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Проведено исследование влияния температуры в камеральных условиях на накопление первичных и вторичных 

метаболитов лишайниками Flavocetraria cucullata (Bellardi) Kärnefelt & Thell и Cetraria laevigata Rass. Образцы лишай-

ников извлекали из-под снега (-20 °С) вместе с почвенным субстратом и переносили в климатическую камеру. После 

чего последовательно повышали температуру в климатической камере до +10 и +20 °С. Экспозиция лишайников про-

водилась в течение 30 дней для каждого температурного режима. Анализ первичных метаболитов проводили методом 

газовой хромато-масс-спектрометрии. Показано, что у лишайников F. cucullata и C. laevigata при температурах +10 и 

+20 °С наблюдалось повышение содержания маннитола, рибитола, сахарозы и гидроксипролина, а также снижение со-

держания ненасыщенных жирных кислот по сравнению с исходными образцами. В то же время содержание глицерина 

и арабитола в талломах исходных лишайников (-20 °С) было выше, чем после экспозиции при +10 и +20 °С, что, по-

видимому, связно с криопротекторными свойствами данных соединений. Содержание вторичных метаболитов в лишай-

никах определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Показано, что содержание усниновой, 

алло-протолихестериновой и протолихестериновой кислот в лишайниках F. cucullata после экспозиции в климатической 

камере возрастало, что может быть связано с общей активацией метаболических процессов при повышении темпера-

туры. В то же время содержание фумарпротоцетраровой кислоты в лишайниках C. laevigata снижалось при температу-

рах +10 и +20 °С по сравнению с исходными образцами, что может быть связано с ее защитными свойствами при дей-

ствии низкотемпературного стресса. 

Ключевые слова: лишайники, температура, газовая хромато-масс-спектрометрия, высокоэффективная жидкост-

ная хроматография, криопротекторы, осмопротекторы.  
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Введение 

Лишайники являются симбиотическими организмами, включающими грибной (микобионт) и водо-

рослевый и/или цианобактериальный (фитобионт) 

компоненты. Лишайники отличаются большей 

устойчивостью к неблагоприятным условиям 

среды по сравнению с высшими растениями. Экс-

тремальность условий обитания приводит к накоп-

лению лишайниками различных биоактивных ве-

ществ, выполняющих адаптационные функции. 
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Хорошо известна устойчивость лишайников к низким температурам, условиям обезвоживания и регидрата-

ции, благодаря наличию криопротекторов и осмопротекторов в их талломах [1, 2].  

К криопротекторам относятся вещества, защищающие клетки живых организмов от повреждающего 

действия низких температур, препятствующие формированию внутриклеточного льда и обезвоживанию [3]. 

К осмопротекторам относят относительно химически инертные, полярные соединения, накапливающиеся в 

цитоплазме для защиты клетки от дегидратации и поддержания внутриклеточной активности биомолекул [4].  

Ранее в условиях полевого эксперимента нами были выявлены сезонные изменения содержания пер-

вичных (гидроксипролина, сахарозы, полиолов и жирных кислот) и вторичных (усниновая, протолихесте-

риновая, алло-протолихестериновая и фумарпротоцетраровая кислоты) метаболитов в лишайниках Flavoce-

traria cucullatа и Cetraria laevigata, произрастающих на территории Центральной Якутии. Показано, что у 

обоих видов в летний период повышалась интенсивность накопления полиолов (кроме глицерина), гидрок-

сипролина и сахарозы, что, вероятно, связано, с одной стороны, с активизацией фотосинтетических процес-

сов, с другой – приводит к повышению устойчивости их к обезвоживанию [5].  

Исследование сезонных изменений состава свободных жирных кислот лишайников F. cucullata и C. 

laevigata показало, что содержание насыщенных пальмитиновой и стеариновой кислот в талломах снижа-

лось в зимний период года. В то время как содержание ненасыщенных олеиновой и линолевой кислот в 

талломах исследуемых лишайников, напротив, увеличивалось с октября по март [6].  

Исследование сезонного накопления вторичных метаболитов показало, что в талломах F. cucullata 

максимальные концентрации усниновой, алло-протолихестериновой и протолихестериновой кислот были в 

июне и июле, что может быть обусловлено активацией метаболических процессов при повышенных темпе-

ратурах природной среды. В то же время максимальное содержание фумарпротоцетраровой кислоты в тал-

ломах C. laevigata наблюдалось с декабря по март, а минимальное – с мая по июнь, что может указывать на 

ее защитную функцию при действии низкотемпературного стресса [6]. 

Цель работы – изучить влияния температуры на накопление первичных и вторичных метаболитов 

лишайниками Flavocetraria cucullata и Cetraria laevigata, отобранных на территории Центральной Якутии, 

в контролируемых условиях камерального эксперимента. 

Экспериментальная часть 

В качестве объектов исследования были выбраны кустистые лишайники, относящиеся к семейству 

пармелиевые: Flavocetraria cucullata (Bellardi) Kärnefelt & Thell и Cetraria laevigata Rass, которые доста-

точно широко распространены в бореальных лесах Восточной Сибири. 

Мониторинг температуры воздуха на поверхности почвы в месте отбора проб лишайников проводили 

с помощью регистраторов температуры ТР-2 «ООО Инженерные технологии» (Россия), позволяющих фик-

сировать температуру с интервалом измерения 4 ч. Образцы лишайников (n=5 для каждого вида) в зимний 

период года (февраль 2020 г.) извлекали из-под снега вместе с почвенным субстратом (температура на по-

верхности почвы -20 °С) и переносили в климатическую камеру KBWF 720 (Binder, Германия). Далее в те-

чение недели проводили постепенный вывод лишайника из состояния покоя при температуре +4 °С. После 

чего последовательно повышали температуру в климатических камерах до +10 и +20 °С. Экспозиция ли-

шайников проводилась в течение 30 дней для каждого температурного режима. 

Для анализа брали 10 мг (точная навеска) воздушно-сухого лишайника и экстрагировали 1 мл мета-

нола. Полученный экстракт выпаривали при 60 °С, сухой остаток растворяли в 50 мкл пиридина. Для полу-

чения летучих триметилмилил-производных (ТМС) проводили дериватизацию с использованием 50 мкл 

N,O-бис-(триметилсилил)трифторацетамида (BSTFA), в течение 15 мин при 100 °С. Анализ проводили ме-

тодом газовой хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС) на хроматографе «Маэстро» (Россия) с квадруполь-

ным масс-спектрометром Agilent 5975С (США), колонка HP-5MS, 30 м × 0.25 мм. Для хроматографии ис-

пользовали линейный градиент температуры от 70 °C до 320 °C со скоростью 4 °C/мин при потоке газа (ге-

лий) 1 мл/мин. Сбор данных осуществляли с помощью программного обеспечения Agilent ChemStation. Об-

работку и интерпретацию масс-спектрометрической информации проводили с использованием программы 

AMDIS и стандартной библиотеки NIST2011. Количественную интерпретацию хроматограмм проводили 

методом внутренней стандартизации по углеводороду С23. 

Анализ экстрактов лишайников методом ВЭЖХ (высокоэффективная жидкостная хроматография) 

проводили на приборе Милихром A-02 фирмы «ЭкоНова» (Россия) с обращенно-фазной колонкой 2×75 мм 
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ProntoSIL-C18 AQ (120 Å, 5 мкм). В качестве подвижной фазы «A» использовали 0.1%-ный водный раствор 

уксусной кислоты, «B» – ацетонитрил, градиентный режим элюирования с возрастанием доли «B» от 10 до 

50% в течение 5 мин и от 50 до 100% – в течение 20 мин при скорости потока 100 мкл/мин и температуре 

колонки 40°C. Детектирование осуществляли на длинах волн 210, 230, 240, 260 и 280 нм. Идентификацию 

проводили, сопоставляя времена удерживания и спектральные отношения пиков, на хроматограмме, с пи-

ками стандартов лишайниковых веществ из коллекции Ботанического института им. В.Л. Комарова. 

Все измерения были выполнены на свежих образцах в 5 биологических и 3 аналитических повторно-

стях. Полученные результаты представлены в виде средней арифметической величины и ее стандартной 

ошибки (M±SD). Сравнение средних значений выборок проводили методом однофакторного дисперсного 

анализа (ANOVA). Значимость отличий между средними определяли, используя критерий Ньюмана-Кейлса 

для множественных сравнений при уровне p<0.05. Расчет проводился с помощью пакета AnalystSoft, 

StatPlus – программа статистического анализа, v.2007. 

Обсуждение результатов 

Исследование образцов методом ГХ/МС показало, что после 30-дневной экспозиции лишайников F. 

cucullata и C. laevigata при температурах +10 и +20 °С наблюдалось повышение содержания маннитола, 

рибитола, сахарозы и гидроксипролина по сравнению с исходными образцами (табл. 1). В то же время со-

держание таких многоатомных спиртов, как глицерин и арабитол в талломах исходных лишайников 

(-20 °С) было выше, чем после экспозиции при +10 и +20 °С.  

Известно, что полиолы, сахароза, гидроксипролин в грибах и лишайниках могут проявлять осмопро-

текторные и криопротекторные свойства [1, 7]. Вероятно, накопление полиолов и сахарозы в изученных 

лишайниках при их экспозиции в климатических камерах может быть связано с потребностью лишайников 

в соединениях, способствующих эффективной адсорбции воды из окружающей среды. Кроме того, полиолы 

рибитол и маннитол относятся к главным запасным соединениям лишайников, накопление которых может 

быть обусловлено активизацией фотосинтетических процессов при действии положительных температур и 

освещения. В то же время в исходных образцах (-20 °С) выявлено повышенное содержание глицерина и 

арабитола, что, по-видимому, связано с криопротекторными свойствами данных соединений [8, 9]. Следует 

отметить, что при исследовании в полевых условиях при действии низких температур в талломах наблюда-

лось увеличение содержания только глицерина, в то время как содержание арабитола было максимальным 

в летний период [5]. Данное расхождение может объясняться тем, что климатические камеры воспроизводят 

не весь комплекс воздействий характерный для окружающей среды, в связи с чем результаты полевых и 

камеральных экспериментов могут отличаться.  

Считается, что липиды клеточных мембран играют ключевую роль в процессах адаптации и форми-

ровании устойчивости организмов к неблагоприятным факторам внешней среды, прежде всего, к гипотер-

мии. Известно, что именно ненасыщенные ЖК в структуре мембран определяют ее текучесть при адаптации 

к низкотемпературному стрессу [10, 11]. Одним из механизмов, обеспечивающих быстрое накопление не-

насыщенных ЖК, является активация ферментов десатураз, которые участвуют в процессе превращения 

насыщенных ЖК в ненасыщенные [12]. 

Таблица 1. Влияние температуры на накопление полиолов, сахарозы и гидроксипролина в талломах 

Cetraria laevigata и Flavocetraria cucullata 

Температура 
Содержание, мг/г сухой массы* 

сахароза арабитол рибитол маннитол глицерин гидроксипролин 

Cetraria laevigata 

Исх. (-20 °С) 4.2±0.2a 84.1±4.0a 11.4±0.4a 23.5±1.1a 3.5±0.3a 0.2±0.0a 

+10 °С 4.5±0.2a 69.6±2.4b 12.0±0.1b 31.9±2.0b 2.4±0.3b 0.4±0.1b 

+20 °С 5.5±1.0b 61.9±2.0c 14.8±0.8c 42.0±1.4c 2.6±0.4b 0.7±0.1c 

Flavocetraria cucullata 

Исх. (-20 °С) 2.6±0.1a 73.4±2.1a 11.7±0.1a 20.9±0.7a 3.3±0.2a 0.7±0.1a 

+10 °С 3.2±0.3b 59.7±1.5b 12.0±0.1b 22.1±0.7b 1.8±0.1b 0.9±0.1b 

+20 °С 3.3±0.3b 49.8±3.2c 12.6±0.2b 26.1±1.0c 1.8±0.3b 1.2±0.2c 

Примечание. Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. Средние значения с одинаковыми бук-

венными надстрочными индексами статистически неразличимы при p<0.05. * – За 1 мг принят 1 мг TMS-производных 

идентифицированных соединений. 



И.А. ПРОКОПЬЕВ, И.В. СЛЕПЦОВ, Л.Н. ПОРЯДИНА 230 

Изучена зависимость накопления свободных жирных кислот (ЖК) в талломах F. cucullata и C. laevi-

gata от температуры (табл. 2). Показано, что содержание насыщенных пальмитиновой и стеариновой кислот 

в талломах сохранялось на одном уровне и не зависело от температурных условий. В то время как содержа-

ние ненасыщенных олеиновой и линолевой кислот в талломах исследуемых лишайников было наибольшим 

в исходных образцах лишайников, собранных из-под снега.  

Определение влияния температурных условий на накопление вторичных метаболитов лишайников 

проводили методом ВЭЖХ. Выявлено, что основным метаболитом лишайника C. laevigata являлась фумар-

протоцетраровая кислота. Показано, что ее содержание в лишайниках C. laevigata снижалось в 1.2 и 1.4 раза 

при температурах +10 и +20 °С соответственно, по сравнению с исходными образцами (рис.). 

Известно, что фумарпротоцетраровая кислота в лишайниках преимущественно накапливается в кле-

точной стенке гиф внутренней части таллома и образует там гидрофобную поверхность, которая препят-

ствует проникновению воды в клетки лишайника. Предположено, что изменение содержания фумарпрото-

цетраровой кислоты может быть связано с ее защитными свойствами при действии низкотемпературного 

стресса. Так, ее накопление в клеточных стенках гиф может препятствовать нуклеации льда и/или способ-

ствовать механическому укреплению клеточных стенок, тем самым защищая клетки микобионта в случае 

образования льда в межклеточных пространствах [13, 14]. Кроме того, известно, что фумарпротоцетраровая 

кислота, обладающая выраженными антиоксидантными свойствами (по ряду параметров сопоставимыми с 

дигидрокверцетином), может защищать клетки от последствий окислительного стресса, развивающегося в 

условиях гипотермии [15, 16]. Ранее на защитную роль фенольных антиоксидантов при низкотемператур-

ном стрессе у высших растений указывалось в работах [17, 18]. 

Таблица 2. Влияние температуры на накопление жирных кислот в талломах Cetraria laevigata и 

Flavocetraria cucullata 

Температура 
Содержание жирных кислот, мкг/г сухой массы* 

Пальмитиновая Стеариновая Олеиновая Линолевая 

Cetraria laevigata 

Исх. (-20 °С) 307±25a 139±7a 226±45a 174±20a 

+10 °С 266±20a 137±20a 151±21b 122±6b 

+20 °С 286±20a 124±8a 151±26b 127±12b 

Flavocetraria cucullata 

Исх. (-20 °С) 150±19a 71±14a 183±28a 193±25a 

+10 °С 138±14a 54±5a 100±8b 146±6b 

+20 °С 148±24a 51±9a 97±7b 130±13b 

Примечание. Средние значения с одинаковыми буквенными надстрочными индексами статистически неразличимы 

при p<0.05. * – За 1 мг принят 1 мкг TMS-производных идентифицированных соединений. 

  

Влияние температуры на накопление вторичных метаболитов лишайниками Cetraria laevigata и 

Flavocetraria cucullata. ФПК – фумарпротоцетраровая кислота, УК – усниновая кислота, АПЛСК – 

алло-протолихестериновая кислота, ПЛСК – протолихестериновая кислота. Средние значения с 

одинаковыми буквенными индексами статистически неразличимы при p<0.05 
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В то же время содержание усниновой, алло-протолихестериновой и протолихестериновой кислот в 

лишайниках F. cucullata после экспозиции в климатической камере, напротив, возрастало, что может быть 

связано с общей активацией метаболических процессов при повышении температуры и в камеральных усло-

виях (рис.). Возможно, что одной из причин пониженного содержания лишайниковых веществ F. cucullata 

в исходных образцах (-20 °С) может являться их относительно низкая антиоксидантная активность, что де-

лает нецелесообразным их накопление в условиях пониженных температур и действия связанного с ними 

окислительного стресса [19, 20].  

Выводы 

Таким образом, результаты проведенного исследования в камеральных условиях согласуются с ранее 

полученными нами данными по сезонной динамике вторичных метаболитов в талломах F. cucullata и C. 

laevigata, подтверждая вывод о защитной функции глицерина и фумарпротоцетраровой кислоты при дей-

ствии низких температур. Кроме того, выявлена возможная криопротекторная роль арабитола, содержание 

которого было максимальным в исходных образцах лишайников.  
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Prokopiev I.A.*, Sleptsov I.V., Poryadina L.N. INFLUENCE OF TEMPERATURE CONDITIONS ON THE ACCUMU-

LATION OF PRIMARY AND SECONDARY METABOLITES BY LICHENS FLAVOCETRARIA CUCULLATA AND CE-

TRARIA LAEVIGATA 
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e-mail: ilya.a.prokopiev@gmail.com 

The study of the effect of temperature on the accumulation of primary and secondary metabolites by lichens Flavocetraria 

cucullata (Bellardi) Kärnefelt & Thell and Cetraria laevigata Rass was carried out. Lichen samples were taken out from under 

the snow (-20 °C) together with the soil substrate and transferred to the climatic chamber. Then the temperature in the climatic 

chamber was sequentially increased to +10 and +20 °C. The lichen exposure was carried out for 30 days for each temperature 

regime. The analysis of primary metabolites was performed by gas chromatography-mass spectrometry. It was shown that in 

lichens F. cucullata and C. laevigata at temperatures of +10 and +20 °C, an increase in the content of mannitol, ribitol, sucrose, 

and hydroxyproline was observed, as well as a decrease in the content of unsaturated fatty acids as compared to the initial samples. 

At the same time, the content of glycerol and arabitol in the thalli of the initial lichens (-20 °C) was higher than after exposure at 

+10 and +20 °C, which, apparently, is associated with the cryoprotective properties of these compounds. The content of second-

ary metabolites in lichens was determined by high performance liquid chromatography. It was shown that the content of usnic, 

allo-protolichesterinic, and protolichesterinic acids in F. cucullata increased after exposure in a climatic chamber, which may be 

associated with a general activation of metabolic processes with an increase in temperature. At the same time, the content of 

fumarprotocetraric acid in C. laevigata lichens decreased at temperatures of +10 and +20 °C compared to the initial samples, 

which may be associated with its protective properties under the action of low-temperature stress. 

Keywords: lichens, temperature, gas chromatography-mass spectrometry, high performance liquid chromatography, cry-

oprotectors, osmoprotectors. 
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