит по механизму комплексообразо- 
вания и по ионообменному механизму. По дан­
ным многих авторов (Puckett et al., 1973; Nieboer 
et al., 1976; Nieboer et al., 1979; Haas et al., 1998 
и др.), ионообменный механизм является основ­
ным в процессах поглощения ионов лишайника­
ми. Высказывались предположения о возможности 
участия аминогрупп хитина, а также карбоксиль­
ных и фосфатных групп матрикса клеточных сте­
нок в процессах адсорбции ионов.

Таким образом, ионообменные свойства кле­
точных стенок играют большую роль в процессах 
транспорта воды и растворенных веществ внут­
ри слоевища, а также в поступлении растворов 
внутрь клетки. Свойства клеточных стенок как ка- 
тионообменника можно охарактеризовать такими 
физико-химическими параметрами, как коэффи­
циент набухания полимерного матрикса и коэф­
фициент диффузии ионов в матриксе (Гельфе- 
рих, 1962; Grignon, Sentenac, 1991). Несмотря на то 
что диффузия, как полагают многие исследовате­
ли (Aloni et al., 1998), является определяющей ста­
дией при передвижении ионов и воды в апопла­
сте, к настоящему времени для грибных клеточ­
ных стенок (в частности, для клеточных стенок 
микобионта лишайников) экспериментальных дан­
ных о скорости диффузии ионов в ее матриксе, 
о влиянии этого свойства на транспорт ионов до 
сих пор получено не было.

В настоящей работе проведена количествен­
ная оценка диффузии ионов в клеточных стен­
ках, изолированных из лишайника, и определен ее
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возможный вклад в процессы поглощения веществ 
слоевищем.

В качестве объекта исследования нами вы­
бран кустистый лишайник Cladonia rangiferina (L.) 
F.H. Wigg. Этот вид широко распространен в бо- 
реальной зоне. По чувствительности к антропо­
генным загрязнениям относится к чувствительным 
видам.

Выделение клеточной стенки лишайника про­
водили в соответствии с методикой, описанной ра­
нее (Мейчик и др., 1999; Meychik, Yermakov, 1999). 
В слоевищах выбранного нами вида лишайников 
микобионт значительно преобладает по массе над 
фикобионтом. Исходя из этого, мы считаем по­
лученные результаты характеристикой клеточных 
стенок микобионта. Слоевища лишайников про­
мывали водой, удаляли отмершие части подециев. 
Образцы помещали в стеклянную ионообменную 
колонку (V = 200 мл) и промывали в динами­
ческих условиях последовательно 10 мМ NaOH, 
дистиллированной водой, 10 мМ НС1 и дистил­
лированной водой до отсутствия С Г в промывных 
водах. Затем материал высушивали в присутст­
вии поглотителя (СаС^) до постоянного веса при 
55—60°. Переведение всех имеющихся в структу­
ре клеточной стенки катионообменных групп в 
Н+-форму позволяет проводить сравнительное ис­
следование сорбционных свойств ионообменных 
материалов с различной структурой функциональ­
ных групп (Лейкин и др., 1978; Мейчик и др., 
1999; Meychik, Yermakov, 1999).

В качестве химического реагента для слежения 
за процессом диффузии использовали метиленовый 
синий (МС). Этот краситель образует в водном 
растворе окрашенный катион. Набухшие в воде 
клеточные стенки и интактные слоевища обсуши­
вали фильтровальной бумагой, определяли сырую 
массу и погружали в раствор с концентрацией МС 
0,032 мг/мл (0,0001 М). Далее измеряли погло­
щение МС. Эксперименты проводили при переме­
шивании на шейкере со скоростью 60 кол/мин. 
После погружения образцов в раствор МС через 
определенные промежутки времени отбирали про­
бы по 1 мл. После соответствующего разбавления 
в пробах определяли концентрацию МС спектро­
фотометрическим методом при 650 нм (анализа­
тор Униплан, Россия). Использованные в опыте 
образцы высушивали при температуре 50° до по­
стоянного веса, после чего определяли их сухую 
массу. Концентрацию МС в каждой точке и его 
количество, поглощенное образцами, рассчитывали 
по формуле:

М! = _____________ __________
' 319g

где Mj — количество МС, поглощенное за время t 
(мкмоль на 1 г сухой массы слоевищ или выде­

ленных клеточных стенок), С0 и С/ — концент­
рация реагента в растворе в нулевой точке (t = 0) 
и в момент времени t (мкг/мл), V0 — началь­
ный объем раствора (мл), Vd — объем раствора 
в момент взятия пробы (мл), п — количество 
проб для анализа, / — номер пробы, Vnp — объем 
отобранной пробы (мл), C,_i — концентрация МС 
в растворе (/ — 1) пробы, мкг/мл; g — навеска об­
разцов (сухая масса), г; 319 — молекулярная мас­
са МС.

Измерения поглощения МС клеточными стен­
ками в зависимости от pH проводили в 0,0001 М 
растворе красителя объемом 150 мл. Через 3 ч ма­
териал удаляли из раствора, в котором определяли 
концентрацию МС, как описано выше. Поглоще­
ние МС рассчитывали по формуле

Мрн =
if--UCX С кон') х  ^

g х 319 ’

где МрН — сорбционная способность клеточных 
стенок по МС при данных условиях {pH, концент­
рация МС, соотношение образец — раствор, тем­
пература), мкмоль/г сухой массы; Сисх и Скон — 
начальная и конечная концентрация МС в раство­
ре, мкг/л; V — объем раствора, 150 мл; g — сухая 
масса образцов, г; 319 — молекулярная масса МС.

Для определения коэффициента набухания и 
относительной сухой массы клеточных стенок фраг­
менты интактных слоевищ лишайников увлажняли, 
погружая в воду на 30 мин. Увлажненные слое­
вища и набухшие в воде стандартизованные кле­
точные стенки обсушивали фильтровальной бума­
гой и определяли их сырую массу (FW  и FWCW 
соответственно). Затем образцы клеточных стенок 
высушивали при 50° до постоянного веса и опре­
деляли их сухую массу (DW  и DWCW). Весовой ко­
эффициент набухания стандартизованных клеточ­
ных стенок (Kcw) определяли по формуле (Гель- 
ферих, 1962)

К™ F W w -  DW°W 
DW°W

где FWCW и DWCW — сырая и сухая масса стан­
дартизованных клеточных стенок, г.

Относительную сухую массу (G) клеточных сте­
нок определяли по формуле

DW™
DW

х 100%,

где DW  — сухая масса слоевища, a DWCW — сухая 
масса выделенной из него клеточной стенки.

Полученные нами кинетические кривые погло­
щения МС интактными слоевищами С. rangiferina 
и изолированными из них клеточными стенками 
имеют вид экспоненциальной зависимости (рис. 1). 
При этом максимальные значения поглощения кра­
сителя клеточными стенками и интактными слое-
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Рис. 1. Кинетические кривые поглощения метиленового синего 
интактными слоевищами С. rangiferina и изолированными из них 

клеточными стенками.
M(t) — поглощение катиона метиленового синего в зависимо­
сти от времени (t) слоевищами лишайников и выделенными 
из них клеточными стенками (мкмоль красителя на 1 г сухой 
массы образца). Объем раствора — 150 мл, концентрация кра­

сителя — 0,0001 М

вищами достигаются примерно за 150 мин. Этот 
результат сравним с результатами, полученными в 
сходных экспериментах другими авторами, хотя 
они использовали лишайники других видов и раст­
воры других ионов, а также разные методы под­
готовки материала. Так, Паккетт с соавторами (Pu­
ckett et al., 1973) изучали сорбцию меди слоевища­
ми лишайников Umbilicaria muhlenbergii и Cladonia 
mitis. Максимум поглощения достигался в слоеви­
щах этих лишайниках за 60 мин. Гааз с соавторами 
(Haas et al., 1998) при исследовании поглощения 
урана из растворов слоевищами Peltigera membrana­
cea установили, что максимальное поглощение ка­
тиона достигалось не менее чем через два часа 
контакта образцов с раствором. Полученные нами 
результаты более соответствуют данным, получен­
ным для Р. membranacea. Важно учитывать, что в 
рассматриваемой работе в опытах использовались 
цельные слоевища, тогда как в работе Puckett с со­
авторами (1973) использовали измельченные талло­
мы. Это могло способствовать более быстрому по­
ступлению ионов к клеткам и, в частности, к кле­
точным стенкам.

Максимальное поглощение МС составило для 
изолированных клеточных стенок 75 мкмоль/г сухой 
массы, а для интактных слоевищ — 145 мкмоль/г 
сухой массы. Можно сравнить эти результаты с ре­
зультатами, полученными другими исследователями 
для других видов лишайников с использованием 
других ионов. Ранее (Puckett et al., 1973; Nieboer 
et al., 1979; Chettri et al., 1996) показана зависи­

мость поглощения катионов лишайниками от при­
роды поглощаемых ионов. Одновалентные катионы 
поглощаются в большем количестве, чем полива­
лентные, что объясняется тем, что поглощение ка­
тионов клеточными стенками происходит преиму­
щественно по ионообменному механизму. Тем не 
менее результаты, полученные нами для поглоще­
ния МС С. rangiferina, сопоставимы с результата­
ми, полученными другими авторами в указанных 
работах по поглощению катионов слоевищами ли­
шайников.

Максимальное поглощение МС, определенное 
нами для интактных слоевищ С. rangiferina, почти 
в два раза превышает этот параметр, характеризу­
ющий изолированные из слоевищ клеточные стен­
ки. Это говорит о том, что практически полови­
на катионов, содержащихся в растворе данной 
концентрации, поступает внутрь клеток лишайни­
ка. В более ранних работах (Brown, Beckett, 1985) 
на примере лишайников Cladonia portentosa и Р. ho­
rizontalis было показано, что ионы Cd, поступая 
внутрь слоевища, сначала связываются с клеточ­
ными стенками, а потом поступают в клетки. Нуж­
но отметить, что все перечисленные виды, включая 
С. rangiferina, относятся к видам, чувствительным к 
загрязнениям. Вероятно, это может быть обуслов­
лено недостаточной задержкой токсичных ионов в 
клеточной стенке.

На рис. 2 видно, что поглощение МС зависит 
от pH внешнего раствора. Сходные закономерно­
сти были получены в других исследованиях, на­
пример для Cladonia mitis, Umbilicaria muhlenbergii 
(Puckett et al., 1973) и Peltigera membranacea (Haas 
et al., 1998). Необходимо отметить, что максималь­
ное поглощение катионов слоевищами этих видов 
лишайников наблюдалось при pH 4,5—5, тогда как

3,9 6,5 8,81

РВмсх
Рис. 2. Поглощение метиленового синего клеточными стенка­
ми, изолированными из слоевищ С. rangiferina при разных зна­

чениях pH.
М — поглощение катиона метиленового синего клеточными 
стенками С. rangiferina (мкмоль/г сухой массы) за 3 ч контак­
та образцов со 150 мл раствора красителя с концентрацией 
0,0001 М. рНисх — pH исходных растворов. Бары — стандартное 

отклонение
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в настоящем исследовании для С. rangiferina макси­
мальное поглощение определено при нейтральных 
значениях pH. Вероятно, это объясняется наличи­
ем в структуре их клеточных стенок других, по 
сравнению С. rangiferina, функциональных групп с 
другими константами ионизации.

Наличие зависимости поглощения катионов от 
pH подтверждает предположение о преимуществен­
но ионообменном характере процесса поглоще­
ния катиона клеточными стенками лишайника, 
поэтому экспериментальные кинетические кривые 
можно анализировать по уравнениям, описываю­
щим кинетику ионного обмена (Кокотов, Пасеч­
ник, 1970). Анализ полученных кривых в полуло­
гарифмических координатах In (1 — Т7") = f  (t) (где 
F — степень завершенности процесса) показыва­
ет, что процесс протекает в смешанно-диффузи­
онной области (ломаный вид полученной кривой) 
(рис. 3). Коэффициент диффузии иона может быть 
рассчитан по уравнению для расчета диффузии в 
круговой цилиндр бесконечной длины с радиу­
сом R, которое имеет вид (Кокотов и Пасечник, 
1970)

f = i - I М-л

где F0 = Dt/R2\ D — коэффициент диффузии иона 
в ионите, см2/с; t — время, с; — корни 
некоторого характеристического уравнения, из ко­
торых первые три p.j = 2,4048; р2 =  5,5201; рз = 
= 8,6537.

Расчеты показали, что коэффициент диффузии 
органического катиона в клеточных стенках слое­
вища лишайника составляет 7 • 10-9 см2/с.

Рис. 3. Кинетические кривые поглощения красителя метилено­
вого синего (МС) клеточными стенками лишайника в коорди­

натах.
F = f(t). F — степень завершенности процесса, равная отно­
шению количества поглощенного МС в момент времени t к 

максимальной емкости клеточных стенок по МС

Коэффициент набухания клеточных стенок в 
воде составил 1,98 ±0,19. Относительная сухая мас­
са клеточной стенки составляет 66 + 6%. Получен­
ные результаты позволяют количественно оценить 
степень концентрирования катиона МС в фазе 
клеточной стенки при низкой ионной силе внеш­
него раствора. На основании данных об относи­
тельной массе клеточных стенок, о коэффициен­
те их набухания в воде и полагая, что плотность 
сухого вещества клеточных стенок и лишайника 
одинакова и приблизительно равна 1, можно оце­
нить объем стенок, который находится в 1 г сы­
рой массы слоевища. Этот объем равен ~ 0,7 мл. 
Такой объем клеточных стенок этого лишайника 
максимально адсорбирует ~ 20 мкмоль МС. Тогда 
концентрация МС в клеточных стенках составит 
28 мМ. При этих условиях и допущениях коэффи­
циент концентрирования, равный &конц = Ccw/C°, 
где Ccw и С° — объемная концентрация МС в 
клеточной стенке и исходном растворе (0,1 мМ), 
составит 280, т.е. концентрация в клеточных стен­
ках в 280 раз выше, чем в исходном растворе.

Эти данные позволяют говорить о достаточ­
но высокой способности клеточных стенок к кон­
центрированию. Браун и Беккет (Brown, Beckett, 
1985) продемонстрировали на примере поглоще­
ния Cd лишайниками различия в концентрации 
катиона внутри клеток и во внешнем растворе. Для 
Р. membranacea внутри клеток концентрация была 
выше, чем в растворе, что говорит об участии кле­
точных стенок в концентрировании раствора при 
прохождении к клеточным мембранам. При этом 
измерений содержания Cd в клеточных стенках ав­
торы не проводили. По-видимому, у разных ви­
дов лишайников клеточные стенки обладают раз­
личной способностью к удерживанию и концент­
рированию катионов. Изучаемый нами вид, так же 
как и Р. membranacea, относится к видам, чувст­
вительным к загрязнениям. Менее чувствительные 
виды способны, возможно, удерживать в клеточной 
стенке большие количества катионов.

Значения коэффициента диффузии и коэффи­
циента набухания клеточных стенок в воде не бы-

Набухание и коэффициенты диффузии 
метиленового синего в клеточных стенках, 
изолированных из лишайника С. rangiferina 
и корней некоторых видов высших растений

Вид D ■ КГ8 Kcw

Лишайник 0,7 2,0 + 0,2

Огурец 3,1 7,3 ±0 ,7

Пшеница 1,3 6,4 ± 0,2

Кукуруза 8,4 14 ±  1

Примечание. D — коэффициент диффузии катиона в кле­
точных стенках (см2/с), Kcw — коэффициент набухания клеточ­
ных стенок (г НгО/г сухой массы клеточных стенок).
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ли получены ранее для грибных клеточных стенок. 
Но эти результаты можно сравнить с полученны­
ми для клеточных стенок высших растений, изоли­
рованных из корней (таблица). Для определения 
указанных коэффициентов в этих работах исполь­
зовали ту же методику. Полученные нами для ли­
шайников значения свидетельствуют о значительно 
большей степени сшивки между макромолекулами 
полимерного матрикса клеточных стенок. Это, а 
также большая толщина клеточных стенок (боль­
шая относительная сухая масса), свидетельствуют 
о высокой способности клеточных стенок лишай­
ников к концентрированию веществ.
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Таким образом, можно заключить, что погло­
щение ионов клеточными стенками происходит 
по ионообменному механизму. Поступление ионов 
внутрь клетки определяется физико-химическими 
свойствами клеточных стенок. Клеточные стенки ли­
шайников характеризуются высокой способностью 
к концентрации ионов.
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D IFFU SIO N  OF TH E ORGANIC CATION IN  TH E POLYM ERIC MATRYX 
OF TH E CELL WALLS OF TH E CR USTO SE LICHEN  
CLADONIA RANGIFERINA (L .) F .H . WIGG.

N.R. Meychiky E.G. Lyubimova, LP. Yermakov

Diffusion inside the polymeric matrix o f  the cell walls is a process, which determines the pos­
sibility and the rate o f  ion entry inside the cell. In this paper the quantitative estimation o f  
the ion diffusion in the cell walls isolated from crustose lichen C. rangiferina (L.) F.H. Wigg. was 
done and its possible contribution to processes o f  absorption in lichen thalli was estimated. We 
have determined the coefficient o f  swelling o f  the cell wall matrix and the diffusion coefficient 
o f the organic cation in the lichen cell walls. Our results show that lichen cell walls characterize 
by higher cross-linking degree and by smaller diffusion coefficient than plants.


