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Вступ

Мохи є найпершими поселенцями на суші та не-
від’ємними компонентами екосистем. За період сво-
го існування мохоподібні еволюціонували в різних 
кліматичних умовах завдяки поширенню як ме-
йоспорами й асексуальними пропагулами, так і ви-
сокій регенеративній здатності. Вважають, що банк 
спор важливий на ініціальній стадії поширення 
мохів — як спосіб успішного закріплення на нових, 
часто порушених територіях (During, 2001; Glime, 
2006). Окрім того, спори — засіб для рознесення 
мохів на дальші від батьківських рослин відстані, а 
вегетативне розмноження дає змогу успішно закрі-
питися і збільшити площу заселення (Frey, Kürsch-
ner, 2010).

Обов’язковими передумовами проростання спор 
та регенерації є вода і світло, а також — рН середо-
вища, фітогормони, іони кальцію (Herben et al., 1991; 
Wiklund, Rydin, 2004; Proctor, 2008; Pundiak, 2009; 
Awasthi et al., 2010). Достатня кількість ендогенних 
полісахаридів сприяє розбуханню спор, а їх про-
ростання та ріст протонеми залежать від функціо-
нального стану ДНК ядер. Адаптація до умов існу-
вання здійснюється з участю фізіологічних, біохі-
мічних, молекулярних механізмів у межах одного 
генотипу. Однак у фенотипі ніколи не проявляють-
ся всі можливості генотипу одночасно. Екстре-

мальні чинники можуть ініціювати реалізацію при-
хованих потенцій, які не виявляються за нормаль-
них умов унаслідок селекції індукованих впливом 
стресора епігенотипів. Епігенетична адаптація прос-
тежується у реакціях-відповідях рослин на впливи 
різних стресів, наприклад, важких металів, засо-
лення, зниження температури, посухи (Kingham et 
al., 1998; Chinnusamy, Zhu, 2009). Нам ще невідома 
роль епігенетичної адаптації у природних умовах, 
оскільки досліджувати проростання спор чи реге-
нерацію безпосередньо у природі важко. Проте в 
експерименті можна змоделювати певні екологічні 
умови (наприклад, температуру, вологість, фотопе-
ріод, склад середовища) й у такий спосіб передба-
чити можливості проростання спор у нових локалі-
тетах (Хоркавців, Ріпецький, 2011). Тому метою 
нашої роботи було порівняти життєздатність спор і 
регенерантів різних видів мохів під дією ртуті та 
сірки, проаналізувати роль метилювання ДНК у 
проростанні спор і з’ясувати, чи є епігенетичні змі-
ни фактором, що впливає на виживання мохів у 
стресових природних умовах. 

Матеріали та методика дослідження

Ми використали 5 видів листяних мохів: Funaria hyg-

rometrica (Hedw.), Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid., 

Pohlia nutans (Hedw.) Lindb., Tortula modica R.H. Zan-
der (Pottia intermedia (Turner) Fürnr.) i Physcomitrella 

patens (Hedw.) B.S.G. У стерильних умовах висівали 
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спори і ставили на регенерацію листки з верхньої 
частини гаметофорів у шестисантиметрові чашки 
Петрі на Кноп-агар, додаючи 0,2—1,7 мкМ HgCl

2 
і 

25—100 мМ NAHSO
3
. В кожну чашку висівали спо-

ри з одного спорогону і ставили на регенерацію по 
50—70 листків площею ~ 0,05 мм2. Культури виро-
щували у люмінестаті в контрольованих умовах: 
освітлення — 2500—3000 лк, температура — 20—
22 С, вологість — 85 %, фотоперіод — 16 год. Про-
ростання спор та регенерацію листків аналізували 
протягом двох тижнів під бінокулярним мікроско-
пом МБС-1, починали спостереження через день 
після закладання досліду. Природні зразки відби-
рали з невеликих, часто ізольованих дернин, що, 
певною мірою, є запорукою зниження інтеркло-
нальної мінливості та генетичної однорідності ма-
теріалу. Окрім того, використовували лабораторні 
клони T. modica i Ph. patens. 

Ядра спор фарбували через два дні після посіву 
F. hygrometrica, C. purpureus, T. modica та через три 
дні — Ph. patens і P. nutans за методикою флуорохро-
мування акридиновим оранжевим (АО) Р. Ріглера 
(Зеленин, 1967). Визначали розміри спор і ядер та 

робили люмінесцентні фотографії на мікроскопі 
«Axio Imager. M 1», Zeiss. 

Для аналізу впливу 5-азацитидину гаметофори 
клону T. modica занурювали у водний розчин 200 мМ 
інгібітора на дві доби за 20 С. У стерильних умовах 
листки багаторазово відмивали, ставили на регене-
рацію і культивували у люмінестаті. Через 5—10 днів 
відсаджували листки, що прогенерували (наприк лад, 
із 100 таких було 24) у нові чашки Петрі. Протягом 
місяця спостерігали за розвитком дернини: час по-
яви бруньок, висота гаметофорів, розмір і щільність 
дернини (як похідні від кількості гаметофорів). Фе-
нотипні спостереження виконували на мік роскопі 
МБС-1, а морфометричні вимірювання — на мікро-
скопі Axio Imager M1 «Karl Zeiss».

Досліди повторювали 2—3 рази, отримані резу ль-
тати опрацьовували статистично (Лакин, 1990).

Результати дослідження та їх обговорення

Окрім Ph. patens, інші види мохів ростуть на техно-
генних територіях після сірчаного видобутку, тому 
ми досліджували вплив бісульфіту натрію на про-
ростання спор і регенерацію листків. Однак з огляду 
на попередні роботи з HgCl

2
, як експериментально 

перевіреним стресовим чинником (Ріпецький та ін., 
2008; Хоркавців та ін., 2009), вважали за доцільне 
порівняти життєздатність спор і регенерантів лист-
ків на дозованих концентраціях ртуті та сірки.

У табл. 1 наведені розміри спор мохів за знижен-
ням їхньої чутливості до ртуті. Для чотирьох видів 
встановлено пряму кореляцію між величиною спор 
та стійкістю до HgCl

2
. Спори F. hygrometrica і C. pur-

pureus менші і чутливіші до ртуті, ніж більші спори 
Ph. patens і T. modica (рис. 1).

Рис. 1. Вплив HgCl
2
 на виживання спор і мікрорегенерантів листків мохів

Fig. 1. The influence of HgCl
2
 on the spore survival and microregenerants of the moss leaves

Таблиця 1. Величина спор проаналізованих видів мохів

Вид Розміри спор, мкм

Ceratodon purpureus 13,3 ± 0,6—16,1 ± 0,3

Funaria hygrometrica 15,9 ± 0,4—19,2 ± 0,7

Pohlia nutans 19,7 ± 0,4—22,8 ± 0,5

Tortula modica 34,4 ± 0,6—38,6 ± 0,6

Physcomitrella patens 29,8 ± 0,7—33,1 ± 0,7
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З рис. 1 видно, що найчутливішою є F. hygro met-

rica: її спори на вищих концентраціях, аніж 0,2 мкМ 
HgCl

2
, не проростали. Проте стійкою виявилася ре-

генерація листків, порогова доза для яких — 0,8 мкМ 
HgCl

2
. Цілком по-іншому реагувала на ртутний 

стрес Ph. patens: для виду характерна найвища стій-
кість спор, 5 % яких вижили на високій (1,7 мкМ) 
концентрації ртуті, і найчутливіші регенеранти, що 
росли лише на 0,2 мкМ HgCl

2
. Загалом спори до-

сліджених видів чутливіші, ніж регенеранти, тільки 
для спор і листків C. purpureus порогова доза була 
спільною — 0,5 мкМ HgCl

2
. Можливо, вища чутли-

вість спор зумовлена тим, що вони одноклітинні, 
тоді як листкова пластинка і жилка листка, яким 
властива висока активність регенерації, багатоклі-
тинні. Однак наразі питання про особливості різ-
ної стійкості регенераційних процесів і проростан-
ня спор у мохів залишається відкритим.

Стосовно чутливості до сірки проаналізували 
три види мохів. Спори T. modica і P. nutans, більші і 
стійкіші, ніж у C. purpureus, виживали на 100,0 мкМ 
концентрації бісульфіту натрію, спори C. purpureus — 
на 75,0 мкМ. Два види C. purpureus і T. modica на се-
редовищі з сіркою виявили однакову реакцію: стій-
кішими були мікрорегенеранти і чутливішими — 
спори. На відміну від них, листки P. nutans не про-
регенерували на 75,0 мкМ NaHSO

3
, а 12 % спор 

про росли на концентрації 100,0 мкМ бісульфіту 
нат рію (рис. 2).

Отже, чіткої закономірності щодо вразливості 
спор і регенеративних процесів до забруднення сір-
кою не встановлено, за таких умов в одних видів 
переважатиме розмноження спорами, а в інших — 
регенерація. Порівняльний аналіз свідчить, що спо-
ри C. purpureus і P. nutans, котрі росли й утворили 
спорогони на техногенному субстраті, значно стій-
кіші, ніж із локалітетів без домішок сірки. Тобто 
«пам’ять» про вплив попередніх умов і преадапта-
ція до них збереглися в першому-другому поко-
ліннях. Як довго — невідомо, але рослини T. modica 

мали більші листки і вищі гаметофори, вищу ак-
тивність СОД і пероксидази — як післядію на вплив 
HgCl

2
, принаймні у перших (2—3-х) вегетативних 

поколіннях (Хоркавців, 2011). Такі набуті морфо-
фізіологічні відмінності надалі можуть сприяти 
конкурентній спроможності моху.

На підставі особливостей проростання спор і ре-
генерації листків ми дійшли висновку, що в різних 
екологічних умовах ефективним для заселення мо-
же стати перевага одного типу розмноження над 

іншим. Висока продуктивність спор і здатність до 
регенерації F. hygrometrica, часто в екстремальних 
умовах, є пристосуванням у стратегії видів—біжен-
ців вторинних сукцесій. Найвища стійкість вели-
ких спор Ph. patens — це перевага під час збережен-
ня банку спор в очікуванні сприятливіших для про-
ростання умов, а висока регенераційна активність і 
великі спори T. modica додають шансів закріпитися 
на території поблизу батьківської форми. 

С. purpureus — поширений космополітний вид із 
стратегією справжнього колоніста. Мабуть, це є 
наслідком поєднання в нього досить високої стій-
кості спор і регенераційних процесів, що підвищує 
варіабельність поновлення в екстремальних умо-
вах. Тому в загальній моделі поширення видів слід 
зважати на різноманітність способів їхнього роз-
множення. Варто відзначити, що жоден із вико-
ристаних у дослідженні видів не має спеціалізова-
них пропагул, однак їх може замінити висока реге-
нераційна здатність. Значний відсоток живих спор 
і регенерантів (від 5 % до 24 %, залежно від дози 
стресора; рис. 1) підтверджує можливість епігене-
тичної адаптації — як одного з механізмів вижи-
вання рослин у природних умовах (Хоркавців та 
ін., 2009). Яким би широким не був діапазон ви-
падкової інтраклональної мінливості, практично 
неможливо уявити, що він міг забезпечити такий 
високий рівень виживання. Отже, в умовах дистре-
су вирішальне значення для виживання спорової 
чи регенеративної протонеми могла мати епігене-
тична адаптація. 

Рис. 2. Проростання спор і регенерація листків Pohlia nutans 

залежно від концентрації бісульфіту натрію в середовищі

Fig. 2. Spore germination and regeneration of Pohlia nutans lea-
ves depending on the concentration of sulphur bisulphite in the 
medium
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На рис. 3 показано спори на середовищі з сіркою, 
близько третина з них проросли. Тобто як і в разі стре-
сорного впливу ртуті на розвиток мікрорегенерантів 
T. modica (Ріпецький та ін., 2008), життєвість спор 
могли обумовити не лише фізіологічні процеси.

Контроль за проростанням спор і розвитком га-
метофіту за екстремальних умов насамперед зале-
жить від функціонального стану ДНК. Через дві 
доби після висіву спори набубнявіли, а на 3—4-й 
день проростали. Цитофлуориметрично в готових 
до проростання спорах, а також у проростках за-
фарбували ядра (індикатор — акридиновий оран-
жевий), у яких бачимо яскраве зелене свічення 
ком плексу ДНК  АО (рис. 4).

Коли проаналізували співвідношення розмірів 
спор і ядер, то у більших спорах ядра також були 
більшими, за винятком T. modica (табл. 2). Між 
розмірами спор і люмінесценцією ДНК·АО ядер 
виявлено кореляцію для двох видів — F. hygrometrica 

і Ph. patens. Проте не встановлено залежності для 
P. nutans i C. purpureus, наприклад, у P. nutans інтен-
сивна люмінесценція ДНК·АО та малі розміри спор 
і ядер, хоча люмінесценція ядер перед проростан-
ням спор була яскравішою в усіх видів мохів (рис. 
4). Різна люмінесценція ДНК·АО ядер на ранніх 
стадіях розвитку спор є специфічною ознакою 
виду. Очевидно, метаболічна активність цитоплаз-
ми і готовність до морфологічної диференціації та 
росту проростків відрізнялися lag-періодом, тобто 
тривалістю проростання спор. 

У техногенних умовах розмноження мохів заз-
нає впливу полютантів, причому існує прямий 
зв’я зок між металостресом і змінами у повторах 
ДНК (Bas si, 1999; 2006). Встановлено, що дія мета-
лу у F. hyg rometrica супроводжується селективною 
ампліфікацією деяких нуклеотидних повторів 
ДНК, збагачених ГЦ основами. У T. modica спосте-
рігали тенденцію до посилення люмінесценції 
комплексу ДНК · АО в ядрах протонеми, що росла 
на середовищі зі ртуттю, можливо, внаслідок амп-
ліфікації окремих сайтів ДНК (Ріпецький та ін., 
2008). Зміни можуть бути тимчасовими, оскільки 
ампліфікована ДНК поступово елімінується з клі-
тин, інколи ж повтори можуть включатися у певні 
сайти хромосом і надалі реплікуватися в геномі 
(Chinnusamy, Zhu, 2009). У такий спосіб, мабуть, 
зберігається «пам’ять» рослин про вплив метало-
стресу і, отже, преадаптація до стрес-фактора. Оче-
видно, що люмінесценція ДНК · АО ядер спор 
може бути результатом кількісних чи якісних змін 
нуклеотидної послідовності. 

У мохів будь-яка клітина гаметофіту і спорофіту 
може утворити регенеративну протонему, тому зав-
жди існує можливість отримати клони для дослі-
джень на генетично максимально однорідному ма-

Рис. 3. Спори мохів із проростками і непророслі спори на се-
редовищі з 75,0 мкМ бісульфіту сірки. Відсоток пророслих 
спор: 1 — Pohlia nutans, 28,5%; 2 — Tortula modica, 20%; 3 — 
Ceratodon purpureus, 27 %

Fig. 3. Moss spores with sporelings and unsprouted spores on the me-
dium with 75,0 µM bisulphate. The percentage of sprouted spores: 
1 — Pohlia nutans, 28,5 %; 2 — Tortula modica, 20 %; 3 — Ce ra-

todon purpureus, 27 %

1

2

3
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теріалі. Для вивчення впливу метилювання ДНК, 
як чинника епігенетичного контролю процесів роз-
витку, проаналізували стійкість спор і регенерантів 
клону з однієї клітини гаметофіту T. modica до 
5-аза цитидину. Дія інгібітора метилювання ДНК 
для багатьох спор T. modica була летальною. На се-
редовищі з 200 мМ 5-азацитидину із 500 спор ви-
жили 80—100, із них сформувалися звичайні гаме-
тофори й дернини, які фенотипно не відрізнялися 
від необроблених рослин контролю. Загалом гаме-
тофори після обробки 5-азацитидином були ниж-
чими, а бруньки закладалися на день—два швидше 
і до певного часу їх було більше, ніж у контролі (ри-
сунки 4, 5). Площа дернин була меншою (0,099 мм2), 
аніж у контролі (0,124 мм2), а гаметофорів у дер-
нинці більше: 43 — після дії 5-азацитидину, 31 — у 
контролі. Але серед рослин, що вижили під впли-
вом 5—азацитидину, знайшли 5 більших гаметофо-
рів (висота — 8,0 мм, контроль — 4,5 мм). Їх пере-
садили, вегетативно розмножили регенерацією лис-
тків й отримали нові покоління рослин, стійкіших 
до ртуті (неопубл. дані). 

Відомо про незначну (1,2 раза) стимулювальну 
дію 5-азацитидину на проростання спор F. hyg ro-

met rica у темряві (Хоркавцив и др., 2008). Описано 
також вплив метильованої ДНК на морфогенез, 

структуру ядра та цитоплазматичну організацію про-
тонеми F. hygrometrica (Kingham et al., 1998). Для 
Ni co tiana tabacum встановлено, що під дією анти-
біотика успадковуються гіпометильовані ділянки 
ДНК (Kou kalova et al., 1994). 5-азацитидин стиму-
лював гіпометилювання ДНК рису. Це спричиню-
вало повне деметилювання промоторної ділянки 
гена резистентності до патогена й вищу стійкість 
рослин до збудника інфекцій Xanthomonas oryzae 
(Akimoto et al., 2007).

Вивчаючи проростання спор та регенерацію лист-
ків під впливом ртуті та сірки, ми виходили з того, 
що стресорна дія дозозалежна, а дистрес настає, 
коли концентрація речовин вища від певного по-
рогу, за межами якого цей негативний чинник уже 
не може компенсуватися рослиною (Кордюм и др., 

Таблиця 2. Розміри спор і ядер різних видів мохів

Вид
Розміри спор, 

мкм3
Розміри ядер, мкм3

Ceratodon purpureus 2175,8  1,2 23,2  1,2

Funaria hygrometrica 4709,1  1,2 38,8  0,8

Pohlia nutans 3001,5  6,2 38,8  1,2

Physcomitrella patens 15290,8  3,6 74,4  4,8

Tortula modica 19881,2  6,2 36,8  0,8

Рис. 4. Люмінесценція комплексу ДНК  АО в ядрах спор мохів: 1 — Pohlia nutans; 2 — Ceratodon 

purpureus; 3 — Funariа hygrometrica; 4 — Tortula modica; 5 — Physcomitrella patens; 6 — проростки 
і спори F. hygrometrica; штрих — 2,5 мкм

Fig. 4. Luminescence of DNA·AO complex of the nuclei in moss spores: 1 — Pohlia nutans; 2 — 
Ceratodon purpureus; 3 — Funariа hygrometrica; 4 — Tortula modica; 5 — Physcomitrella patens; 6 — 
sporelings and spores F. hygrometrica; bar — 2,5 µm
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2003). Важливо, що використання різних концен-
трацій стресора дає можливість розмежувати фізіо-
логічну й епігенетичну адаптації, перша з яких від-
бувається без селекції, а друга зумовлена добором 
резистентних епігенотипів. 

Як свідчать наші дослідження, різниця між фізі-
ологічною й епігенетичною адаптаціями, власне, 
умовна. На високих концентраціях ртуті та сірки ви-
живали приблизно 20—30 % спор: із підвищенням 

вмісту HgCl
2
 і NaHSO

3
 у субстраті кількість пророс-

лих спор різко знижувалася. На низьких концен-
траціях солей селективна дія візуально ще не про-
являлася, тобто відсоток проростання спор і реге-
нерації листків був, як у контролі. Але вже за таких 
умов у стійких до ртуті рослин T. modica дещо зрос-
ла активність пероксидази, а спектр ферменту був 
ширшим, аніж у нестійких, та зберігався у вегета-
тивних нащадків (Ріпецький та ін., 2008). Після дії 
азацитидину активність пероксидази нагадувала 
спектр ферменту стійких до ртуті епігенотипів T. mo-

dica (Хоркавців, 2011). 
Отже, подібний вплив ртуті і 5-азацитидину на-

водить на думку, що адаптація до HgCl
2
 зумовлена 

метилюванням та стійкістю метильованого стану в 
регуляторній ділянці повторів ДНК. Селекція стій-
кіших форм гаметофіту могла відбутися внаслідок 
епігенетичного контролю генетичної системи клі-
тин. Окрім того, знаючи порогові концентрації 
стресора для спор та регенерантів і застосувавши 
мікроклональний аналіз природних дернин мохів, 
можна діагностувати видовий склад та заселення 
мохів із сусідніх ділянок, які межують із техноген-
но порушеною територією. 

Висновки

Проростання спор і регенерація листків гаметофіту 
мохів обмежені різною стійкістю до солей ртуті та 
сірки, що сприяє вибору способу розмноження та 
посилює конкурентну спроможність рослин у стре-
сових умовах.

Заселення мохів на техногенних субстратах, за-
бруднених, зокрема, сіркою або ртуттю, в результа-
ті генеративного (спорами) чи вегетативного (реге-
нерацією) розмноження, визначається комплек-
сом морфо-функціональних змін, які у природних 
умовах можуть реалізуватися з участю епігенетич-
них систем.
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ОБ УСТОЙЧИВОСТИ ПРОРАСТАНИЯ СПОР
И РЕГЕНЕРАЦИИ ЛИСТЬЕВ МХОВ
К СОЕДИНЕНИЯМ РТУТИ И СЕРЫ

Определена различная чувствительность к бисульфиту серы 
проростков спор и микрорегенерантов мхов Ceratodon pur-
pureus, Pohlia nutans, Tortula modica, произрастающих на суб-
стратах после добычи серы. Проанализирована резистентность 
мхов к HgCl

2
 как фактору, способному инициировать эпигене-

тическую адаптацию на дозированных концентрациях стрес-
сора. Cпоры оказались более чувствительные к HgCl

2
 и более 

устойчивые к NaHSO
3
, чем микрорегенеранты, что подтверж-

дает различие реакций мхов на токсическое влияние элемен-
тов, а в естественных условиях является адаптивной стратегией 
для выбора оптимальных способов размножения. Ингибитор 
метилирования ДНК 5-азацитидин избирательно стимулиро-
вал прорастание спор, дифференциацию почек гаметофоров, 
развитие дерновинок T. modica и повышал стойкость мха к рту-
ти. В итоге морфо-физиологические свойства, приобретенные 
после селективного действия ртути и 5-азацитидина, оказа-
лись общими и закрепились в трех вегетативных поколениях 
T. modica. Высокая выживаемость спор и регенерантов (от 5 до 
30 %) в условиях дистресса HgCl

2
 и NaHSO

3
 свидетельствует об 

эпигенетической адаптации. Можно предположить, что раз-
множение мхов в экстремальных природных условиях контро-
лируется изменениeм метилированного состояния ДНК.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: споры, регенерация, метилирование, 
эпигенетическая регуляция.
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ON RESISTANCE OF THE MOSS SPORES SPORELING 
AND LEAVES REGENERATION TO COMPOUNDS
OF HYDRARGYRUM AND SULPHUR

Various sensitivity to sulphur bisulphate of spores sporelings and mi-
croregenerants of the mosses Ceratodon purpureus, Pohlia nutans, 
Tortula modica growing on the substrates after sulphur extraction has 
been determined. Resistivity of the mosses C. purpureus, T. modica, 
Funaria hygrometrica, Physcomitrella patens to HgCl

2
 as a factor ca-

pable to initiate epigenetic adaptation on dosed stressor concentra-
tions has been analysed. Spores appeared to be more sensitive to 
HgCl

2
 and more resistant to NaHSO

3
 than microregenerants, which 

confirms different reaction of mosses to toxic influence of the ele-
ments, but under natural conditions it represents the adaptive strat-
egy for choosing the ways of reproduction. High ability of spores and 
regenerants (from 5 % to 30 %) for survival under HgCl

2
 and NaH-

SO
3
 distress demonstrates the possibility of epigenetic adaptation 

under natural conditions. Methylation inhibitor of DNA 5-azacyti-
dine stimulated spores sprouting, differentiation of gametophore 
buds, development of short turfs of T. modica, and selectively en-
hanced moss resistivity to mercury. As a result, morpho-physiological 
properties acquired after selective action of mercury and 5-azacyti-
dine appeared to be common and were inherited in three vegetative 
generations of T. modica. It confirms selection possibility of induced 
epigenotypes «memorizing» the stressor influence under extreme 
natural conditions. It may also be supposed that moss reproduction is 
controlled by the change of methylated DNA state.

K e y   w o r d s :  spores, regeneration, methylation, epigenetic 
adaptation.


