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ВТОРИЧНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК IN VITRO Taxus spp.
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Род Taxus (тис) является источником ряда фармацевтически ценных веществ, в частности пакли-
таксела (таксола) – сложного дитерпеноидного соединения с мощным противоопухолевым дей-
ствием (коммерческое название – Taxol®). Паклитаксел является одним из самых успешных пре-
паратов в химиотерапии, благодаря своему специфическому действию на подавление пролифера-
ции опухолевых клеток в опухолях путем стабилизации их микротрубочек. Мировой спрос на
таксол составляет 800–1000 кг в г., и этот показатель ежегодно увеличивается на 20%. Растущая по-
требность в паклитакселе и его производных и, как следствие, дефицит растительных ресурсов для
их получения, сделал соединения таксанового ряда одним из наиболее важных объектов для разра-
ботки биотехнологических способов их производства. Из всех возможных методов получения так-
сола (из дикорастущих или выращенных на плантациях деревьев, полный химический синтез или
полусинтез, использование культур клеток тиса, технологии метаболической инженерии, исполь-
зование эндофитных грибов тиса) наиболее многообещающим представляется промышленное вы-
ращивание культур клеток Taxus spp. В представленном обзоре проведен анализ работ, посвящен-
ных изучению вторичного метаболизма в дедифференцированных клетках in vitro разных видов тиса
и возможностям промышленного применения культур клеток для получения таксоидов. Выявлен
ряд закономерностей, характерных для культур клеток Taxus spp.: для цитофизиологических аспек-
тов – сложность получения культур клеток, их низкие ростовые характеристики, специфические
среды и условия культивирования; для фитохимических аспектов – отличия, по сравнению с ин-
тактными растениями, в качественном составе и количественном содержании вторичных метаболитов,
которые обусловлены спецификой культуры клеток как биологической системы; образование преиму-
щественно С14-гидроксилированных, но не С13-гидоксилированных таксоидов; возможность повыше-
ния уровня содержания таксоидов – в том числе коммерчески ценных (паклитаксела, бакатина III) с
применением различных подходов (элиситация, стрессовые воздействия, двухфазное культивирование
и ряд других); для биотехнологических аспектов – возможность промышленного выращивания культур
клеток тиса; наличие нескольких успешных производств (Германия, Республика Корея).

Ключевые слова: Taxus spp., вторичный метаболизм, культура клеток высших растений, паклитак-
сел, таксоиды, тис
DOI: 10.31857/S0015330322600784, EDN: IBVNQP

ВВЕДЕНИЕ

Род Taxus, широко известный как тис, отно-
сится к голосеменным растениям семейства Taxa-
ceae. Тис является источником фармацевтически
ценных соединений, в частности противоопухо-
левого препарата Taxol® (паклитаксел) [1].

Паклитаксел – это один из самых успешных
препаратов в химиотерапии, годовой объем его
продаж в 2000 г. превысил 1.5 миллиарда долларов
США. Однако история его применения имела

много сложностей, и в ряде случаев он был прак-
тически отброшен как лидирующий препарат
(низкая растворимость в воде, структурная слож-
ность, отсутствие большого и возобновляемого за-
паса ресурсов для получения чистого вещества) [2].

Мировой спрос на таксол составляет 800–
1000 кг в г., при этом показатель растет со скоро-
стью 20% ежегодно. Содержание паклитаксела в
коре тиса находится на уровне 0.01–0.03%, при этом
для полного режима противоопухолевого лечения
требуется до 2 г чистого вещества. Высокий спрос

УДК 581.1
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на растение в сочетании с низким накоплением
целевого соединения и медленным ростом дерева
привели к риску полного уничтожения многих
видов рода Taxus [3].

Первоначально для получения паклитаксела
осуществлялся сбор коры тихоокеанских тисов
(T. brevifolia Nutt.). Однако из-за ограниченной
доступности целевого соединения (0.01% от су-
хого веса коры), медленного роста растения и
запрета на экспорт растительного продукта (по-
скольку удаление коры в массовом порядке при-
водит к гибели дерева) спрос на альтернативные
источники противоопухолевого вещества зна-
чительно возрос. К альтернативным способам
получения таксола можно отнести плантацион-
ные посадки, полный химический синтез, полу-
синтез (химический синтез из баккатина III и
10-деацетилбаккатина III), культуры клеток
in vitro Taxus spp., создание продуцентов (в том
числе бактериальных и грибных) методами ме-
таболической инженерии, использование эндо-
фитных грибов тиса [4, 5].

В 1991 г. начали изучать микроорганизмы –
эндофиты T. brevifolia в поисках гриба или бакте-
рии, которые могли бы продуцировать паклитак-
сел de novo. Несмотря на способность эндофитных
грибов тиса продуцировать целевое соединение,
скорость образования и концентрация вещества
оставались очень низкими [5, 6].

В 1994 г. впервые было сообщено о полном
химическом синтезе паклитаксела [5]. Считает-
ся, что его биосинтез в растении включает при-
близительно 19–20 стадий [7–9]. Паклитаксел
представляет собой сложную молекулу, содер-
жащую более 11 хиральных центров и уникаль-
ную химию оксетанового кольца, его полный
органический синтез до сих пор не привел к ка-
ким-либо экономически эффективным спосо-
бам получения соединения. Промежуточный
продукт паклитаксела, 10-деацетилбаккатин III,
был химически модифицирован для получения
полусинтетической версии таксола в 1990 г. и
использовался в качестве основного пути постав-
ки соединения компанией Bristol Myers Squibb
более десяти лет [5, 10].

Культуры клеток Taxus spp. считаются много-
обещающим способом производства высокока-
чественного растительного сырья для выделения
паклитаксела [8]. В 1991 г. был выдан первый па-
тент на суспензионную культуру клеток T. brevifo-
lia для получения таксола (заявленный выход со-
единения – 1–3 мг/л). В 1995 г. компания Phyton
Biotech лицензировала свой процесс производ-
ства вещества для Bristol Myers Squibb. В настоя-
щее время мировые поставки паклитаксела осу-
ществляются компанией Phyton Biotech (Герма-
ния) [11].

Целью настоящего обзора является рассмотре-
ние основных закономерностей вторичного мета-
болизма в культуре клеток Taxus spp.

СИСТЕМАТИКА И РАСПРОСТРАНЕНИЕ 
РАСТЕНИЙ РОДА Taxus

Род Taxus – это хвойные деревья или кустар-
ники семейства Taxaceae высотой 3–9 м, редко до
25 м. Разные виды тиса широко распространены
во влажных лесах умеренной зоны по всему миру,
особенно на Тихоокеанском и Атлантическом по-
бережьях, в районах Великих озер Северной Аме-
рики, в Западной, Северной и Южной Европе, Ал-
жире, на юго-востоке России, в Восточном Китае,
Непале, Бирме, Лаосе, Таиланде, Вьетнаме, Ира-
не, на островах Суматра и Целебес [12, 13].

T. baccata L. был первым видом тиса, который
описан Карлом Линнеем в 1753 г. На сегодняшний
день по морфологическим признакам выделяют
24 вида и 55 разновидностей рода Taxus [12, 13].

Виды подразделяются на три группы по разли-
чиям в эпидермальных и устьичных признаках
листьев. Группа Wallichiana с 11 видами встреча-
ется от центральных Гималаев до Индонезии и
Филиппин, в Северной Америке (на северо-западе
Тихого океана) и от Мексики до Центральной Аме-
рики с изолированным появлением во Флориде;
группа Baccata с 9 видами – в умеренной Евра-
зии, Северной Африке и восточной части Се-
верной Америки; группа Sumatrana с 4 видами пе-
рекрывается по распространению с Wallichiana в
Азии, но отсутствует в Северной Америке [12, 14].

Несмотря на то, что 24 вида и 55 разновидно-
стей таксона можно различить по морфологиче-
ским признакам, данная классификация остается
спорной. Более консервативный систематический
подход признает только 7–11 видов, которые вы-
деляются по географическим границам: T. baccata,
T. brevifolia, T. canadensis Marshall., T. chinensis Rehd.,
T. cuspidata Siebold. et Zucc. ex Endl., T. floridana
Nutt. ex Chapm., T. fauna Nan Li & RR Mill,
T. globosa Schltdl., T. mairei S.Y.Hu, T. sumatrana de
Laub. и T. wallichiana Zucc. [12–15].

ВТОРИЧНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ Taxus spp.

Из разных видов тиса было выделено более
500 таксоидов (таксанов) – дитерпеноидных соеди-
нений специфичного строения, а также “таксино-
вые алкалоиды”, флавоноиды и лигнаны. Основ-
ными вторичными метаболитами Taxus spp. явля-
ются таксаны. Наиболее знаменитым соединением
этой группы считается паклитаксел, который был
впервые выделен из коры T. brevifolia в 1971 г. [10].
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Таксоиды (таксаны)

Классификация таксанов включает 11 типов
соединений и основана на расположении их коль-
цевых систем. Обычные таксаны 6/8/6 (цифры ука-
зывают размер каждого кольца) имеют линейную
трициклическую кольцевую систему. Другие три-
циклические кольцевые системы обнаружены в
11(15→1)-абеотаксанах (5/7/6), 11(15→1), (10→9)-
диабеотаксанах (5/6/6) и 2(3→20)-абеотаксанах
(6/10/6). Тетрациклические кольцевые системы
характерны для 3,11-циклотаксанов (6/5/5/6) и
14,20-циклотаксанов (6/8/6/6). 3,11:12,20-дицик-
лотаксаны (6/5/5/5/6) и 3,11:4,12-дициклотакса-
ны (6/5/5/4/6) имеют пентациклические скелеты.
Гексациклическая кольцевая система содержится
в 3,11:4,12:14,20-трициклотаксанах (5/5/4/6/6/6).
Бициклические кольцевые системы являются ти-
пичными для 3,8-секотаксанов (6/12) и 11,12-се-
котаксанов (8/6) [10, 16].

Метаболиты с кольцевой системой 6/8/6 (но-
менклатура основана на количестве атомов угле-
рода в кольцах A, B и C) представляют собой наи-

более распространенный класс таксанов и имеют
349 известных структур, встречающихся в роде
Taxus. Обыкновенные таксаны 6/8/6 подразделя-
ются на 12 подгрупп в зависимости от функцио-
нальных групп, присоединенных к таксановому
ядру. Большинство 6/8/6-таксанов (11 подгрупп)
оксигенированы или гидроксилированы в С-13
положении, только одна подгруппа включает так-
соиды, оксигенированные по С-14 (эти соедине-
ния не имеют функциональной группы в положе-
нии С-13). Паклитаксел относится к 6/8/6-таксанам
с оксетановым кольцом и фенилизосериновой бо-
ковой цепью в C13-положении (рис. 1). Метаболи-
ты с кольцевой системой 5/7/6 (11(15→1)-абео-
таксаны) представляют собой еще один много-
численный класс таксанов, для представителей
рода Taxus известно около 127 структур [10, 16].

6/8/6-таксаны и 11(15→1)-абеотаксаны были
обнаружены у всех исследованных видов тиса.
2(3→20)-абеотаксаны встречаются у всех видов
рода Taxus, кроме трех: пока не обнаружены у T. bre-
vifolia, T. chinensis и T. wallichiana. Секотаксаны
были охарактеризованы у T. canadensis, T. chinen-

Рис. 1. Химические структуры вторичных метаболитов растений Taxus spp.: (а) – паклитаксел (С13-гидроксилирован-
ный таксоид) [10]; (б) – таксуюннанин С (С14-гидроксилированный таксоид) [10]; (в) – таксифолин (флавоноид) [20];
(г) – таксирезинол (лигнан) [17]; (д) – таксин B (таксиновый алкалоид) [22].
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sis, T. cuspidata, T. mairei и T. sumatrana. Циклотак-
саны обнаружены в T. baccata, T. canadensis, T. cus-
pidata и T. yunnanensis Cheng et L.K.Fu. Диабео-
таксаны выделены только из трех видов тиса:
T. sumatrana, T. wallichiana и T. yunnanensis [10, 16].

Предполагается, что классы таксанов с неболь-
шим числом представителей, как правило, встреча-
ются у меньшего числа видов рода Taxus. Кроме
того, низкие концентрации некоторых классов
таксанов могут быть еще одной причиной того
факта, что они не были обнаружены у большин-
ства видов тиса [10, 16].

Формирование дитерпеноидного скелета так-
соидов начинается с образования изопентенил-
дифосфата и диметилаллилдифосфата в пласти-
дах по 2-C-метил-D-эритритол-фосфатному пути
(МЕР-пути). Путем циклизации геранилгеранил-
дифосфата таксадиенсинтазой образуется такса-
диен (основная структура таксанового кольца).
В дальнейшем таксановое кольцо проходит через
ряд окислительных модификаций, реакций аце-
тилирования и гидроксилирования, превращаясь
в полноценное соединение. Путь биосинтеза так-
сола и подобных ему таксоидов имеет прибли-
зительно 19–20 стадий и в нем участвуют по-
рядка 16 ферментов [9].

Фенольные соединения
В Taxus spp. содержится целый ряд лигнанов.

Из тисов выделено около 50 соединений этого
класса, включая неолигнаны и несколько терпе-
нолигнанов. В частности, в T. wallichiana были об-
наружены изолиовил, конидендрин, матаирези-
нол, таксирезинол, (–)-секоизоларицирезинол,
изотаксирезинол, (−)-7′-О-метилтанегол, формо-
занол, (+)-тсугацеталь, α-интермедианол, оксаби-
циклоокталигнан, ланцеолатанин. Пять лигнанов,
которые являются димерными фенилпропаноида-
ми, были идентифицированы у T. baccata: ларици-
резинол, 3′-деметилизоларицирезинол-9′-гидрок-
сиизопропиловый эфир, таксирезинол и 3-деме-
тилизоларицирезинол (рис. 1) [17, 18].

В разных видах тиса также встречается целый
спектр флавоноидов. В растениях Taxus spp. обнару-
жены сциадопитизин, аментофлавон, гинкгетин,
лютеолин, таксифолин, апигенин, изорамнетин,
робустафлавон и др. У разных видов тиса ветви и
листья представляют большой интерес из-за на-
личия в них значительных количеств изокверцит-
рина, кверцитрина, билобетина и сциадопитизи-
на [19]. Четырнадцать флавоноидов были иденти-
фицированы с поверхности игл T. baccata, среди них
доминировали 3-О-рутинозид мирицетин, 3-О-ру-
тинозид кверцетин и кверцетин. Непосредствен-
но из хвои T. baccata были выделены 3-О-рутино-
зиды кверцетина, 7-О-глюкозиды кемпферола и
кверцетина, мирицетин, кверцитин и кемпферол
(рис. 1) [20, 21].

Таксины (“таксиновые алкалоиды”)

Все части растений Taxus spp., за исключением
ариллуса, ядовиты как в свежем, так и в высушен-
ном виде, из-за наличия в них “таксиновых алка-
лоидов” − таксинов. По современной классифи-
кации таксины являются псевдоалкалоидами, так
как представляют собой соединения, образован-
ные из безазотистых полигидроксильных дитер-
пенов (таксицинов) этерифицированных с β-диме-
тиламино-β-фенилпропионовой и уксусной кисло-
тами. Существуют две основные группы таксинов:
группа таксина А и группа таксина В. Структур-
ный аналог таксина А, 2-деацетилтаксин А, был
выделен из листьев T. baccata в 1994 г. Предвари-
тельная структура таксина В была впервые описа-
на в 1986 г., но молекулярные и структурные фор-
мулы не были выяснены до 1991 г. Изотаксин B,
структурный изомер таксина B, присутствует в
качестве основного компонента в алкалоидных
фракциях разных видов тиса (рис. 1) [22].

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
ВТОРИЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ Taxus spp.

Биологическая активность таксоидов

Паклитаксел (таксол) является противоопухо-
левым препаратом, оказывающим влияние на
стабилизацию микротрубочек, и представляет со-
бой широко используемое химиотерапевтическое
средство при многочисленных видах рака. Меха-
низмы действия таксола, связанные с ингибиро-
ванием роста опухоли, могут действовать на раз-
ных уровнях – он инициирует каскад сигнальных
путей, приводящих к запрограммированной ги-
бели клеток; может регулировать экспрессию
определенных микроРНК, связанных с прогрес-
сированием рака; оказывает множество положи-
тельных влияний на модуляцию иммунного отве-
та посредством регуляции хемокинов, цитокинов
или иммунных клеток [5]. В отличие от других ту-
булин-связывающих противоопухолевых препа-
ратов, которые предотвращают сборку тубулина в
микротрубочки, паклитаксел способствует сбор-
ке тубулина в микротрубочки и предотвращает их
диссоциацию, что приводит к стабилизации мик-
ротрубочек на G2-М этапе клеточного цикла,
блокируется их деполимеризация в растворимый
тубулин и происходит подавление пролиферации
клеток [23].

Паклитаксел был открыт в 1971 г. и после се-
рии клинических испытаний Управление по са-
нитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов США (FDA) одобрило
его для лечения запущенного рака яичников в
1992 г. С тех пор таксол широко применяется в
химиотерапии рака молочной железы, колорек-
тального рака и плоскоклеточного рака мочево-
го пузыря. Кроме того, он был использован при
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лечении таких заболеваний, как рак головы и
шеи, мелкоклеточный и немелкоклеточный рак
легких и саркомы Капоши, ассоциированной со
СПИДом [23].

В настоящее время, помимо таксола, суще-
ствует ряд его полусинтетических вариантов, а
именно доцетаксел и кабазитаксел, которые так-
же широко используются в качестве химиотера-
певтических средств [24].

Биологическая активность 
фенольных соединений

Лигнаны тиса обладают противоопухолевым по-
тенциалом. Таксирезинол, выделенный из T. walli-
chiana, проявлял подобную активность в отноше-
нии рака яичников, толстой кишки, молочной
железы и печени в системе in vitro. Три лигнана
(секоизоларицирезинол, таксирезинол и изотакси-
резинол), выделенные в качестве основных компо-
нентов из древесины T. yunnanensis, были оценены
на их антипролиферативную активность в отно-
шении клеточных линий рака толстой кишки мы-
ши и фибросаркомы человека, среди протестиро-
ванных соединений наибольшая активность на-
блюдалась у секоизоларицирезинола в случае с
фибросаркомой [17].

Было показано, что изотаксирезинол и секо-
изоларицирезинол из древесины T. yunnanensis,
обладают мощной активностью по удалению ради-
калов DPPH и значительным ингибирующим дей-
ствием в отношении продукции оксида азота. Оба
лигнана предотвращают повреждение печени, вы-
званное D-галактозамином/липополисахаридом,
путем ингибирования апоптоза гепатоцитов через
блокирование TNF-α и выработку IFN-γ [17].

Изотаксирезинол, секоизоларицирезинол и так-
сирезинол были протестированы на их гипоглике-
мическое действие. В дозе 100 мг/кг (внутривен-
но) изотаксирезинол снижал уровень глюкозы в
крови натощак у крыс с диабетом на 34.5%, в то
время как секоизоларицирезинол и таксирезинол
снижали его на 33.4% и 20.9%, соответственно.
Лигнаны T. baccata проявляли умеренное ингиби-
рование бутирилхолинэстеразы и липоксигена-
зы, которые играют роль в патогенезе болезни
Альцгеймера [17].

Высокая антирадикальная активность была про-
демонстрирована для флавоноидов из T. wallichiana,
T. cuspidata, T. baccata. Хвоя T. baccata оказывает ге-
патопротекторную, транквилизирующую и седа-
тивную активности, что предположительно связа-
но с бензодиазепиноподобным действием обна-
руженных в ней флавоноидов. Сциадопитизин
демонстрировал нейропротекцию против по-
вреждений в первичных кортикальных нейронах,
вызванных Aβ-белком [20, 21, 25–27].

Биологическая активность 
“таксиновых алкалоидов”

Изменения сердечной деятельности после ин-
токсикации тисом приписывают главным образом
действию “таксиновых алкалоидов”, влияющих на
проницаемость натрия и кальция в клетках миокар-
да (блокируют натриевые и кальциевые каналы).
Таксины нарушают натрий-калиевый транс-
порт и приводят к увеличению цитоплазмати-
ческого кальция в клетках, что стимулирует воз-
никновение и прогрессирование опасной для
жизни формы аритмии. Сначала наблюдается по-
явление головокружения, мидриаза, тошноты, рво-
ты, боли в животе, тахикардии и судорог, за которы-
ми следуют брадикардия, паралич, диастолическая
остановка сердца и смерть [28]. Таксиновые алка-
лоиды всасываются через пищеварительный тракт
очень быстро, и признаки отравления проявля-
ются через 30–90 минут [29]. При введении так-
сина В как in vivo, так и in vitro было показано, что
он более кардиотоксичен, чем таксин А. Меха-
низм действия таксина В напоминает антиарит-
мические препараты класса I, такие как флекаи-
нид, прокаинамид и хинидин [22].

КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК Taxus spp. 
И СПЕЦИФИКА ОБРАЗОВАНИЯ 

В НИХ ВТОРИЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ
Получение культур клеток Taxus spp.

Для получения культур клеток высших расте-
ний наиболее сложными объектами являются
хвойные деревья. Для Taxus spp. ситуация ослож-
няется высокой вероятностью наличия в экс-
плантах значительного количества вторичных
метаболитов, многие из которых достаточно ток-
сичны [30].

Каллусная культура клеток тиса (Т. baccata)
впервые была получена в 1973 г. В дальнейшие го-
ды многие исследователи проводили работы по оп-
тимизации условий каллусогенеза и выращивания
полученных культур клеток разных видов тиса, при
этом особое внимание обращали на выбор экс-
планта, методов его стерилизации, оптимизации
состава сред и условий культивирования [1, 4, 31].

В ряде работ была обнаружена зависимость ча-
стоты и эффективности каллусообразования от
фенологического состояния донорного растения,
при этом были получены неоднозначные резуль-
таты. В одном случае максимальная частота кал-
лусогенеза при использовании в качестве экс-
планта хвои T. baccata и T. canadensis была отмече-
на для растительного материала, собранного в
июле – августе, тогда как при использовании
хвои, собранной весной (март – апрель) и осенью
(сентябрь – ноябрь), частота каллусообразования
снижалась в три раза, а время до начала формиро-
вания каллуса увеличивалось в два раза [31]. В дру-



232

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

ТОМИЛОВА и др.

гом исследовании лучшие результаты были полу-
чены с “зимними” эксплантами (январь), по срав-
нению с летними (июль). Авторы связывают
зависимость эффективности каллусообразования
от фенологического состояния донорного расте-
ния с различным уровнем содержания фенольных
соединений в эксплантах – в “зимней” хвое их су-
щественно меньше [32].

Многие авторы отмечают, что “потемнение”
каллусов, вызванное образованием значительно-
го количества фенольных соединений при полу-
чении культур клеток тиса наблюдается достаточ-
но часто [33]. Это может приводить к гибели клеток,
и требует специальных мер для предотвращения
данного процесса.

В ряде работ для инактивации свободных фе-
нолов и улучшения роста каллусов в питательную
среду добавляли антиоксиданты – аскорбиновую
кислоту (10–100 мг/л) или поливинилпирроли-
дон (0.1–0.5%), а также сорбенты – активирован-
ный уголь (0.1–1.0%). Результаты экспериментов
с несколькими видами тиса показали, что добавле-
ние поливинилпирролидона препятствовало по-
темнению питательной среды, но лишь незначи-
тельно уменьшило некротизацию каллуса; введе-
ние в среду активированного угля в 3–4 раза
уменьшало степень некротизации каллуса по
сравнению с контролем, но в 7 раз снижало часто-
ту каллусообразования; добавление аскорбино-
вой кислоты в 2 раза уменьшило некротизацию
экспланта и первичного каллуса и увеличило ско-
рость роста каллуса [31].

Наиболее важными компонентами питатель-
ной среды, определяющими каллусогенез, явля-
ются фитогормоны. Во многих работах проводи-
ли исследования влияния гормонального состава
сред на частоту каллусообразования. В частности,
для хвои T. baccata используемой в качестве экс-
планта наибольшая эффективность каллусогенеза
отмечена на среде Гамборга с добавлением 2 мг/л
2,4-Д и на среде Весткотта для хвойных растений с
добавлением α-нафтилуксусной кислоты (α-НУК,
4 мг/л) и БАП (0.5 мг/л) [31]. Однако из анализа
доступных источников, можно заключить, что
оптимального гормонального состава среды для
каллусогенеза Taxus spp. не определено; для каждо-
го случая желателен его индивидуальный подбор.

Суспензионные культуры клеток Taxus spp. в
основном получают путем переноса первичного
каллуса в жидкую питательную среду, при этом
они состоят преимущественно из мелких агрега-
тов клеток. В ряде работ отмечается высокая сте-
пень изменчивости по параметрам роста и физио-
логическим характеристикам суспензионных куль-
тур клеток, полученных из каллусных культур, а
также из однотипных эксплантов растений раз-
ных видов [1, 4, 8].

Оптимизация выращивания 
культур клеток Taxus spp.

Эффективность процессов культивирования
in vitro в значительной степени определяется пра-
вильным выбором питательной среды [30]. Как
для каллусных, так и для суспензионных культур
клеток различных видов рода Taxus, в большин-
стве работ не было на первом этапе получено вы-
сокопродуктивных линий, которые можно было
бы использовать сразу для промышленной про-
дукции паклитаксела. Ранние исследования по-
казали, что клетки Taxus spp. in vitro могут синтези-
ровать таксол и подобные ему таксоиды при опти-
мизированных условиях. В каллусной культуре
T. baccata, который был выращен на среде Мураси-
ге и Скуга с различными регуляторами роста, было
выявлено восемь аналогов паклитаксела [1, 2, 8].

Стандартным приемом повышения продуктив-
ности культур клеток является отбор линий, харак-
теризующихся высоким содержанием таксола. Ос-
новной проблемой при использовании этого под-
хода для культур клеток тиса является медленный
прирост биомассы. По данным ряда авторов, удво-
ение биомассы культур клеток T. brevifolia и T. cus-
pidata происходит к 14–20 сут., что в 5–6 раз ни-
же, по сравнению с большинством других культур
клеток [8, 34].

Существенное влияние на рост и биосинтез
целевых соединений в культурах клеток оказыва-
ет состав углеводов в питательной среде. В ряде
исследований изучали эффект концентрации угле-
водов на формирование таксоидов в клетках in vitro
Taxus spp. В результате работ было получено со-
держание таксола на уровне 0.02% на сухой вес
клеток, что вполне сопоставимо с концентрацией
этого соединения в коре интактных растений. От-
мечено, что различные углеводы по-разному вли-
яют на синтез паклитаксела в культуре клеток тиса,
который усиливается при использовании фруктозы
и подавляется глюкозой [1, 8].

В результате многочисленных исследований, в
ряде лабораторий получены каллусные и суспен-
зионные культуры клеток различных видов Taxus
с удовлетворительными ростовыми характеристи-
ками [35]. Эффективные в отношении продукции
различных таксоидов культуры клеток тиса получе-
ны из растений видов: T. baccata, T. media (гибрид
T. baccata и T. cuspidata), T. cuspidata, T. brevifolia,
T. chinensis, T. globosa, T. wallichiana [1, 4, 8, 36, 37].

Следует отметить, что культурам клеток Taxus
spp. принадлежит своеобразный рекорд, достой-
ный книги рекордов Гиннесса – несколько хоро-
шо растущих культур были получены от растения
T. baccata, произрастающего в Никитском бота-
ническом саду (Pеспублика Крым), возраст кото-
рого оценивается не менее 800 лет (по мнению
ряда экспертов – около 1000 лет). Исходя из до-
ступных источников, можно утверждать, что к
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настоящему времени это самый большой возраст
растения, из которого были получены культуры
клеток (рис. 2, 3) [38].

Образование таксоидов в культурах 
клеток Taxus spp.

Подавляющее количество работ посвящены
изучению культур клеток разных видов Taxus с
целью изучения образования в них таксоидов.
Чаще в работах используют каллусные культуры
клеток, для которых осуществляют поиск и иден-
тификацию в основном паклитаксела. В литера-
туре есть сообщения о получении культур клеток,
содержащих таксол в количествах, сопоставимых
с его содержанием в интактных растениях, одна-
ко в большинстве случаев авторы отмечают его
отсутствие или наличие в следовых количествах
[2, 4, 35, 36]. В суспензионной культуре паклитак-
сел был впервые обнаружен в 1989 г. (культура
клеток T. brevifolia) [39].

Следует сказать, что большинство работ на-
правлено на исследование образования в культу-

рах клеток практически значимых С13 – гидрок-
силированных таксоидов – паклитаксела и бак-
катина III, тогда как образование С14-
гидроксилированных таксоидов в культурах кле-
ток изучено гораздо слабее. Тем не менее, имею-
щиеся результаты свидетельствуют, что в культу-
рах клеток тиса, как правило, образуется именно
эта группа соединений, и их качественный состав
и количественное содержание существенно вы-
ше, по сравнению с 13-ОН-производными [40].
Считается, что в интактных растениях Taxus spp.
преимущественно накапливаются 13-гидрокси-
лированные таксоиды, однако при этом необхо-
димо отметить существенные различия содержа-
ния разных групп таксанов в разных органах рас-
тения [10, 16].

Необходимо отметить, что токсичность 14-гид-
роксилированных соединений существенно ниже,
по сравнению с 13-ОН-производными, и это может
быть важным фактором, определяющих их пре-
имущественное образование в пролиферирую-
щих дедифференцированных растительных клет-
ках in vitro [41].

Рис. 2. 800-летнее дерево T. baccata (Никитский ботанический сад) (а) и процесс каллусогенеза на его эксплантах (б).

(a) (б)

Рис. 3. Каллусная (а), суспензионная (б) культуры T. baccata и микрофотография клеток тиса (в) в суспензии.

30 мкм
(а) (б) (в)
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Способы интенсификации образования 
фармацевтически ценных таксоидов 

в культурах клеток Taxus spp.
Влияние сигнальных веществ (фитогормоны, ре-

гуляторы роста, элиситоры). Одним из хорошо изу-
ченных стимуляторов образования паклитаксела в
культурах клеток Taxus spp. является фитогормон
метилжасмонат (MeJA), который во многих рабо-
тах не совсем корректно относят к группе элиси-
торов [4]. MeJA был впервые использован при ра-
ботах с культурами клеток T. baccata в 1996 г., в ре-
зультате которых было обнаружено, что он может
усилить синтез таксоидов более чем в 120 раз. Ме-
тилжасмонат применяли для увеличения продук-
ции паклитаксела в клеточных культурах T. bacca-
ta, T. canadensis и T. cuspidata [36, 42–44].

В каллусной культуре T. cuspidata после стиму-
ляции 100 мкМ MeJA, появлялись пять таксоидов
(цефаломанин, 1β-дегидроксибаккатин VI, так-
синин NN-11, баккатин I, 2α-ацетокситаксузин),
а также один абиетан – таксамаирин C, в допол-
нение к уже имеющимся там соединениям, та-
ким как паклитаксел, 7-эпи-таксол, таксол С,
баккатин VI, таксаюнтин С, таксуюннанин С и
его аналоги, юннанксан и таксамаирин А. Эти
результаты показывают, что MeJA может изме-
нять качественный состав таксоидов, влияя на
определенные пути синтеза соединений в расти-
тельных клетках in vitro [45].

Эффект MeJA может усиливаться в комбина-
ции с другими стимуляторами биосинтеза вторич-
ных метаболитов. Комбинация из хитозана, MeJA и
Ag+ приводила к увеличению продукции паклитак-
села в суспензионной культуре T. chinensis, кото-
рая была почти в 40 раз выше, чем у контрольной
культуры (без добавления элиситоров), в 10 раз вы-
ше, чем у культуры, подвергшейся воздействию
только Ag+, в 6 раз выше, чем у культуры с добав-
лением только хитозана, и в 2 раза выше, чем у
культуры с добавлением только MeJA [46]. Элиси-
тор из гриба Rhyzopus stelonifera, использованный в
сочетании с метилжасмонатом и салициловой
кислотой, повышает производство паклитаксела в
16 раз при добавлении на 25–30 день выращивания
суспензионной культуры клеток T. baccata [47].

Конечная концентрация MeJA в среде имеет
ключевое значение для стимуляции биосинтеза.
Было показано, что MeJA в концентрации 200 мкМ
стимулирует синтез паклитаксела и баккатина III
в культуре клеток T. baccata менее эффективно,
чем в концентрации 100 мкМ [48].

Есть данные об использовании коронатина –
токсина, вырабатываемого патогеном Pseudomo-
nas syringae. Общая максимальная концентрация
таксоидов в суспензионной культуре T. media при
воздействии коронатина составляла 77.46 мг/л и
увеличилась даже больше, чем при добавлении
метилжасмоната (21.48 мг/л), при этом в кон-

трольных условиях она была на уровне 8.14 мг/л
[49]. Любопытно, что конфигурация молекулы
коронатина “мимикрирует” строение конъюгата
жасмонатов с изолейцином и токсичность коро-
натина во многом обусловлена его “жасмонато-
подобным” действием на растения.

В каллусной культуре T. cuspidata концентрация
паклитаксела увеличивалась с 89 мкг/г до 139 мкг/г
сухой массы после добавления хитозана – компо-
нента клеточных стенок некоторых грибов [50].
Продукция таксола в суспензионной культуре
клеток T. baccata повышалась примерно в три раза
при добавлении в питательные среды комплекса
аминокислот в сочетании с хитозаном [51].

Для интенсификации образования таксоидов
в ряде работ используют ванадилсульфат, нитрат
серебра, хлорид кобальта, арахидоновую кислоту,
цитрат аммония, салициловую кислоту и полиса-
хариды бактериального и грибного происхожде-
ния, как по отдельности, так и в комбинации [36].

Показано изменение содержания таксанов в
суспензионной культуре T. media при использова-
нии перфтордекалина (фторуглерод, в котором
все атомы водорода заменены атомами фтора) и
гексенола (природное летучее органическое со-
единение, вырабатываемое в поврежденных зеле-
ных тканях, которое участвует в защитных взаи-
модействиях между растениями) по отдельности
и в сочетании с коронатином и β-циклодекстри-
нами. Общее содержание таксоидов в клеточных
культурах T. media, обработанных перфтордека-
лином совместно с коронатином и β-циклодекс-
тринами повышалось в 3.3 раза. Гексенол в сус-
пензии T. media блокировал формирование таксо-
ла, но усиливал производство баккатина III [52].

Для оценки влияния сигнальных веществ (ме-
тилжасмонат, этанол, бутионин сульфоксимин,
пероксид водорода) на продукцию таксоидов бы-
ла исследована суспензионная культура клеток
T. globosa. Использование комбинации из бутио-
нин сульфоксимина и пероксида водорода при-
водило к значительному увеличению концентра-
ции 10-деацетилбаккатина (1662 мкг/г сухого ве-
са), цефаломанина (334.32 мкг/г сухого веса) и
таксола (157 мкг/г сухого веса) [53].

Эффективность стимуляции синтеза фарма-
цевтически ценных таксоидов под влиянием сиг-
нальных веществ в различных суспензионных куль-
турах клеток Taxus spp. представлена в табл. 1.

Предшественники синтеза. Большое внимание
во многих работах было уделено исследованиям
действия предшественников синтеза, сахаров и
ингибиторов роста на накопление паклитаксела в
культурах клеток тиса. Синтез деацетилбаккати-
на III, баккатина III или паклитаксела в культуре
клеток T. wallichiana усиливался при добавлении
фенилаланина, бензоата натрия, гиппуровой
кислоты и лейцина. Ингибиторы роста, такие как
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2-хлорэтилфосфоновая кислота и хлорохолин хло-
рид были полезны для получения паклитаксела и
деацетилбаккатина III в культуре клеток T. walli-
chiana. Подобные эффекты могут быть связаны с
влиянием предшественников синтеза и ингиби-
торов роста на 2α-бензоилтрансферазу, 10-О-
ацетилтрансферазу, фенилпропаноилтрансфера-
зу и 3-N-дебензоил-2-дезокситаксол-N-бензоил-
трансферазу и различной реакцией этих фермен-
тов на внешние стимулы [54]. Было зафиксировано
увеличение содержание паклитаксела в культуре
клеток T. cuspidata после введения фенилаланина,
бензойной кислоты и N-бензоилглицина, кото-
рые являются предшественниками боковой цепи
целевого соединения. Высокий уровень продук-
ции таксола у культуры клеток T. chinensis был по-
лучен путем периодического введения 3%, 1% и
2% сахарозы в начале, на 7 и 21 сут. цикла выра-
щивания, соответственно [1].

Физические факторы культивирования. Изуче-
но влияние ряда физических факторов культиви-
рования на формирование таксоидов в культурах
клеток Taxus spp. (состав газовой смеси, осмоти-
ческий стресс, температура) [1]. Было отмечено,
что соотношение 10% кислорода:0.5% диоксида
углерода:5 ppm этилена являются наиболее опти-
мальным составом газовой смеси для производ-
ства паклитаксела из суспензионной культуры
клеток T. cuspidata [55, 56]. Влияние осмотическо-

го стресса на производство таксола исследовали в
суспензионной культуре T. chinensis. Оптимальное
накопление паклитаксела было достигнуто при на-
чальной концентрации сахарозы 60 г/л. При этом
даже осмотическое давление, создаваемое ман-
нитом, сорбитом, полиэтиленгликолем, усилива-
ло образование целевого соединения [1, 57]. На
биосинтез таксоидов в культуре клеток тиса вли-
яло изменение температуры во время культиви-
рования. При повышении температуры с 24°C до
29°C на 21 сут. культивирования суспензионной
культуры клеток T. chinensis, происходило увели-
чение выхода паклитаксела до 137.5 мг/л (исход-
ное содержание целевого соединения в культуре
было на уровне 49.6 мг/л). Напротив, концентра-
ция таксуюннанина С снижалась при изменении
температуры с 24°C на 29°C в пределах от 885.9 до
512.9 мг/л, соответственно [58].

Иммобилизация клеток, различные системы куль-
тивирования и биотрансформация. Иммобилиза-
ция в некоторых случаях является одним из по-
лезных подходов для увеличения образования
вторичных метаболитов в растительных клетках
in vitro. Альгинат кальция использовали для иммо-
билизации клеток T. baccata и отметили трехкратное
увеличение выработки паклитаксела [1, 4].

Как и для многих вторичных метаболитов, ин-
тенсивное образование таксола в культурах кле-
ток, как правило, происходит в фазе замедления

Таблица 1. Элиситация суспензионных культур клеток Taxus spp.

Вид тиса Вариант элиситации Продуктивность по таксоидам Литературный 
источник

T. baccata

Метилжасмонат
Паклитаксел – 48.3 мг/л
Баккатин III – 53.6 мг/л
Цефаломанин – 3.6 мг/л

[4]

Метилжасмонат, салициловая кис-
лота, элиситор из Rhyzopus stelonifera

Таксол – 39.5 мг/л [47]

Комплекс аминокислот, хитозан Таксол – 1.96 мг/г сухого веса [51]

T. canadensis Метилжасмонат, этилен
Сумма таксоидов (10-деацетилбаккатин III, 
баккатин III, 10-деацетилтаксол, паклитак-
сел) – 25.3 мг/л

[43]

T. cuspidata Метилжасмонат, этилен Таксол – 3.4 мг/л [44]

T. chinensis Хитозан, метилжасмонат, Ag+ Паклитаксел – 25 мг/л [46]

T. media
Коронатин

Сумма таксоидов (10-деацетилбаккатин III, 
баккатин III, цефаломанин, 10-деацетил-
таксол, паклитаксел) – 77.46 мг/л

[49]

Перфтордекалин, коронатин, β-
циклодекстрины

Сумма таксоидов (баккатин III, цефалома-
нин, 10-деацетилтаксол, таксол) – 9.4 мг/л [52]

T. globosa
Бутионин сульфоксимин, пероксид 
водорода

10-деацетилбаккатин – 1662 мкг/г сухого веса
Цефаломанин – 334.32 мкг/г сухого веса
Таксол – 157 мкг/г сухого веса

 [53]
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роста и стационарной фазе. Двухступенчатая си-
стема культивирования, в которой растительные
клетки сначала выращивают для получения био-
массы, а затем переносят в питательную среду,
благоприятную для получения таксанов, является
эффективной стратегией увеличения производ-
ства целевых соединений. Дополнительное пре-
имущество состоит в том, что подобный способ
культивирования позволяет добавлять предше-
ственники синтеза и элиситоры, когда выработка
вторичных метаболитов находится на максималь-
но высоком уровне. Эта стратегия была успешно
использована для улучшения продукции пакли-
таксела и баккатина III в суспензионных культу-
рах T. baccata [1, 4].

Небольшие количества вторичных метаболи-
тов, выделяющиеся в питательную среду, могут
приводить к различным нарушениям биосинтеза
целевых веществ. Формирование места для накоп-
ления фитохимических соединений в виде второй
фазы (органический растворитель или твердое со-
единение) позволяет получить более высокие кон-
центрации фармацевтически ценных субстанций.
Удаление продуктов вторичного метаболизма из
водной среды in situ с использованием двухфаз-
ной системы культивирования облегчает их вы-
свобождение из внутриклеточных органелл. Для
культур in vitro Taxus spp. было обнаружено, что
накопление таксола в клетках вызывает наруше-
ния в регуляции синтеза целевого соединения и
приводит к деградации продукта, поэтому, его из-
влечение из суспензионных культур имеет важное
значение для повышения их продуктивности. Вы-
свобождение таксола и баккатина III из клеток в
среду было усилено на 120 и 97%, соответственно,
в присутствии сульфата ванадия. Двухфазная си-
стема культивирования была успешно применена
для культур клеток T. brevifolia и T. cuspidata [1, 4].

Стоит также сказать, что большой интерес пред-
ставляют исследования процессов биотрансформа-
ции соединений таксанового ряда, поскольку эти
реакции могут осуществляться с использованием
бактерий, грибов, растительных клеток in vitro и да-
же выделенными ферментами, а это может быть
перспективно для получения конкретных целе-
вых веществ [59].

Промышленное выращивание 
культур клеток Taxus spp.

К настоящему времени коммерческое получе-
ние таксола в промышленных биореакторах орга-
низовано в ряде стран – Phyton Biotech (Герма-
ния), ESCA genetics (Калифорния, США), Phyton
(Нью-Йорк, США) и Samyang Biopharm (Респуб-
лика Корея) [4, 11, 36].

Компания Phyton Catalytic (сейчас – Phyton Bio-
tech, принадлежащий DFB Pharmaceuticals) начала

масштабирование суспензионных культур клеток
Taxus chinensis в начале 1990 г. с целью запуска
крупномасштабного производства паклитаксела
(Taxol®). В настоящее время компания Phyton
Biotech (Германия) является крупнейшим произво-
дителем таксола с использованием культуры клеток
T. chinensis, которую выращивают в ферментерах
объемом до 75000 л [2]. Технология ферментации
растительных клеток была лицензирована для Bris-
tol Myers Squibb в 1995 г. В 2004 г. компания Bristol
Myers Squibb выиграла престижный Президентский
конкурс “Зеленая химия” Американского хими-
ческого общества, вследствие перехода в 2002 г.
на выращивание культуры клеток растений в ка-
честве единственного источника для своего про-
тиворакового препарата Taxol® [11].

Патентная защита для Taxol® истекла в 2000 г.,
что стимулировало конкуренцию среди произво-
дителей, в том числе исследование новых культур
клеток тиса, а также процессов разработки и усо-
вершенствования методов получения паклитак-
села и родственных ему таксанов. На сегодняш-
ний день коммерческое выращивание культур
клеток Taxus spp. реализовано в США (ESCA ge-
netics) и Южной Корее (Samyang Biopharm). Ком-
пания Samyang Biopharm использует культуры
клеток Taxus в ферментерах объемом 35000 л для
производства паклитаксела под торговым назва-
нием Genexol® [11].

Однако точные сведения о коммерческом про-
изводстве таксоидов, в том числе с использовани-
ем культур клеток, как правило, в открытом до-
ступе отсутствуют.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Природный дитерпеноид паклитаксел являет-
ся одним из самых эффективных противоопухо-
левых препаратов (Taxol®) со специфическим
механизмом действия. Традиционным источни-
ком таксола считается кора растений Taxus spp.,
но его низкое содержание (~0.02% от сухого веса),
сложность выделения и очистки определяет высо-
кую стоимость конечного продукта. Принципи-
ально важно, что использование для получения
таксола дикорастущих деревьев создает реальную
угрозу их исчезновения. Растущий спрос на пакли-
таксел и его производные в условиях дефицита
растительных ресурсов для их получения, сделал
соединения таксанового ряда одним из наиболее
важных объектов для разработки альтернативных
способов их получения и производства, в том
числе биотехнологических [1, 2].

В настоящее время рассматриваются три страте-
гии решения этой проблемы: полный химический
синтез или “полусинтез” целевых соединений; по-
иск альтернативных источников сырья и использо-
вание методов генетической или метаболической
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инженерии (создание трансгенных организмов с
введенными генами биосинтеза таксоидов).

Полный синтез и полусинтез паклитаксела,
как правило, коммерчески невыгоден из-за слиш-
ком большой химической сложности целевого
соединения.

Создание трансгенных организмов (бактерий,
дрожжей) может оказаться достаточно эффектив-
ным способом получения таксоидов, однако в на-
стоящее время, когда еще не известны детали их
биосинтеза, о его перспективах говорить прежде-
временно. Значительный интерес представляет
получение трансгенных по ключевым генам био-
синтеза культур клеток или культур трансформи-
рованных корней (hairy roots) – однако эти систе-
мы, скорее всего, имеет смысл относить к альтер-
нативным источникам растительного сырья.

К альтернативным источникам сырья можно
отнести плантационные посадки, использование
эндофитных грибов тиса, а также культуры кле-
ток и культуры органов (трансформированных
или адвентивных корней) in vitro Taxus spp. Ос-
новным недостатком плантационного выращи-
вания деревьев тиса является его длительность
(десятки лет). Несмотря на этот существенный
минус данный способ активно реализуют в Китае.

Таким образом, к настоящему времени наибо-
лее многообещающий и удобный подход к устой-
чивому производству таксола и подобных ему со-
единений – это промышленное выращивание
культур клеток Taxus spp. [5, 8].

Культура клеток in vitro имеет много преиму-
ществ: выращивание не подвержено влиянию пого-
ды, времен года и загрязнению окружающей среды;
этот способ позволяет непрерывно получать пакли-
таксел достаточной чистоты из постоянно возоб-
новляемого высококачественного растительного
сырья; можно контролировать накопление целевых
веществ в культурах, а также увеличивать их про-
дуктивность различными способами (оптимиза-
ция состава питательных сред, использование
предшественников синтеза и элиситоров, двухста-
дийное и двухфазное культивирование, метаболи-
ческая и генная инженерия). Однако существуют и
трудности: медленный рост клеток; невысокая про-
изводительность по целевым метаболитам; высокие
затраты на организацию подобного крупномас-
штабного биотехнологического производства [35].

При создании биотехнологического производ-
ства на основе культур клеток тиса основной про-
блемой является получение высокопродуктивно-
го штамма-продуцента целевых продуктов – па-
клитаксела или других таксоидов. Для проведения
подобных работ важно учитывать свойства культу-
ры клеток как особой биологической системы – по-
пуляции соматических клеток со специфическими
особенностями вторичного метаболизма. Для куль-
тур клеток Taxus spp. возможно именно этим обу-

словлено преимущественное образование С14-гид-
роксилированных таксоидов.

К настоящему времени известен ряд биотех-
нологических производств на основе культур кле-
ток тиса. В 1995 г. компания Phyton Biotech лицен-
зировала процесс получения таксола из суспензи-
онной культуры клеток T. chinensis для Bristol Myers
Squibb. На сегодняшний день подобные технологии
для производства паклитаксела и родственных ему
таксанов используют на коммерческом уровне ком-
пании Phyton Biotech (Германия), ESCA genetics
(Калифорния, США), Phyton (Нью-Йорк, США) и
Samyang Biopharm (Республика Корея) [4, 11, 36].

Подводя итог вышесказанному, можно отме-
тить, что таксаны – это одна из наиболее интерес-
ных и перспективных групп дитерпеноидов в от-
ношении химиотерапии различных онкологий.
Исследование механизмов их биологической ак-
тивности, регуляции биосинтеза, в том числе на
молекулярно-генетическом уровне, поиск новых
альтернативных источников получения соедине-
ний и усовершенствование уже имеющихся тех-
нологий имеет как фундаментальную, так и зна-
чительную практическую значимость. Несмотря
на то, что знания в этой области постоянно до-
полняются и расширяются, пока еще нет четких
ответов на многие вопросы. Вероятно, что моле-
кулярно-генетические достижения, связанные с
изучением генов таксанового метаболизма и за-
кономерностей их регуляции в интактном расте-
нии и культуре клеток in vitro, а также более пол-
ный фитохимический анализ растительных ресур-
сов и их биотехнологических аналогов позволят
оптимизировать различные способы получения
фармацевтически ценных таксоидов.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (темы № 121050500047‒5 и
121041200194‒7).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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Баклажан (Solanum melongena L.) является экономически значимой овощной культурой, фиолетово-
окрашенные плоды которого обогащены антоцианидинами. В данной работе в геноме баклажана
были идентифицированы гомологи основных известных структурных (CHS1, CHS2, CHI, F3H,
F3´5´H, DFR, ANS и UFGT) и регуляторных (TT8, GL3, bHLH137, bHLH143, MYB1, MYB2 и MYB75) ге-
нов биосинтеза антоцианов, а также гена транспортера антоцианидинов (GSTF12). Охарактеризо-
вана экспрессия данных генов в сопоставлении с содержанием суммы антоцианов и окраской ли-
ста, лепестков цветка и кожицы плода. Показано, что профиль экспрессии генов соответствует
окраске и присутствию антоцианов в ткани, а также указывает на существование органоспецифич-
ных особенностей регуляции транскрипции генов, кодирующих транскрипционные факторы ком-
плекса MBW. Результаты корреляционного анализа подтверждают участие генов SmbHLH137,
SmTT8, SmMYB2 и SmMYB75 в регуляции экспрессии структурных генов в лепестках цветка, а
SmGL3, SmTT8 и SmMYB1 – в кожице плода.

Ключевые слова: баклажан, Solanum melongena L., окраска плода, антоцианы, регуляция биосинтез
антоцианов
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ВВЕДЕНИЕ
Баклажан (Solanum melongena L.) является эко-

номически значимой и популярной овощной куль-
турой. В последнее время плоды баклажана рас-
сматриваются как функциональный продукт пита-
ния, так как они обогащены широким спектром
фенольных соединений: мякоть является источни-
ком фенольных кислот, а кожица – антоцианов.
Кроме того, листья содержат большое количество
кемпферола [1, 2]. Мощные антиоксидантные
свойства плодовых экстрактов баклажана делают
их применение перспективным для снижения
риска различных заболеваний человека [2, 3].

Кожица плода S. melongena характеризуется
белой, зеленой или фиолетовой окраской [2, 4].
Оттенки окраски кожицы от бледно-лилового
до черно-фиолетового обусловлены синтезом и
накоплением разного количества антоцианов с
преобладанием гликозидов дельфинидина (93–
98% от общей суммы) и минорными включения-
ми производных других антоцианидинов [2, 4].
Другие известные виды баклажана (Solanum aethiop-
icum L., Solanum macrocarpon L. и др.), широко возде-

лываемые в Африке и Юго-Восточной Азии, фор-
мируют плоды желтой, оранжевой или красной
окраски за счет накопления каротиноидов. Со-
держание антоцианов в таких плодах, также как в
плодах баклажана с белой и зеленой кожицей,
минимально [4].

Путь биосинтеза антоцианов в растениях вы-
соко консервативен и является ветвью пути био-
синтеза флавоноидов. В результате последова-
тельных ферментативных реакций, катализируе-
мых халконсинтазой (CHS), халконизомеразой
(CHI), флаванон-3-гидроксилазой (F3H), фла-
воноид-3'-гидроксилазой (F3'H), флавоноид-3'5'-
гидроксилазой (F3'5'H), дигидрофлавонол-4-ре-
дуктазой (DFR) и антоцианидинсинтазой (ANS),
образуются окрашенные антоцианидины – пе-
ларгонидин, цианидин и дельфинидин. Даль-
нейшая модификация антоцианидинов с уча-
стием UDP-глюкозофлавоноид-3-O-глюкозил-
трансферазы (UFGT) приводит к образованию
стабильных, водорастворимых пигментов. Анто-
цианидины пеонидин, петунидин и мальвидин
образуются в результате метилирования циани-
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дина и дельфинидина под действием O-метил-
трансферазы (OMT) [5–7].

В растительных клетках флавоноиды, в том
числе антоцианы, синтезируются в цитозоле, а
затем транспортируются и накапливаются в ваку-
олях [8]. Транспорт флавоноидов в вакуоли осу-
ществляется специфической глутатион-S-транс-
феразой класса phi (кодируется геном GSTF12) [9].
Для многих видов растений показана высокая
корреляция уровня транскриптов транспортера
GSTF12 с накоплением антоцианов в тканях [9–11].

Экспрессия генов пути биосинтеза антоциа-
нов координируется MBW-комплексом, включаю-
щим транскрипционные факторы (ТФ) семейств
R2R3-MYB, bHLH и WD-repeat [12, 13]. Различия
в составе участников MBW-комплекса определя-
ют пространственно-временную регуляцию син-
теза антоцианов в растении [14, 15]. Показано,
что ТФ семейства R2R3-MYB также регулируют
транскрипцию гена транспортера антоцианов
GSTF12 [11].

В транскриптомах S. melongena, по гомологии с
известными последовательностями томата и кар-
тофеля, идентифицированы основные структур-
ные гены пути биосинтеза антоцианов и опреде-
лены профили их экспрессии в сопоставлении с
содержанием антоцианов [16–18]. К изученным
регуляторным генам пути биосинтеза антоцианов
у баклажана относятся отдельные представите-
ли семейств R2R3-MYB (SmMYB1/SmMYB113
(KF727476.1), SmMYB2 (KF727477.1)), bHLH (Sm-
bHLH1/SmGL3 (GLABRA3; KF727475.1), SmTT8
(TRANSPARENT TESTA8; KP006503.1)) и WD40-
repeat (SmAN11 (KF727473)) [16, 19]. У родственных
баклажану видов, томата (Solanum lycopersicum L.) и
перца (Capsicum annuum L.), идентифицированы
новые ТФ семейств R2R3-MYB и bHLH, ассоции-
рованные с биосинтезом антоцианов [15, 20]. Так,
показано, что накопление антоцианов в плодах
томата связано с активностью гена SlMYB75;
сверхэкспрессия данного гена приводит к суще-
ственному росту содержания антоцианов, а также
общего содержания фенолов, флавоноидов, рас-
творимых сухих и ароматических летучих веществ
[20]. Анализ транскриптомов кожицы плода пер-
ца, приобретающей пурпурную окраску в услови-
ях ультрафиолетового излучения, выявил факто-
ры транскрипции CabHLH137 и CabHLH143, ко-
торые связываются с промоторами структурных
генов пути биосинтеза антоцианов, активируя их
транскрипцию [15].

Цель работы – поиск в геноме S. melongena по-
следовательностей структурных и регуляторных
генов пути биосинтеза антоцианов, включая генов-
гомологов SlMYB75, CabHLH137, CabHLH143 и
GSTF12; изучение профилей их экспрессии в раз-
личных органах трех сортов баклажана и опреде-

ление взаимосвязи уровней транскрипции с со-
держанием антоцианов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для проведения работы в 2022 г. образцы ба-
клажана S. melongena сортов Снежный, Влас и
Агат, различающиеся окраской спелого плода,
были выращены до стадии плодоношения в пле-
ночной теплице Федерального научного центра
овощеводства (Московская обл.). Все три сорта
формируют зеленые листья и цветки с фиолето-
выми лепестками. Плоды сорта Снежный имеют
белую/светло-желтую окраску в технической/био-
логической спелости. Плоды сортов Влас и Агат
темно-фиолетовые и почти черные в технической
спелости и светлеют к стадии биологической спе-
лости (рис. 1).

В августе с растений были собраны листья, цвет-
ки, незрелые плоды (стадия технической спелости)
и спелые плоды (стадия биологической спело-
сти). У плодов отделяли экзокарп (кожицу), у
цветков – лепестки, у листьев – фрагменты ткани
без жилок. Собранный растительный материал
растирали в жидком азоте и использовали для
биохимического анализа и анализа экспрессии
генов. Содержание суммы антоцианов (в пере-
счете на дельфинидин-3-рутинозид) определяли
спектрофотометрически в хлороформ-метаноль-
ных экстрактах [21] в двух биологических и трех
технических повторностях. Суммарную РНК вы-
деляли и очищали от примесей ДНК с помощью
наборов RNeasy Plant Mini Kit и RNase free DNasy
set (“QIAGEN”, Германия); кДНК синтезирова-
ли с использованием набора GoScriptтм Reverse
Transcription System (“Promega”, США).

Поиск структурных и регуляторных генов
пути биосинтеза антоцианов проводили в ге-
номных (GCA_000787875.1) [22] и транскрип-
томных данных баклажана S. melongena, доступных
в GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Для поиска по гомологии использовали последова-
тельности известных генов баклажана (SmMYB1
(KF727476.1), SmMYB2 (KF727477.1), SmTT8
(KP006503.1), SmGL3 (KP006502.1)), томата
S. lycopersicum (CHS1 (NM_001247104.2), CHS2
(NM_001247107.2), CHI (NM_001320711.1), F3H
(NM_001329483.1), F3'5'H (NM_001247911.2), DFR
(Z18277.1), ANS (NM_001374394.1), UFGT
(XM_004249399.4), GSTF12 (XM_004232621.4),
SlMYB75 (NM_001279063.2)) и перца C. annuum
(bHLH137 (XM_016712236.2), bHLH143
(XM_016695337.2)). Выравнивание найденных
последовательностей проводили в программе
MEGA 7.0 (https://www.megasoftware.net/). Моле-
кулярную массу (MW) и изоэлектрическую точку
(pI) белков определяли с помощью Expasy Prot-
Param (https://www.web.expasy.org/protparam).
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Профиль экспрессии структурных (CHS1, CHI,
F3H, F3´5´H, DFR, ANS, UFGT и GSTF12) и регуля-
торных (GL3, TT8(MYC), bHLH137, bHLH143,
MYB1, MYB2 и MYB75) генов пути биосинтеза
антоцианов определяли методом количествен-
ной ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) в трех
технических повторностях. Праймеры разраба-
тывали на основе найденных в базе данных NCBI
последовательностей (Дополнительные материа-
лы, табл. 1). Относительный уровень экспрессии
генов оценивали, нормализуя по экспрессии ре-
ференсного гена GAPDH [16]. ПЦР-РВ проводили с
помощью набора “Реакционная смесь для проведе-
ния ПЦР-РВ в присутствии SYBR GreenI и ROX”
(ООО “Синтол”, Россия) и амплификатора
CFX96 Real-Time PCR Detection System (“Bio-Rad
Laboratories”, США) в следующих условиях: 95°C –
5 мин.; 40 циклов (95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Визу-
ализацию данных ПЦР-РВ, а также регрессион-
ный анализ (поиск корреляции между уровнем
транскриптов гена и содержанием антоцианов)
осуществляли в программе GraphPad Prism v. 7.02
(https://www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Структурные и регуляторные гены пути биосин-

теза антоцианов в геноме баклажана. В геноме бакла-
жана S. melongena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
data-hub/genome/GCA_000787875.1/) был прове-
ден поиск по гомологии структурных и регуля-

торных генов биосинтеза антоцианов, включая
SlMYB75, CabHLH137, CabHLH143 и GSTF12.
В результате были найдены и охарактеризованы
предположительные ортологи всех известных
структурных (CHS1, CHS2, CHI, F3H, F3'5'H, DFR,
ANS и UFGT) и регуляторных (ТФ семейств bHLH
(TT8, GL3, bHLH137 и bHLH143) и R2R3-MYB
(MYB1, MYB2 и MYB75)) генов, а также гена транс-
портера антоцианидинов – глутатион-S-трансфе-
разы GSTF12. Основные характеристики генов
S. melongena и кодируемых ими белков приведены в
табл. 1.

Органоспецифичные профили экспрессии струк-
турных генов пути биосинтеза антоцианов. Профи-
ли экспрессии структурных генов биосинтеза анто-
цианов и транспортера антоцианидинов SmGSTF12
были определены в листьях, лепестках цветка, ко-
жице незрелого и спелого плода сортов баклажа-
на Снежный, Влас и Агат (рис. 2).

У сорта Снежный в листьях экспрессии генов
биосинтеза антоцианов не выявлено, за исключе-
нием следовых количеств транскриптов SmCHS2 и
SmF3H; в лепестках, имеющих фиолетовую окрас-
ку, присутствовали транскрипты всех генов (за
исключением SmCHS2) и SmGSTF12. В белой кожи-
це незрелого плода сорта Снежный транскрипты
генов не обнаружены, тогда как в светло-желтой ко-
жице спелого плода зафиксированы транскрип-
ты ранних генов флавоноидного пути (SmCHS1,
SmCHS2 и SmF3H) (рис. 2).

Рис. 1. Листья, цветки и плоды (1 – незрелый плод (техническая спелость), 2 – спелый плод (биологическая спелость))
сортов баклажана Снежный (а), Влас (б) и Агат (в).

(а) (б) (в)

1 2 1 2 1 2
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У сортов Влас и Агат, имеющих фиолетовую
окраску лепестков и кожицы плода, показана ак-
тивность генов в лепестках (за исключением
SmCHS2 у сорта Агат) и кожице незрелого плода;
в кожице спелого плода выявлены транскрипты
SmF3H (оба сорта) и SmCHS1 (сорт Агат). В ли-
стьях найдены следовые количества транскрип-
тов SmCHS2 и SmF3H. Транскрипты GSTF12 об-
наружены только в лепестках и кожице незрелого
плода (рис. 2).

Органоспецифичные профили экспрессии генов
ТФ семейств bHLH и R2R3-MYB. В тех же орга-
нах, где были определены профили экспрессии
структурных генов, проанализированы профили
экспрессии генов ТФ семейств bHLH и R2R3-
MYB, ассоциированных с биосинтезом антоци-
анов (рис. 3, 4).

В результате транскрипты гена SmGL3 выявле-
ны только в фиолетовой кожице плода у сортов

Таблица 1. Характеристика структурных и регуляторных генов пути биосинтеза антоцианов баклажана S. melongena

* Согласно [22].

Ген Контиг/ID* Ген, пн Кол-во 
экзонов

Кодирующая 
часть, пн Белок, ао MW, кДа pI

Структурные гены пути биосинтеза антоцианов
CHS1 Sme2.5_13923.1/ 

Sme2.5_13923.1_g00001.1
1254 2 1170 389 42.5 7.17

CHS2 Sme2.5_02154.1/ 
Sme2.5_02154.1_g00001.1

1344 2 1170 389 42.7 5.98

CHI Sme2.5_01193.1/ 
Sme2.5_01193.1_g00009.1

1811 4 705 234 25.2 5.38

F3H Sme2.5_00015.1/ 
Sme2.5_00015.1_g00016.1

2613 3 1101 366 41.1 5.39

F3'5'H Sme2.5_04313.1/ 
Sme2.5_04313.1_g00001.1

3064 3 1542 513 57.7 8.88

DFR Sme2.5_01401.1/ 
Sme2.5_01401.1_g00004.1

1638 6 1149 382 42.6 5.47

ANS Sme2.5_01638.1/ 
Sme2.5_01638.1_g00005.1

1556 2 1242 413 46.7 5.34

UFGT Sme2.5_00228.1/ 
Sme2.5_00228.1_g00013.1

1329 1 1329 442 49.2 5.92

Глутатион-S-трансфераза GSTF12
GSTF12 Sme2.5_00172.1/ 

Sme2.5_00172.1_g00024.1
1735 3 693 230 26.3 5.88

ТФ семейства bHLH
TT8 Sme2.5_00592.1/ 

Sme2.5_00592.1_g00005.1
8531 9 1896 631 70.1 5.17

GL3 Sme2.5_12406.1/ 
Sme2.5_12406.1_g00003.1

4556 7 1887 628 70.8 5.61

bHLH137 Sme2.5_06479.1/ 
Sme2.5_06479.1_g00003.1

2443 7 1032 343 38.2 6.27

bHLH143 Sme2.5_06288.1/ 
Sme2.5_06288.1_g00003.1

1092 1 1092 363 39.9 4.72

ТФ семейства R2R3-MYB
MYB1 Sme2.5_05099.1/ 

Sme2.5_05099.1_g00002.1
1230 3 771 256 29.6 6.17

MYB2 Sme2.5_00538.1/ 
Sme2.5_00538.1_g00005.1

3727 3 837 278 32.1 8.48

MYB75 Sme2.5_13100.1/– 1051 3 822 273 31.8 8.87
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Рис. 2. Профили экспрессии структурных генов флавоноидного пути (CHS1, CHS2, CHI, F3H, F3'5'H, DFR, ANS, UFGT)
и транспортера антоцианидинов (GSTF12) в листьях (1), лепестках цветка (2), кожице незрелого (3) и спелого (4) пло-
дов сортов баклажана Снежный, Влас и Агат.
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Рис. 3. Профили экспрессии генов ТФ семейства bHLH в листьях (1), лепестках цветка (2), кожице незрелого (3) и спе-
лого (4) плодов сортов баклажана Снежный, Влас и Агат.
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Влас (стадия технической спелости) и Агат (обе
стадии спелости). Ген SmbHLH137 высоко экс-
прессировался в лепестках всех трех сортов, не-
большие количества транскриптов гена выявлены в
кожице плодов. Экспрессия гена SmbHLH143 об-
наружена во всех анализируемых органах с мак-
симумом в лепестках цветка (сорта Снежный и
Влас) или кожице незрелого плода (сорт Агат).
Транскрипты SmTT8 детектированы в лепестках и
кожице плодов (сорта Влас и Агат) или только в
лепестках (сорт Снежный) (рис. 3).

Экспрессия гена SmMYB1 у анализируемых
сортов баклажана выявлена в лепестках и в кожи-
це плодов сортов Влас (незрелый плод) и Агат
(незрелый и спелый плод). Транскрипты SmMYB2 и
SmMYB75 обнаружены только в лепестках всех
трех сортов (рис. 4).

Органоспецифичное содержание суммы антоци-
анов и его связь с уровнем транскриптов структур-
ных и регуляторных генов биосинтеза антоцианов.
В листьях, лепестках цветка и кожице незрелого и
спелого плодов сортов баклажана Снежный, Влас
и Агат была определена сумма антоцианов. Пока-
зано, что листья всех сортов, имеющих зеленую

окраску, содержали ~25 мкг/г антоцианов. В фио-
летовых лепестках цветка у сортов Снежный и Влас
содержание антоцианов было сходным (~40 мкг/г),
у а сорта Агат – выше в 1.4 раза (~55 мкг/г). В ко-
жице незрелого плода у сортов Влас и Агат сумма
антоцианов составила 1054 и 1555 мкг/г, а в кожи-
це спелого плода – 367 и 206 мкг/г, соответствен-
но; это визуально соответствует изменению
окраски плода по мере созревания с темно-фио-
летовой/черной на более светлую, коричнево-
фиолетовую (рис. 1, 5). У сорта Снежный содер-
жание антоцианов в кожице плодов составило
менее 20 мкг/г (рис. 5).

Содержание антоцианов было сопоставлено с
уровнями экспрессии структурных и регулятор-
ных генов флавоноидного пути. Для анализируе-
мых образцов баклажана была выявлена значи-
мая корреляция содержания антоцианов с уровня-
ми транскриптов генов SmCHI, SmGL3 и SmMYB1
(рис. 6). Отдельно были определены значения ко-
эффициентов корреляции содержания антоцианов
в листьях, лепестках цветка и кожице плодов с уров-
нями транскриптов генов. В листьях содержание
антоцианов коррелировало с уровнями транскрип-
тов SmCHS2 и SmF3H; в лепестках цветка – SmCHI
и SmbHLH137; в кожице плодов – всех анализиру-
емых генов, кроме SmCHS1, SmF3H и SmbHLH137
(табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Растение баклажана S. melongena является бо-

гатым источником различных фенольных соеди-
нений, благодаря чему в настоящее время плоды
баклажана считаются функциональным продук-
том питания [2, 3]. За счет высокого содержания ан-
тоцианов (преимущественно производных дельфи-
нидина) кожица плода баклажана имеет фиоле-
товую окраску с палитрой оттенков от бледно
розового до черного [2, 4, 16].

В настоящем исследовании с помощью поиска
в геноме S. melongena нами были определены го-
мологи всех основных известных структурных и
регуляторных генов пути биосинтеза антоцианов, а

Рис. 4. Профили экспрессии генов ТФ семейства R2R3-MYB в листьях (1), лепестках цветка (2), кожице незрелого (3)
и спелого (4) плодов сортов баклажана Снежный, Влас и Агат.
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Рис. 5. Содержание антоцианов в листьях (1), лепест-
ках цветка (2), кожице незрелого (3) и спелого (4) пло-
дов сортов баклажана Снежный, Влас и Агат; мкг/г сы-
рого веса.
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также гена транспортера антоцианидинов GSTF12
(табл. 1). С целью охарактеризовать совокупную
роль данных генов в определении содержания ан-
тоцианов в различных органах баклажана был опре-
делен профиль их экспрессии у образцов трех сор-
тов S. melongena, формирующих зеленые листья,
цветки с фиолетовыми лепестками и плоды, ко-
жица которых имеет окраску, различающуюся
между сортами (белую у сорта Снежный и оттен-
ки фиолетового у сортов Влас и Агат) (рис. 1).

В целом, для пигментированных тканей (ле-
пестков цветка всех сортов и кожицы плода сор-
тов Влас и Агат) было характерно присутствие тран-
скриптов всех исследуемых генов (кроме SmMYB2 и
SmMYB75 в плодах) (рис. 2–4), что подтверждает
их участие в биосинтезе антоцианов. В то же вре-
мя профили экспрессии генов у фиолетовоплод-
ных сортов совпадали, и различие состояло лишь
в уровнях транскриптов (и оттенках фиолетовой
окраски, соответственно).

Рис. 6. Линейная регрессия содержания антоцианов совокупно во всех анализируемых органах баклажана с экспрес-
сией структурных и регуляторных генов флавоноидного пути. R2 – коэффициент множественной корреляции, r – ко-
эффициент корреляции Пирсона. Звездочкой отмечены значения с P ≤ 0.05.
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Таблица 2. Значения коэффициентов корреляции Пирсона (r) между уровнем транскриптов анализируемых ге-
нов и содержанием суммы антоцианов отдельно в листьях, лепестках цветка и кожице плода баклажана (r ≥ 0.50
свидетельствует о наличии корреляции).

“–” – Коэффициент не рассчитывали в связи с отсутствием транскриптов гена.
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Заметим, что в белых и светло-желтых тканях
кожицы технически и биологически спелого пло-
да сорта Снежный были обнаружены транскрип-
ты только ранних структурных генов флавоноид-
ного пути (CHS1, CHS2 и F3H) (рис. 2). Это может
свидетельствовать о синтезе бесцветных феноль-
ных соединений и о предположительном наличии
блоков в пути биосинтеза окрашенных антоциани-
динов в плодах. Отсутствие в кожице транскриптов
большинства регуляторных генов (рис. 3, 4) гово-
рит о том, что в плодах сорта Снежный не происхо-
дит образования регуляторного комплекса MBW в
связи с дефицитом двух главных его составляю-
щих – ТФ семейств bHLH и R2R3-MYB. Соот-
ветственно, не выполняется активация поздних
структурных генов пути биосинтеза антоцианов
и гена транспортера антоцианидинов (рис. 2),
так как для этого необходим функциональный
MBW-комплекс [11].

Интересно, что подобных блоков нет в лепест-
ках цветка сорта Снежный, судя по профилю экс-
прессии анализируемых генов (рис. 2–4), что
предполагает органоспецифичные нарушения в
регуляции транскрипции генов bHLH и MYB
MBW-комплекса в плодах, характерные для дан-
ного белоплодного сорта. При этом транскрипты
гена SmMYB1 практически отсутствуют как в ко-
жице плода, так и в лепестках цветка, что, вероят-
но, связано с обнаруженной ранее у сорта Снеж-
ный делецией 26 пн (конец интрона 1 – начало
экзона 2), из-за которой в последовательности
зрелой мРНК полностью отсутствует второй эк-
зон и сбивается рамка считывания [23]. Прайме-
ры, разработанные нами для анализа экспрессии
гена SmMYB1, попадают на транскрибируемый
участок, поэтому наличие следовых количеств
транскриптов гена в лепестках и их отсутствие в
кожице плода косвенно подтверждают предполо-
жение о нарушении регуляции транскрипции ге-
нов MYB MBW-комплекса в плоде сорта. К при-
меру, это может происходить благодаря повышен-
ной наработке белков SmBIC (blue light inhibitors of
cryptochromes), которые взаимодействуют с фото-
возбужденным SmCRY2, ингибируя его актив-
ность и высвобождая убиквитиновую активность
COP1, тем самым подавляя экспрессию генов
биосинтеза антоцианов (в частности, SmMYB1,
SmTT8 и SmHY5) [24].

Подчеркнем, что в кожице плода фиолетово-
плодных сортов Влас и Агат из трех генов ТФ
R2R3-MYB были обнаружены транскрипты толь-
ко SmMYB1 (рис. 4). Это свидетельствует об участии
именно данного ТФ (но не SmMYB2 и SmMYB75) в
образовании MBW-комплекса в кожице плода. В
то же время в лепестках цветка этих сортов низ-
кие уровни транскриптов SmMYB1 и одновремен-
но высокие SmMYB2 и SmMYB75 (рис. 4) предпо-
лагают преимущественное участие в MBW-ком-
плексе ТФ SmMYB2 и SmMYB75. В этой связи

высокий уровень транскриптов SmMYB2 и Sm-
MYB75 в лепестках цветка сорта Снежный (рис. 4)
может свидетельствовать о компенсаторном (за-
меняющем SmMYB1) участии данных белков в
регуляции активности структурных генов био-
синтеза антоцианов.

Таким образом, полученные данные по экс-
прессии SmMYB1 (также известного в литературе
как SmMYB113) и его близких гомологов SmMYB2
и SmMYB75 в кожице плода (рис. 4) согласуются с
ключевой ролью гена SmMYB113 в определении
разнообразия композиции антоцианов в кожице
баклажана и ее окраски [4, 16]. Последние опуб-
ликованные данные предлагают в качестве участ-
ников индуцированного светом MBW-комплекса
баклажана еще три ТФ семейства R2R3-MYB:
SmMYB35, SmMYB44 и SmMYB86 [14, 25, 26].
Тем не менее, наши данные по экспрессии
SmMYB1, SmMYB2 и SmMYB75 (рис. 4) исчерпы-
вающе отвечают на вопрос о различии в окраске
кожицы баклажана между белоплодными и фио-
летовоплодными сортами. Возможно, SmMYB35,
SmMYB44 и SmMYB86 выполняют дублирующие
(по отношению к основным ТФ R2R3-MYB) ро-
ли. Более того, имеются сведения о SmMYB86 как
о негативном регуляторе пути биосинтеза анто-
цианов [26].

Другие, не менее важные участники MBW-ком-
плекса – ТФ семейства bHLH, также способны
определять различия в составе антоцианов и
окраске лепестков/кожицы плода у баклажанов.
Анализ экспрессии четырех генов bHLH, гомоло-
ги которых ассоциированы с биосинтезом анто-
цианов, показал, что два из них – SmGL3 и SmTT8 –
имеют существенные различия в уровне тран-
скриптов в кожице плода между белоплодными и
фиолетовоплодными сортами (рис. 3). Это явля-
ется подтверждением ранее предложенной роли
для этих двух генов в регуляции накопления анто-
цианов в растительной ткани [27].

Профиль экспрессии других двух генов bHLH
показывает, что SmbHLH137 активен преимуще-
ственно в лепестках цветка S. melongena. В то же
время повсеместное присутствие транскриптов
SmbHLH143 не коррелирует с разницей в окраске
кожице плода (рис. 3). Хотя связывание с промо-
торами структурных генов биосинтеза антоциа-
нов выявлено для гомологов обоих ТФ [15], нуж-
но учитывать, что они могут быть задействованы
и в других процессах развития или стрессовых от-
ветах растения [28–30].

Характеристикой роли генов в пути биосинте-
за антоцианов может служить также корреляци-
онный анализ зависимости между суммой анто-
цианов и уровнем транскриптов генов. Ожидаемо, в
лепестках цветка присутствовала взаимосвязь нали-
чия транскриптов анализируемых генов с наличи-
ем антоцианов (есть транскрипты – есть антоци-
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аны) (рис. 2–5), однако корреляция с количе-
ством антоцианов была выявлена только для генов
CHI и bHLH137 (рис. 6; табл. 2). Тем не менее, в ко-
жице плодов содержание антоцианов коррелирова-
ло с экспрессией всех анализируемых генов, за ис-
ключением CHS1, F3H и bHLH137 (табл. 2).

Таким образом, в данной работе была охарак-
теризована органоспецифичная функциональная
активность структурных и регуляторных генов
пути биосинтеза антоцианов в сравнении с содер-
жанием суммы антоцианов и окраской. Было по-
казано, что фиолетовоплодные сорта баклажана от-
личаются от белоплодного сорта профилем экс-
прессии анализируемых генов в кожице плода,
что соответствует ее окраске. Присутствие анто-
цианов в фиолетовых лепестках цветка и их от-
сутствие в белых/светло-желтых плодах у сорта
Снежный, а также различия в уровне транскриптов
анализируемых генов между данными органами
свидетельствуют о существовании блоков пути био-
синтеза антоцианидинов в кожице плода данного
сорта и особенностей органоспецифичной регуля-
ции транскрипции генов ТФ комплекса MBW. На
основе полученных результатов можно предполо-
жить, что в регуляции экспрессии структурных ге-
нов биосинтеза антоцианов в лепестках цветка
S. melongena участвуют транскрипционные факто-
ры SmbHLH137, SmTT8, SmMYB2 и SmMYB75, а в
кожице плода – SmGL3, SmTT8 и SmMYB1.

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского Научного Фонда
(№ 19-16-00016) и Министерства науки и высше-
го образования РФ.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
людей и животных.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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В условиях вегетационного опыта изучали влияние предпосевной обработки семян салициловой
кислотой (СК) на параметры роста и фотосинтетического аппарата (ФСА) растений ячменя (Horde-
um vulgare L.), находящихся в оптимальных условиях минерального питания или при недостатке
цинка в корнеобитаемой среде. Показано, что недостаток цинка не оказывает негативного влияния
на ФСА, но вызывает торможение роста растений. Предпосевная обработка семян СК (10 мкМ)
оказывала стимулирующее действие на интенсивность фотосинтеза и устьичную проводимость, что
обеспечивало успешный рост растений в условиях недостатка цинка. При этом у растений, выра-
щенных из обработанных СК семян, содержание цинка в корнях и побегах оказалось выше, чем у
растений, чьи семена не были обработаны. На основании полученных результатов сделан вывод о
возможности и перспективности применения предпосевной обработки семян СК для выращивания
растений ячменя в условиях недостатка цинка в корнеобитаемой среде.

Ключевые слова: Hordeum vulgare, недостаток цинка, предпосевная обработка семян, рост, салици-
ловая кислота, фотосинтетический аппарат
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время около 50% территорий в
мире, используемых для выращивания зерновых
культур, характеризуются низким уровнем цинка
в почве или низкой его доступностью для расте-
ний [1]. В России площади почв с низким и сред-
ним содержанием цинка составляют около 98% [2].
Вместе с тем, цинк является одним из наиболее
важных микроэлементов для растений. Он служит
кофактором целого ряда ферментов, участвующих в
различных биохимических процессах, входит в
структуру домена “цинковые пальцы”, которая
имеется у многих транскрипционных факторов, а
также выполняет целый ряд других функций в
растительной клетке [3–6]. Известно, что дефи-
цит цинка вызывает у растений замедление деле-
нии и растяжения клеток, нарушение структуры и
функционирования мембран, ингибирование син-
теза белка, замедление скорости фотосинтеза, тор-
можение транспорта воды и минеральных веществ,

нарушение гормонального баланса. Все это, в ко-
нечном итоге, приводит к значительному сни-
жению продуктивности растений [3, 4, 6], в связи
с чем поиск возможных путей повышения устой-
чивости растений к дефициту данного микроэле-
мента является весьма актуальной задачей.

Одним из возможных способов решения упо-
мянутой задачи является применение экзогенных
регуляторов роста растений, которые характери-
зуются многофункциональностью своего действия,
экологической безопасностью и низкими нормами
расхода [7]. К одному из хорошо изученных в этом
плане регуляторов роста относится соединение
фенольной природы – салициловая кислота (СК).
В растениях СК синтезируется из шикимовой кис-
лоты и участвует в регуляции многих физиологи-
ческих процессов, включая рост и развитие, фото-
синтез, транспирацию, транспорт органических
веществ и др. [8–10]. Помимо этого показано, что
применение экзогенной СК способствует повы-
шению устойчивости растений к различным
абиотическим стрессорам [8, 11–14], в том числе
к недостатку элементов минерального питания,

Сокращения: СК – салициловая кислота; ФСА – фотосин-
тетический аппарат.
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что, например, было обнаружено в отношении
фосфора [15], кальция [16] и железа [17, 18]. При
этом защитную роль СК связывают с ее положи-
тельным влиянием на поглощение и баланс эле-
ментов минерального питания в растительном
организме [19–21]. Следовательно, можно пред-
положить, что СК будет способствовать повыше-
нию устойчивости растений и к дефициту цинка,
однако экспериментальных данных, подтвержда-
ющих это, практически нет.

Цель работы – оценка влияния предпосевной
обработки семян СК на устойчивость растений
ячменя в условиях недостатка цинка в субстрате
на основании изучения ряда показателей роста и
фотосинтетического аппарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использова-
ли растения ярового ячменя (Hordeum vulgare L.)
сорта Нур. Для выбора оптимальной концентра-
ции СК был проведен предварительный опыт, в
ходе которого семена ячменя замачивали на 24 ч в
растворе СК с концентрацией 1, 10, 100, 300, 500
или 700 мкМ. Затем семена отмывали от СК, пе-
реносили в чашки Петри с дистиллированной во-
дой и выдерживали в темноте при температуре
22°С 6 сут. В качестве контроля использовали рас-
тения, которые на протяжении всего опыта инку-
бировали в дистиллированной воде. Определяли
энергию прорастания и всхожесть семян, а также
анализировали влияние СК на начальный рост
проростков. Для изучения биометрических пока-
зателей использовали корни растений, поскольку
они более чувствительны к обработке экзогенны-
ми соединениями, включая фитогормоны. Кон-
центрация СК, оказывающая наибольший стиму-
лирующий эффект на изученные показатели, бы-
ла использована для дальнейших исследований.

Для исследования влияния обработки семян
СК на рост и фотосинтетический аппарат (ФСА)
у растений ячменя, часть семян предварительно
подвергалась обработке СК (24 ч на растворе с
10 мкМ СК; вариант опыта “СК”), часть остава-
лась необработанной (24 ч на дистиллированной
воде; вариант опыта “без СК”). Проклюнувшиеся
семена высаживали в сосуды с отмытым от при-
месей и прокаленным песком. Плотность посева
составляла 12 растений на сосуд. Опыт проводили
в вегетационных условиях. При этом часть расте-
ний на протяжении всего эксперимента поливали
питательным раствором Хогланда-Арнона с опти-
мальной концентрацией цинка (2 мкМ) (Zn+ (кон-
троль)), тогда как другую часть – питательным рас-
твором без добавления соли цинка (Zn- (опыт)).

Анализ растений проводили спустя 30 сут. после
посева. Эффект предобработки семян СК оценива-
ли по изменению показателей роста (длина корня,

высота побега, их сырая и сухая биомасса, длина и
площадь четвертого листа) и ФСА (содержание
фотосинтетических пигментов, потенциальная эф-
фективность квантового выхода ФС II (Fv/Fm),
устьичная проводимость, интенсивность фото-
синтеза и транспирации). Определяли оводнен-
ность тканей побега, а также содержание цинка в
корнях и побегах растений.

Энергию прорастания и всхожесть семян опре-
деляли на третьи и седьмые сутки, соответствен-
но, согласно ГОСТ 12038-84 [22].

Площадь (см2) листа определяли по формуле
S = 2/3 × l × d, где l – длина листовой пластинки,
d – ширина листовой пластинки [23].

Для оценки накопления сырой и сухой био-
массы растений их извлекали из песка, корни от-
деляли от побегов и очищали от частиц песка.
Надземные и подземные органы растений взве-
шивали на весах сразу после отбора (сырая био-
масса) и после высушивания при 105°С до посто-
янного веса (сухая биомасса).

Суммарное содержание хлорофиллов оцени-
вали с помощью измерителя уровня хлорофилла
SPAD 502 Plus (“Konica Minolta”, Япония) и вы-
ражали в условных единицах SPAD. Потенциаль-
ный квантовый выход фотохимической активности
ФС II (Fv/Fm) измеряли после 20-мин. темновой
адаптации листьев с использованием анализатора
фотосинтеза с импульсно-модулированным осве-
щением MINI-PAM (“Walz”, Германия).

Интенсивность фотосинтеза, транспирации и
устьичную проводимость измеряли с использова-
нием портативной системы для исследования СО2-
газообмена и водяных паров HСM-1000 (“Walz”,
Германия), соединенной с листовой камерой в кон-
тролируемых условиях освещенности, температу-
ры и влажности воздуха.

Оводненность тканей корня и побега рассчи-
тывали по формуле: оводненность = [(сырая мас-
са – сухая масса)/сырая масса] × 100%.

Содержание цинка в корнях и побегах расте-
ний определяли ICP-MS методом с использова-
нием масс-спектрометра с индуцированной плаз-
мой (“Thermo Fisher Scientific”, Германия) по
стандартной методике [24]. Представленные в
таблице 4 значения являются результатом анали-
за смешанной пробы (n = 12).

Измерения параметров ФСА проводили на
четвертом от основания побега листе – самом мо-
лодом из полностью закончивших рост.

Статистический анализ. При изучении мор-
фометрических показателей анализировали по
12 растений каждого варианта. Биологическая
повторность для физиологических параметров
была 5-кратной. На рисунках и в таблицах приве-
дены средние величины и их стандартные ошиб-
ки. Статистическую обработку данных осуществ-
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ляли с использованием пакета статистического
анализа в Microsoft Office Excel 2007 и PAST 4.0.
Статистически значимо различающиеся вели-
чины каждого показателя (при Р < 0.05) на ри-
сунках и в таблицах обозначены разными ла-
тинскими буквами.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние разных концентраций СК на энергию 
прорастания, всхожесть семян и начальный 

рост корня растений ячменя

В предварительных опытах было исследовано
влияние суточной обработки СК в разных кон-
центрациях (в диапазоне от 1 до 700 мкМ) на
энергию прорастания и всхожесть семян ячменя,
а также на начальный рост проростков. Установ-
лено, что обработка семян СК в концентрациях 1,
10, 100 и 300 мкМ не оказывает влияния на энер-
гию прорастания и всхожесть семян, тогда как
повышение концентрации СК до 500 и 700 мкМ
приводит к снижению этих показателей по отно-
шению к контролю (табл. 1).

Обнаружено также, что СК в низких концен-
трациях либо не влияет на рост корня (1 мкМ),

либо оказывает стимулирующее действие на изу-
ченные ростовые показатели (10 и 100 мкМ), то-
гда как при использовании ее высоких концен-
траций (300, 500 и 700 мкМ) рост подземной части
растений тормозится (табл. 1). Сравнение двух
стимулирующих концентраций выявило более
ранний (на третьи сутки) и более ярко выражен-
ный эффект от применения СК в концентрации
10 мкМ. На основании полученных результатов
для дальнейших исследований использовалась
концентрация СК 10 мкМ.

Влияние обработки семян СК (10 мкМ)
на рост и ФСА растений ячменя

Проведенные исследования позволили уста-
новить, что недостаток цинка в субстрате не ока-
зывает негативного влияния на рост корней рас-
тений, семена которых перед посевом не были
обработаны СК (вариант “без СК”). Так, в част-
ности, у опытных растений (Zn-) длина корня и
его сырая и сухая биомассы не снижались по от-
ношению к контролю (Zn+). При этом показате-
ли роста побега (высота, сырая и сухая биомассы
побега) в этих условиях заметно уменьшались
(табл. 2). Растения, выращенные из обработан-

Таблица 1. Влияние разных концентраций СК на энергию прорастания, всхожесть семян, длину корня и его
сухую биомассу у растений ячменя сорта Нур

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между вариантами в пределах каж-
дого столбца при P < 0.05.

Концентрация 
СК, мкМ

Энергия 
прорастания, %

Всхожесть семян, 
%

Длина корня, см Биомасса корня 
на 7 сут., мг3 сут. 7 сут.

0 (контроль) 84 ± 2.19ab 83 ± 3.21ab 6.42 ± 0.08b 12.83 ± 0.21bc 6.22 ± 0.29bc

1 83 ± 1.00ab 82 ± 0.88b 6.59 ± 0.08ab 13.36 ± 0.20ab 6.94 ± 0.23ab

10 84 ± 1.53ab 84 ± 0.58ab 6.74 ± 0.07a 13.68 ± 0.26a 7.12 ± 0.23a

100 87 ± 3.61a 89 ± 1.00a 6.46 ± 0.07b 13.69 ± 0.23a 6.88 ± 0.35ab

300 83 ± 1.86ab 80 ± 2.08bc 6.11 ± 0.07c 12.43 ± 0.24c 5.83 ± 0.28c

500 77 ± 4.58bc 74 ± 5.36cd 5.61 ± 0.07d 11.55 ± 0.28d 4.92 ± 0.32d

700 71 ± 4.70c 68 ± 5.84d 4.69 ± 0.06e 11.64 ± 0.22d 4.89 ± 0.28d

Таблица 2. Влияние предпосевной обработки семян СК (10 мкМ) на рост растений ячменя сорта Нур

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между вариантами в пределах каж-
дого показателя при P < 0.05.

Показатель

Вариант

без СК СК

Zn+ (контроль) Zn- (опыт) Zn+ (контроль) Zn- (опыт)

Длина корня, см 10.13 ± 0.49c 14.44 ± 0.69a 9.40 ± 0.55c 11.82 ± 0.56b

Сырая биомасса корней, мг 476.92 ± 42.34b 638.10 ± 61.33a 584.25 ± 50.19ab 694.75 ± 75.27a

Сухая биомасса корней, мг 65.66 ± 7.59b 83.84 ± 11.54ab 85.34 ± 8.26ab 99.32 ± 11.85a

Высота побега, см 31.86 ± 0.88a 29.04 ± 0.95b 31.54 ± 0.58a 31.70 ± 0.66a

Сырая биомасса побега, мг 1131.12 ± 80.27a 853.95 ± 71.23b 1175.49 ± 85.23a 1137.64 ± 93.98a

Сухая биомасса побега, мг 191.86 ± 14.99ab 148.11 ± 14.06b 192.16 ± 13.31a 196.19 ± 15.41a
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ных СК семян (вариант “СК”), оказались более
устойчивыми к недостатку цинка, о чем свиде-
тельствует отсутствие уменьшения (по сравне-
нию с оптимальным содержанием цинка) показа-
телей роста корня и побега.

Помимо замедления линейного роста побега, у
растений в варианте “без СК” при недостатке
цинка в корнеобитаемой среде было отмечено
уменьшение (по сравнению с оптимальным уров-
нем металла) длины и площади листовой пла-
стинки четвертого (самого молодого из полно-
стью развернувшихся) листа (рис. 1). В отличие от
этого, у растений варианта “СК” в условиях де-
фицита металла значимого снижения этих пока-
зателей не наблюдалось (рис. 1). Более того, дли-
на листа у опытных растений (Zn-) была даже не-
сколько больше, чем у контрольных (Zn+).

Отрицательного влияния недостатка цинка в
субстрате на содержание хлорофиллов не наблю-
далось ни в одном из вариантов опыта (табл. 3).
Не было различий между вариантами и в величи-
не показателя Fv/Fm, характеризующего кванто-
вую эффективность фотосинтеза, что свидетель-
ствует об отсутствии изменений в ФС II (табл. 3).

Известно, что скорость фотосинтеза у расте-
ний в стрессовых условиях во многом зависит от

степени открытия устьичной щели. В наших опы-
тах при недостатке цинка в субстрате у растений,
чьи семена не были обработаны СК, устьичная
проводимость возрастала (по сравнению с кон-
тролем) (рис. 2а), при этом скорость фотосинтеза
сохранялась на уровне контроля (рис. 2б). В вари-
анте с предобработкой семян СК устьичная про-
водимость оказалась гораздо выше, чем в вариан-
те “без СК”, причем как в оптимальных условиях
минерального питания, так и при недостатке цинка
(рис. 2а). При этом у опытных растений (Zn-) на-
блюдалось и некоторое увеличение скорости фо-
тосинтеза (рис. 2б).

Ярко выраженного изменения интенсивности
транспирации при недостатке цинка в корнеоби-
таемой среде по сравнению с его оптимальным со-
держанием в субстрате выявлено не было (рис. 3а).
Однако у растений, чьи семена были обработаны
СК, скорость этого процесса оказалась гораздо вы-
ше, чем у необработанных растений, причем как в
стрессовых, так и в оптимальных условиях. Изме-
нения оводненности тканей побега при этом не
наблюдалось (рис. 3б).

Рис. 1. Влияние предпосевной обработки семян СК
(10 мкМ) на длину (а) и площадь (б) четвертого листа
у растений ячменя сорта Нур. Варианты: 1 – Zn+
(контроль); 2 – Zn- (опыт); без СК – семена не были
обработаны СК; СК – семена были обработаны СК.
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Рис. 2. Влияние предпосевной обработки семян СК
(10 мкМ) на устьичную проводимость (а) и интенсив-
ность фотосинтеза (б) у растений ячменя сорта Нур.
Варианты: 1 – Zn+ (контроль); 2 – Zn- (опыт); без
СК – семена не были обработаны СК; СК – семена
были обработаны СК.
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Влияние обработки семян СК (10 мкМ) 
на содержание цинка в органах растений ячменя

Химический анализ показал, что при недо-
статке цинка в субстрате содержание цинка в кор-
нях и побегах растений ячменя заметно снижает-
ся (табл. 4). Обработка семян СК способствовала
увеличению содержания металла в органах как в
контрольном (Zn+), так и в опытном варианте
(Zn-). В частности, содержание цинка в корнях и
побегах растений варианта “СК” в оптимальных
условиях минерального питания оказалось более,
чем 2.5 и 3 раза выше, соответственно, чем у рас-
тений варианта “без СК”, а при недостатке цинка
в корнеобитаемой среде – в 2.4 и 1.9 раза выше,
соответственно (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время регуляторы роста природ-
ного и синтетического происхождения широко
используются для повышения стрессоустойчиво-
сти и продуктивности растений [11, 25, 26]. При
этом показано, что их эффективность зависит от
целого ряда факторов, в том числе концентрации,
способа и продолжительности обработки, а также
вида растения и фазы его развития [11]. К настоя-
щему времени накоплена обширная информация
о влиянии экзогенной СК на реакцию растений
на действие неблагоприятных факторов биотиче-
ской и абиотической природы, которая обобщена
в целом ряде обзорных статей и монографий [8–
11, 13, 14, 27]. В частности, выявлено, что это фе-
нольное соединение повышает устойчивость рас-
тений к засолению, засухе, неблагоприятным тем-

Рис. 3. Влияние предпосевной обработки семян СК
(10 мкМ) на интенсивность транспирации (а) и овод-
ненность тканей побега (б) у растений ячменя сорта
Нур. Варианты: 1 – Zn+ (контроль); 2 – Zn- (опыт);
без СК – семена не были обработаны СК; СК – семе-
на были обработаны СК.

0

20

40

60

80

100

без СК СК
Вариант

О
во

дн
ен

но
ст

ь,
 %

0.0

0.4

0.8

1.2

без СК СК

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 т

ра
нс

пи
ра

ци
и,

м
м

ол
ь/

(м
2  с

) 1

1

2

2

b b a a

a a a a

(a)

(б)

Таблица 3. Влияние предпосевной обработки семян СК (10 мкМ) на содержание хлорофиллов и потенциальный
квантовый выход ФС II (Fv/Fm) у растений ячменя сорта Нур

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между вариантами в пределах каж-
дого показателя при P < 0.05.

Показатель

Вариант

без СК СК

Zn+ (контроль) Zn- (опыт) Zn+ (контроль) Zn- (опыт)

Содержание хлорофиллов, у.е. SPAD 42.62 ± 0.86a 42.53 ± 1.00a 43.61 ± 0.81a 42.73 ± 0.69a

Fv/Fm 0.822 ± 0.002a 0.819 ± 0.002ab 0.819 ± 0.002ab 0.811 ± 0.004b

Таблица 4. Влияние предпосевной обработки семян СК (10 мкМ) на содержание цинка (ppm) в корнях и побегах
ячменя сорта Нур

Вариант
Корень Побег

Zn+ (контроль) Zn- (опыт) Zn+ (контроль) Zn- (опыт)

Без СК 49.39 ± 7.13 28.05 ± 5.66 31.61 ± 4.82 17.09 ± 2.83
СК 126.67 ± 17.10 66.55 ± 9.36 95.15 ± 13.18 33.36 ± 6.35



256

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

ИГНАТЕНКО и др.

пературам, высоким концентрациям тяжелых ме-
таллов, воздействию УФ и др. Участие же СК в
адаптации растений к нарушению минерального
питания, в том числе к недостатку цинка в корне-
обитаемой среде, изучено крайне слабо.

В настоящем исследовании для изучения вли-
яния СК на растения ячменя, находящиеся в
условиях недостатка цинка в субстрате, исполь-
зовалось предпосевное замачивание семян в рас-
творе фитогормона. Судя по литературным дан-
ным, этот метод позволяет улучшить прорастание
и всхожесть семян, а также способствует повыше-
нию устойчивости растений к биотическим и абио-
тическим стрессорам [9, 11, 14, 19, 27, 28]. Немало-
важно и то, что этот метод считают экономически
выгодным и экологически безопасным [26]. Однако
использование метода предпосевной обработки се-
мян требует подбора оптимальной концентрации
СК, которая различна для каждого конкретного ви-
да (и даже сорта). Проведенные нами предваритель-
ные опыты позволили установить, что наибольший
стимулирующий эффект на прорастание, всхо-
жесть семян и начальный рост проростков ячме-
ня сорта Нур оказывала суточная обработка СК в
концентрации 10 мкМ, которая и была использо-
вана в дальнейших исследованиях.

Опыты показали, что при недостатке цинка в
субстрате у растений ячменя в варианте “без СК”
заметно снижались (по сравнению с оптималь-
ным уровнем минерального питания) высота по-
бега, его биомасса и площадь листа. Торможение
роста растений при их выращивании в условиях
дефицита цинка – хорошо известно и может быть
связано с замедлением деления, растяжения и диф-
ференциации клеток [29], нарушением синтеза
белков, углеводного и липидного обмена [6], из-
менением гормонального баланса [3], замедлени-
ем фотосинтетических процессов [30], поврежде-
нием структуры клеточных мембран [6, 30] и др.
Обработка семян СК оказывала защитное дей-
ствие на растения ячменя в стрессовых условиях,
что проявлялось в поддержании процессов роста.
Это согласуется с данными литературы. Так, на-
пример, ростстимулирующий эффект СК выяв-
лен у ряда злаковых культур – у пшеницы при
воздействии засухи [31], у ячменя – при засоле-
нии [32] и у риса – при обработке кадмием [33].
Активизация роста может быть обусловлена по-
ложительным влиянием СК на процесс деления
клеток, что связано, например, с увеличением
экспрессии ряда генов, участвующих в регуляции
фаз клеточного цикла [34], с усилением фотосин-
тетической активности [10] и транспорта ассими-
лятов по тканям и органам растения [9]. Кроме
того, обнаружено, что действие СК на рост расте-
ний может быть опосредовано ее влиянием на
синтез, метаболизм и транспорт других фитогор-
монов, контролирующих рост, в частности, аук-
синов [11].

Отрицательный эффект дефицита цинка на рост
и развитие растений обычно объясняют замедлени-
ем фотосинтетических процессов. В частности, в
этих условиях отмечено уменьшение содержания
хлорофиллов, нарушение протекания реакций све-
товой и темновой фаз фотосинтеза, снижение
устьичной проводимости и замедление скорости
ассимиляции углерода [30, 35]. Однако в наших
опытах при недостатке цинка в корнеобитаемой
среде скорость фотосинтеза у растений, чьи семе-
на не были обработаны СК, не снижалась, что, от-
части, было связано с поддержанием уровня фото-
синтетических пигментов, отсутствием нарушений
в ФС II, а также увеличением устьичной проводи-
мости. У растений варианта “СК” в этих условиях
скорость фотосинтеза возрастала. Как показы-
вают исследования, повышение интенсивности
этого процесса после применения СК может быть
обусловлено рядом причин, а именно, увеличени-
ем устьичной проводимости, уровня фотосинте-
тических пигментов, скорости транспорта элек-
тронов и активности ферментов темновых реакций
фотосинтеза. Так, например, замачивание семян
кукурузы в СК способствовало тому, что в усло-
виях избытка кадмия у растений на более высо-
ком уровне (по сравнению с контролем) поддер-
живалось содержание хлорофиллов, а также
скорость ассимиляции CO2, что было связано с
двукратным повышением активности РУБИСКО и
фосфоенолпируваткарбоксилазы [28, 36]. Обра-
ботка проростков риса способствовала повыше-
нию фотохимической активности фотосистем и
увеличению потока электронов от QA к пластохи-
нону, что существенно уменьшало негативное
действие ионов тяжелых металлов на ФСА расте-
ний [33]. Нельзя не учитывать и участие СК в под-
держании целостности мембран, в том числе
мембран тилакоидов, что также обеспечивает со-
хранение необходимой интенсивности фотосин-
тетических процессов в неблагоприятных усло-
виях окружающей среды [33].

О влиянии недостатка цинка на водный обмен
растений сведений крайне мало. В основном ука-
зывается, что при ярко выраженном его дефиците
замедляется интенсивность транспирации, что в
значительной степени связано с частичным закры-
тием устьичной щели [35]. Что же касается сведе-
ний об изменении этого процесса в ответ на обра-
ботку СК, то они довольно противоречивы. Ряд ав-
торов указывает на уменьшение интенсивности
транспирации и закрытие устьиц при воздействии
на растения СК [9, 37], тогда как другие, наоборот,
наблюдали ее увеличение [38, 39]. В наших опытах
недостаток цинка в субстрате не вызывал суще-
ственного изменения интенсивности транспира-
ции в варианте “без СК”, тогда как у растений ва-
рианта “СК” отмечалось значительное повышение
скорости транспирации, причем как в оптималь-
ных условиях (Zn+), так и в стрессовых (Zn-).
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Полученные нами данные по содержанию цин-
ка в органах растений свидетельствуют о том, что
обработка семян СК способствует усилению по-
глощения цинка корнями и его перемещения в по-
беги. Возможно, именно этим объясняется стиму-
лирующий эффект СК на ряд показателей ФСА.
Ранее уже указывалось положительное воздей-
ствие СК на поступление элементов минерального
питания в растения. Например, у растений кукуру-
зы, подвергнутых засолению, при применении СК
увеличивалось содержание Cu и Mn, что, по край-
ней мере, отчасти, оказывало положительное влия-
ние на рост растений и накопление ими сухого ве-
щества [19]. Обработка СК арахиса, выращиваемо-
го при недостатке железа в субстрате, вызывала
увеличение его содержания в листьях и корнях [17],
а у растений риса, испытывающих дефицит фос-
фора, СК способствовала повышению уровня это-
го элемента в ксилеме и усиливала экспрессию ге-
нов транспортеров, осуществляющих его переме-
щение из корней в побеги [15]. Показано также,
что обработка СК (замачивание семян или опрыс-
кивание растений) в условиях дефицита железа
или засоления увеличивала содержание цинка в
листьях или корнях кукурузы [19], арахиса [17] и
огурца [40]. Однако механизмы положительного
влияния СК на поглощение и транспорт микро-
элементов не до конца изучены.

Таким образом, предпосевная обработка се-
мян СК повышает устойчивость растений ячменя
к недостатку цинка в корнеобитаемой среде. Во
многом это связано с повышением содержания
цинка в корнях и побегах растений, что способ-
ствует более активному протеканию фотосинте-
тических процессов и, как следствие, поддержа-
нию роста и накоплению биомассы в этих усло-
виях. Полученные результаты свидетельствуют о
возможности и перспективности применения
предпосевной обработки семян СК для выращи-
вания растений ячменя в условиях недостатка
цинка в корнеобитаемой среде.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
(проект № 22-26-00168, https://rscf.ru/projent/22-
26-00168/). В работе использовано оборудование
Центра коллективного пользования Федерально-
го исследовательского центра “Карельский науч-
ный центр Российской академии наук”.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит каких-либо
исследований с участием людей и животных в ка-
честве объектов исследований.
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Изучено влияние засухи на растения Triticum aestivum L., Zea mays L., Pisum sativum L., Brоmopsis in-
еrmis L., инокулированные эндофитными штаммами бактерий B. subtilis. Показано, что обработка
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их рост, подавляет развитие окислительного стресса. Обработка растений изученными эндофитны-
ми штаммами B. subtilis, способными проявлять антистрессовый эффект и усиливать активность ан-
тиоксидантной системы может быть использована для выращивания сельскохозяйственных куль-
тур в засушливых условиях.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди абиотических стрессов дефицит воды

рассматривается как один из наиболее тяжелых
факторов, препятствующих росту и развитию
различных растений. Прогнозируется, что засуха
станет в ближайшие годы распространенным яв-
лением во многих регионах мира из-за уменьше-
ния количества осадков и увеличения испарения
воды вследствие глобального изменения климата
[1, 2]. Воздействие засухи сильно сказывается на
сельском хозяйстве, так как независимо от видов
выращиваемых культурных растений, их качество и
урожайность напрямую зависят от наличия влаги в
почве. Ситуация усугубляется истощением доступ-
ных водных ресурсов и увеличением спроса на про-
довольствие из-за роста населения [1–3].

Последствия засухи проявляются у растений
на морфологическом, физиологическом, биохи-
мическом и молекулярном уровнях. Засуха влия-
ет на все фенологические стадии роста растений.
Семена не могут прорастать при недостатке воды,
поскольку для прорастания семян требуется до-
статочное ее количество. Деление и удлинение
клеток – систематические процессы, протекающие
одновременно с ростом растений, затормаживают-
ся при нехватке воды. Стресс, возникающий при
засухе, значительно уменьшает урожайность важ-
ных сельскохозяйственных культур [1, 2].

Одной из первых реакций растения на засуху
является закрытие устьиц и уменьшение концен-
трации СО2, подавление фотосинтеза, что потен-
циально может привести к гибели растительного
организма при сильном стрессе [4–6]. Длитель-
ное воздействие засухи разрушает хлоропласты и
гранулы крахмала, что напрямую влияет на фотохи-
мическую активность и снижает скорость транспи-
рации растения [3, 5, 7].

Дефицит воды влияет на усвоение корнями
минеральных веществ, таких как азот, фосфор,
кремний, кальций, магний и др., их транспорти-
ровку к побегам, что может привести к снижению
роста и развития [7].

В условиях засухи в растениях происходят
глубокие изменения в обмене веществ, резко
увеличивается образование активных форм кис-
лорода (АФК), таких как супероксидные радика-
лы, перекись водорода и гидроксильные радикалы,
что приводит к окислительному стрессу [3, 5, 8].
При высоких концентрациях АФК происходит пе-
рекисное окисление липидов, разрушение мем-
бран, деградация белков, липидов и нуклеиновых
кислот [8].

Негативные последствия абиотических стрес-
сов, в частности засухи, могут быть успешно
преодолены ростостимулирующими бактериями
(PGPB), естественными обитателями ризосферы

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



260

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

КУРАМШИНА, ХАЙРУЛЛИН

растений. Большинство таких бактерий обладают
способностью улучшать рост и повышать продук-
тивность с.-х. культур благодаря активации син-
теза в растительных клетках аминокислот и фито-
гормонов, фиксации азота, а также увеличению до-
ступного количества минеральных веществ [7, 8].
Использование PGPB в качестве биоудобрений
представляет собой дешевый и экологически чи-
стый способ стимуляции роста и развития расте-
ний в условиях засухи, что позволяет отнести та-
кие микроорганизмы к важным и необходимым
инструментам в растениеводстве [7, 8].

Важным фактором эффективности примене-
ния ростостимулирующих бактерий является их
способность колонизировать различные виды
сельскохозяйственных культур [7]. В связи с этим
целью работы являлось изучение влияния эндо-
фитных штаммов бактерий B. subtilis 26Д и 11ВМ
на засухоустойчивость растений Triticum aestivum L.,
Zea mays L., Pisum sativum L., Brоmopsis inеrmis L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектами исследова-

ния служили яровая мягкая пшеница (Triticum aes-
tivum L.) сорта Омская 35, кукуруза (Zea mays L.)
сорта РИК-340, горох (Pisum sativum L.) сорта Чиш-
минский 95, кострец безостый (Brоmopsis inеrmis L.).
Эксперименты проводили в лабораторных усло-
виях. Семена перед посевом промывали в мыль-
ной воде, стерилизовали 96%-ым этанолом в те-
чение 1 мин, трижды ополаскивали в дистилли-
рованной воде, подсушивали [9].

В экспериментах использовали бактерии B. sub-
tilis штамма 26Д (коллекция ВНИИСХМ, №128) и
штамма 11ВМ (ВНИИСХМ, №519). Семена обра-
батывали в ламинарном боксе 20-часовой культу-
рой бактерий, выращенной на мясопептонном
агаре при +37°С. Клетки бактерий отмывали рас-
твором 0.001 М KCl. Суспензию клеток доводили до
необходимой концентрации по оптической плот-
ности. Расход бактериальной суспензии (106 кл/мл)
составлял 20 мкл на 1 г семян. Обработанные се-
мена выдерживали в течение часа, затем исполь-
зовали в экспериментах. Контрольные семена об-
рабатывали дистиллированной водой.

Инокулированные и контрольные семена вы-
ращивали в вегетационных сосудах (20 × 20 см)
при температуре 18–20°С при искусственной рав-
номерной освещенности (среднесуточный свето-
вой интеграл 200–250 мкмоль / (м2 с)) и 16-часовом
фотопериоде. В качестве субстрата для выращива-
ния растений использовали чернозем выщелочен-
ный (верхний гумусовый слой).

После посева семян в почву ее поливали ди-
стиллированной водой до влажности 70% от пре-
дельной полевой влагоемкости (ППВ), которую
определяли по ГОСТ 53764-2009 [10]. После по-

явления всходов контрольные растения поливали,
поддерживая исходную влажность. Стресс имити-
ровали уменьшением влажности почвы, при ко-
тором начинали визуально проявляться симпто-
мы увядания листьев. Определение влажности та-
кой почвы выявило значение на уровне 30% от
ППВ. Для биохимических исследований на 30 сут
отбирали только побеги.

Получение экстрактов из растительных тканей.
Побеги растений промывали в дистиллированной
воде, удаляли избыток воды фильтровальной бума-
гой, взвешивали. Растительный материал гомоге-
низировали в 0.1 М К-фосфатном буфере pH 6.0
(при определении пероксидазы) или в Трис-со-
держащем буфере pH 7.8 (при определении ката-
лазы и малонового альдегида) в соотношении на-
веска (г) : экстрагент (мл) – 1 : 10, центрифугиро-
вали 10 мин при 8000 об/мин, центрифугировали
10 мин при 3500 g (СМ-50, “Elmi”, Латвия). Надоса-
дочную жидкость центрифугировали еще 10 мин
при 15300 g и использовали для определения ак-
тивности ферментов и малонового диальдегида.

Определение активности ферментов и содержа-
ния малонового диальдегида. Активность перокси-
дазы оценивали согласно методике Хайруллина с
соавторами, исходя из количества окисленного
ортофенилендиамина (“Sigma”, США) [11], и
определяли по формуле (1):

(1)

где А – активность в единицах; D492 – оптическая
плотность раствора окисленного ортофенилен-
диамина в единицах показания спектрофотомет-
ра; m (мг) – сырая масса растительного материа-
ла; t (с) – время от начала и до остановки реакции
добавлением 0.05 N раствора серной кислоты.

Значение m определяли по формуле (2):

(2)

где М – масса образца растительного материала
для получения экстракта; Vo (мл) – объем образ-
ца, взятого для анализа активности пероксидазы;
Vэ – объем экстракта всей растительной ткани,
взятой в анализ. Соответственно, единица актив-
ности равнялась единице оптической плотности.

Активность каталазы определяли согласно ме-
тодике Королюк с соавторами [12]. Принцип ме-
тода основан на способности перекиси водорода
образовывать с солями молибдена стойкий окра-
шенный комплекс. Активность каталазы опреде-
ляли по формуле, приведенной выше (1), соот-
ветственно измеряя оптическую плотность D при
длине волны 410 нм. Содержание МДА измеряли,
используя метод Costa с соавторами, основанный
на образовании окрашенного комплекса между
МДА и тиобарбитуровой кислотой при нагрева-

= 492/ ), (А D mt

= /( )o эm M V V
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нии [13]. Измерение оптической плотности окра-
шенных растворов проводили на спектрофото-
метре Unico 2800 (“United products and Instru-
ments”, США).

Определение содержания свободного пролина.
Экстракцию и определение свободного пролина
проводили по модифицированной методике Ши-
халеевой с соавт. [14], используя кислый нингид-
риновый реактив, приготовленный без нагрева-
ния (1.25 г нингидрина (“Acros organics”, Бельгия)
растворяли в 30 мл ледяной уксусной кислоты и
20 мл 6 М раствора H3PO4). Навеску свежей листо-
вой пластины (200 мг) заливали 20 мл кипящей ди-
стиллированной воды и выдерживали 10 мин на во-
дяной бане при температуре 100°С. Затем в пробир-
ку заливали 2 мл ледяной уксусной кислоты, 2 мл
нингидринового реактива и добавляли 2 мл приго-
товленного экстракта. Пробы инкубировали 20 мин
на водяной бане при температуре 100°С, после че-
го быстро охлаждали до комнатной температуры
на льду. Измеряли оптическую плотность про-
дуктов реакции при длине волны 520 нм. Содер-
жание пролина рассчитывали с помощью калиб-
ровочной кривой, используя в качестве стандарта
пролин компании “Sigma” (США) [14].

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов осуществляли с
помощью стандартных программ пакета Micro-
soft Office, данные представлены в виде среднего
значения ± стандартное отклонение. Все экспе-
рименты проводили в трех биологических по-
вторностях. Достоверность различий между сред-
ними определяли по критерию Стьюдента при
уровне значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние засухи на рост растений. Исследова-

ния показали, что при нехватке воды угнетается
рост растений, как необработанных, так и обра-
ботанных бактериями. Так, у неинокулированных
бактериями растений пшеницы, костреца, гороха и
кукурузы длина надземной части была меньше на
25.9, 36.8, 54.4 и 36.4%, соответственно, в сравне-
нии с растениями, растущими при нормальном
увлажнении (не испытывающих стресс) (табл. 1, 2).
Биомасса побегов пшеницы, костреца, гороха и
кукурузы при засухе была меньше, чем у кон-
трольных растений на 40.2, 48.8, 15.0 и 50.0% со-
ответственно. Биомасса корней указанных куль-
тур уменьшилась на 48.0, 66.6, 44.7 и 51.6% соот-
ветственно (табл. 1, 2).

При отсутствии стресс-фактора длина надзем-
ной части растений пшеницы, костреца, гороха и
кукурузы, семена которых были инокулированы
клетками бактерий B. subtilis 26Д была больше,
чем у контрольных на 4.3, 12.2, 7.2 и 16.5% соответ-
ственно, а при обработке семян клетками B. subtilis
11ВМ – на 2.8, 30.5, 5.22 и 11.6% соответственно.
Инокуляция семян бактериями положительно
сказывалась и на показателях биомассы побегов и
корней исследованных растений. У обработан-
ных бактериями B. subtilis 26Д растений пшени-
цы, костреца, гороха и кукурузы масса побегов
была больше, чем у необработанных на 19.4, 1.4,
6.5 и 12.8%, масса корней – на 6.0, 13.8, 6.5 и 7.6%
соответственно. Инокуляция семян клетками эн-
дофита B. subtilis 11ВМ увеличивала массу побегов
в сравнении с необработанными указанными вы-
ше растениями, соответственно, на 15.6, 7.5, 4.9 и
12.1%. Масса корней у растений пшеницы, кост-

Таблица 1. Морфометрические показатели растений пшеницы сорта Омская 35 и костреца безостого при разной
влажности почвы.

Вариант
Triticum aestivum L. Bromus inermis L.

70% ППВ 30% ППВ 70% ППВ 30% ППВ

Длина побегов, см
Без обработки 38.9 ± 3.3 28.8 ± 2.2 20.14 ± 2.0 12.7 ± 1.1
B. subtilis 26Д 40.6 ± 2.3 32.3 ± 3.1 22.6 ± 2.3 14.5 ± 1.1
B. subtilis 11 ВМ 40.0 ± 1.9 32.0 ± 3.0 27.2 ± 2.6 16.4 ± 1.3

Масса побега г
Контроль без обработки 26.8 ± 1.9 16.0 ± 0.9 6.6 ± 0.4 3.4 ± 0.7
B. subtilis 26Д 32.0 ± 1.0 18.8 ± 0.07 6.7 ± 0.3 3.6 ± 0.1
B. subtilis 11 ВМ 31.0 ± 0.9 18.3 ± 0.06 7.1 ± 0.3 4.5 ± 0.2

Масса корней, г
Контроль без обработки 5.0 ± 0.3 2.6 ± 0.2 3.6 ± 0.1 1.2 ± 0.1
B. subtilis 26Д 5.3 .± 0.2 3.8 ± 0.05 4.1 ± 0.2 1.5 ± 0.05
B. subtilis 11 ВМ 5.2 ± 0.1 3.9 ± 0.04 5.7 ± 0.1 1.5 ± 0.04
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реца и кукурузы, семена которых были инокули-
рованы этим эндофитом, увеличивалась на 4.0,
58.3 и 3.2% в сравнении с не испытывающими
стресс контрольными растениями, соответствен-
но. Интересно, что масса корней инокулированных
бактериями B. subtilis 11ВМ растений гороха, расту-
щих во влажной почве, была меньше на 2.6% в срав-
нении с необработанными растениями, растущими
в почве с влажностью 70% от ППВ (табл. 1, 2).

В условиях имитации почвенной засухи у об-
работанных бактериями B. subtilis 26Д и 11ВМ
растений пшеницы длина надземной части была
больше, чем у необработанных растений на 12.2 и
11.1%, у костреца безостого – на 14 и 29%, у гороха –
на 40 и 36%, у кукурузы – на 3.9 и 8.8%. Одновре-
менно с этим инокуляция растений бактериями
увеличивала и массу органов. У обработанных
бактериями штаммов 26Д и 11ВМ растений пше-
ницы масса надземной части была больше, чем у
необработанных на 17.5 и 14.3%, у костра безосто-
го – на 5.8 и 32.3%, у гороха – на 5.8 и 3.2%, у куку-
рузы – на 8.5 и 12.8% соответственно (табл. 1, 2).

Масса корней растений, обработанных бакте-
риями B. subtilis 26Д и 11ВМ была больше, чем у
необработанных растений: у пшеницы – на 46.1 и
50%, у костреца – на 25 и 20.8%, у гороха – на 71.4
и 47.6%, у кукурузы – на 13.6% и 27.3% соответ-
ственно (табл. 1, 2).

Влияние засухи на активность антиоксидантных
ферментов и уровень МДА. При имитации засухи
(30% ППВ) активность каталазы в побегах необ-
работанных проростков пшеницы достоверно не
отличалась от показателей необработанных рас-
тений, выросших при оптимальном увлажнении;
у костреца и кукуруза имелась недостоверная в
эксперименте тенденция к увеличению (на 33.3 и

28.5%, соответственно), а у растений гороха уве-
личивалась в 2.1 раза (рис. 1).

Обработка семян бактериями B. subtilis 26Д у
растений пшеницы и костреца способствовала
повышению активности каталазы при оптималь-
ном увлажнении (70% от ППВ), не влияла на этот
показатель у растений кукурузы, а у растений гороха
наблюдалась недостоверная тенденция к снижению
уровня активности. При использовании клеток
штамма 11ВМ активность каталазы в обработанных
и необработанных растениях пшеницы, растущих
на влажной почве, была практически одинаковой, в
то время как в тканях растений других культур до-
стоверно повышалась (у костреца, кукурузы и горо-
ха на 16.5, 62.4, 74.4% соответственно).

В условиях имитации засухи у растений пше-
ницы и кукурузы, обработанных клетками эндо-
фита B. subtilis 26Д активность каталазы увеличи-
валась на 46.5 и 88.8%, соответственно, в сравне-
нии с необработанными растениями, выросшими
также в условиях засухи. Такой же ответ повыше-
ния активности каталазы в условиях засухи про-
являлся у растений пшеницы, инокулированных
клетками штамма 11ВМ. В остальных вариантах
опыта обработка семян костреца, гороха и куку-
рузы бактериями исследованных штаммов при-
водила к падению уровня активности фермента в
тканях инокулированных бактериями растений,
растущими при почвенной засухе, в сравнении с
неинокулированными растениями, также испы-
тывающими стресс (рис. 1).

Активность пероксидазы в тканях побегов рас-
тений, обработанных эндофитом B. subtilis 26Д и
растущих при увлажнении почвы 70% от ППВ до-
стоверно увеличивалась в тканях костреца (на
62.7%), а при использовании клеток штамма 11ВМ

Таблица 2. Влияние обработки семян эндофитами на морфометрические показатели растений гороха и кукуру-
зы при имитации почвенной засухи.

Вариант
Pisum sativum L. Zea mays L.

70% ППВ 30% ППВ 70% ППВ 30% ППВ

Длина побегов, см
Контроль без обработки 40.2 ± 2.2 18.3 ± 1.1 41.2 ± 2.1 26.2 ± 1.2
B. subtilis 26Д 43.1 ± 1.2 25.7 ± 1.9 48.0 ± 1.1 27.2 ± 1.2
B. subtilis 11ВМ 42.3 ± 1.6 24.9 ± 1.8 46.0 ± 1.8 28.5 ± 1.8

Масса побега, г
Контроль без обработки 1.83 ± 0.06 1.55 ± 0.03 1.40 ± 0.10 0.70 ± 0.03
B. subtilis 26Д 1.95 ± 0.05 1.64 ± 0.02 1.58 ± 0.05 0.76 ± 0.02
B. subtilis 11ВМ 1.92 ± 0.09 1.60 ± 0.03 1.57 ± 0.1 0.79 ± 0.09

Масса корня, г
Контроль без обработки 0.38 ± 0.03 0.21 ± 0.01 0.91 ± 0.03 0.44 ± 0.02
B. subtilis 26Д 0.35 ± 0.04 0.36 ± 0.03 0.98 ± 0.02 0.50 ± 0.09
B. subtilis 11ВМ 0.37 ± 0.01 0.31 ± 0.02 0.94 ± 0.04 0.56 ± 0.07
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и в тканях пшеницы, костреца и гороха на 15.0,
91.2 и 14.1% соответственно (рис. 2). Интересно,
что обработка семян кукурузы клетками обоих
штаммов приводила к существенному снижению
уровня активности этого фермента в тканях побе-
гов, в сравнении с контрольными растениями,
растущими во влажной почве.

У инокулированных бактериями B. subtilis 11ВМ
растений пшеницы, костреца и гороха, растущих
в почве с влажностью 30% от ППВ, активность
пероксидазы достоверно увеличивалась на 5.2,
20.3 и 11.1%, в то время как в тканях кукурузы, на-
оборот, достоверно уменьшалась (рис. 2). В усло-
виях засухи обработка семян пшеницы и кукуру-
зы клетками бактерий B. subtilis 26Д не влияла на

активность фермента в тканях побегов в сравне-
нии с контрольными растениями, растущими в
таких же условиях, а при выращивании растений
костреца и кукурузы уровень активности этого
фермента в тканях побегов был ниже, в сравнении с
контрольными культурами, испытывающими ана-
логичный стресс.

Уровень МДА в тканях побегов растений пше-
ницы и костреца, инокулированных бактериями
двух штаммов, и гороха, обработанных клетками
эндофита B. subtilis 26Д, не изменился по сравне-
нию с контрольными необработанными растени-
ями, растущими в почве с влажностью 70% от
ППВ, а у растений кукурузы достоверно был ни-
же, чем в контроле (рис. 3). При инокуляции се-

Рис. 1. Влияние обработки семян клеточной суспензией эндофитных штаммов бактерий на активность каталазы в
побегах 30-дневных растений в условиях засухи: (а) пшеница, (б) кострец, (в) горох, (г) кукуруза. (*) Различия между
показателями обработанных и необработанных бактериями растений при разной степени влажности почвы достоверны
при P ≤ 0.05. 1 – без обработки 70% ППВ; 2 – B. subtilis 26Д 70% ППВ; 3 – B. subtilis 11ВМ 70% ППВ; 4 – без обработки
30% ППВ; 5 – B. subtilis 26Д 30% ППВ; 6 – B. subtilis 11ВМ 30% ППВ.
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мян гороха клетками эндофита B. subtilis 11ВМ со-
держание МДА в тканях надземной части растений
статистически значимо повысилось по отношению
к таковому неинокулированных растений.

При действии почвенной засухи содержание
МДА повышалось в тканях побегов как необрабо-
танных, так и инокулированных бактериями рас-
тений пшеницы и гороха, в сравнении с показате-
лями в тканях культур, растущих в контрольной
почве (70% влажности от ППВ), соответственно.
Однако по сравнению с неинокулированными рас-
тениями, растущими в условиях засухи, содержа-
ние МДА в тканях инокулированных эндофитами
обоих штаммов было меньше. В условиях почвен-
ной засухи уровень МДА повышался также в тка-

нях необработанных растений костреца и гороха,
в сравнении с необработанными культурами рас-
тущими в контрольной почве. При этом инокуля-
ция семян этих растений клетками как бактерий
B. subtilis 26Д, так и 11ВМ способствовала сниже-
нию уровня МДА в сравнении с необработанны-
ми растениями, подвергнутых действию стресса.

Влияние стресса на уровень пролина. Содержа-
ние пролина в побегах инокулированных клетка-
ми B. subtilis штамма 26Д или 11ВМ растений
пшеницы, растущих как во влажной почве, так и
при дефиците влаги было больше в сравнении с
неинокулированными (рис. 4). В условиях засухи
это превышение было больше, в сравнении с ана-
логичным показателем в тканях растений, расту-

Рис. 2. Изменения активности пероксидазы в побегах 30-дневных растений в условиях имитации засухи:
(а) пшеница, (б) кострец, (в) горох, (г) кукуруза. (*) Различия между показателями обработанных и необработанных
бактериями растений при разной степени влажности почвы достоверны при P ≤ 0.05. 1 – без обработки 70% ППВ;
2 – B. subtilis 26Д 70% ППВ; 3 – B. subtilis 11ВМ 70% ППВ; 4 – без обработки 30% ППВ; 5 – B. subtilis 26Д 30% ППВ;
6 – B. subtilis 11ВМ 30% ППВ.
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щих в контрольной почве. При действии засухи
содержание пролина практически не менялось в
контрольных, необработанных бактериями тка-
нях побегов костреца в сравнении с растениями,
растущими в контрольной почве. В стрессовых
условиях содержание пролина в тканях обрабо-
танных бактериями растений достоверно увели-
чивалось в сравнении с необработанными, вы-
росшими также в условиях почвенной засухи. Об-
работка семян гороха клетками бактерий штамма
26Д не влияла на содержание пролина в тканях
надземной части растений, выросших во влажной
почве, а обработка штаммом 11ВМ способствова-
ла достоверному увеличению в сравнении с необ-
работанными растениями. Стресс привел к мно-

гократному увеличению содержания пролина в
тканях побегов как контрольных, необработан-
ных растений, так и инокулированных бацилла-
ми в сравнении с растениями, растущими в почве
влажностью 70% от ППВ. При этом у обработан-
ных бактериями стрессированных растений со-
держание этой аминокислоты было в среднем на
50% больше в сравнении с необработанными. Так
же, как и у растений костреца, при действии засу-
хи содержание пролина практически не менялось
в контрольных необработанных бактериями тка-
нях побегов кукурузы в сравнении с растениями,
растущими в контрольной почве. Аналогичная
картина наблюдалась и при инокуляции растений
эндофитом штамма 26Д. При действии засухи уро-

Рис. 3. Влияние эндофитных штаммов B. subtilis на содержание МДА в побегах 30-дневных растений в условиях засухи:
(а) пшеница, (б) кострец, (в) горох, (г) кукуруза. (*) Различия между показателями обработанных и необработанных
бактериями растений при разной степени влажности почвы достоверны при P ≤ 0.05. 1 – без обработки 70% ППВ;
2 – B. subtilis 26Д 70% ППВ; 3 – B. subtilis 11ВМ 70% ППВ; 4 – без обработки 30% ППВ; 5 – B. subtilis 26Д 30% ППВ;
6 – B. subtilis 11ВМ 30% ППВ.
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вень содержания пролина повышался в тканях по-
бегов кукурузы, обработанных бактериями штамма
11ВМ в сравнении как с контрольными обработан-
ными и не подвергшимися стрессу растениями, так
и со стрессированными необработанными.

Корреляционный анализ выявил, что содер-
жание пролина положительно коррелировало с
длиной побегов (r = 0.8247, P < 0.01), массой побегов
(r = 0.7700, P < 0.01) и корней (r = 0.8985, P < 0.01)
растений, использованных в эксперименте неза-
висимо от их вида.

ОБСУЖДЕНИЕ
Подавление роста и уменьшение биомассы рас-

тений при недостатке воды в почве наблюдалось

как у необработанных, так и у обработанных бак-
териями B. subtilis растений, однако у инокулиро-
ванных эндофитами растений показатели были
больше в сравнении с неинокулированными. Из-
вестно, что бактерии обоих исследованных штам-
мов способны продуцировать различные биоло-
гически активные вещества, в том числе и фито-
гормоны (ИУК), улучшать минеральное питание
растений благодаря растворению фосфатов, что,
вероятно, лежит в основе выявленного нами про-
текторного эффекта этих эндофитов [1–8].

Следует отметить, что несмотря на то, что оба
штамма проявляли антистрессовый эффект на рост
растений, степень ответной реакции по морфомет-
рическим показателям у исследованных культур
была разной, как при действии стресса, так и без

Рис. 4. Содержание пролина в побегах 30-дневных растений в условиях засухи: (а) пшеница, (б) кострец, (в) горох,
(г) кукуруза. (*) Различия между показателями обработанных и необработанных бактериями растений при разной сте-
пени влажности почвы достоверны при P ≤ 0.05. 1 – без обработки 70% ППВ; 2 – B. subtilis 26Д 70% ППВ; 3 – B. subtilis
11ВМ 70% ППВ; 4 – без обработки 30% ППВ; 5 – B. subtilis 26Д 30% ППВ; 6 – B. subtilis 11ВМ 30% ППВ.
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него. Так, при достаточном увлажнении растения
B. inеrmis сильнее отзывались на обработку бакте-
риями штамма 11ВМ, а растения Z. mays были оди-
наково отзывчивы на действия как одного, так и
другого эндофита. В отсутствии стресс-фактора
показатели стимуляции роста растений гороха
были меньше в сравнении с другими культурами,
однако в условиях засухи картина была противо-
положной: разница в длине побегов и биомассы
корней инокулированных бактериями растений
гороха в сравнении с неинокулироваными была
больше относительно аналогичных показателей у
трех остальных культур, при этом стимуляция ро-
ста гороха под влиянием клеток штамма 26Д была
выражена сильнее, чем под действием бактерий
штамма 11ВМ. Эффект влияния обработки семян
на рост растений пшеницы и костреца в условиях
стресса в сравнении с его отсутствием был пример-
но одинаков не зависимо от штамма. Протектор-
ный эффект на рост растений кукурузы в условиях
стресса сильнее проявлялся при обработке семян
бактериями штамма 11ВМ. Эти данные согласу-
ются с ранее сформулированным нами выводом о
видовой (и сортовой) отзывчивости растений на
обработку бактериями [18, 19]. Полученные резуль-
таты помогают определить эффективность бакте-
ризации семян разных видов культур, а также наи-
более подходящие эндофитные штаммы бактерий.

Известно, что засуха, как стрессовый фак-
тор, приводит к накоплению АФК, образующихся,
в основном, в хлоропластах, и, в некоторой степе-
ни, в митохондриях, что вызывает окислитель-
ный стресс, связанный с воздействием на молеку-
лярные и клеточные структуры супероксид-анион
радикала ( ), гидроксильного радикала (OH),
синглетного кислорода (1O2), перекиси водорода
(H2O2) и других соединений. Потеря целостности
и функции клеточной мембраны, как полагают,
непосредственно коррелирует с массовым накоп-
лением АФК при засухе [20, 21]. Детоксифициро-
вать окислительный стресс растения могут раз-
личными антиоксидантами, которые уменьшают
степень окислительного повреждения и придают
засухоустойчивость, например, благодаря акти-
вации таких ферментов, как пероксидаза, катала-
за и др. [20–22]. Известно также, что при слабой и
средней степени засухи активность антиоксидант-
ных систем повышается, а при дальнейшем уве-
личении силы стресса наблюдается уменьшение
активности защитных ферментов [20–24].

Повышение активности каталазы в условиях
засухи наблюдалось в тканях растений пшеницы,
инокулированных бактериями любого из изучен-
ных штаммов, тогда как растения гороха не реаги-
ровали по этому показателю в сравнении с неино-
кулированными. Активность пероксидазы была
выше в стрессированных растениях пшеницы,
костреца и гороха лишь при инокуляции клетка-

−
2O

ми бактерий штамма 11ВМ в сравнении с неино-
кулированными растениями, растущими также в
условиях засухи. Интересно, что обработка семян
кукурузы привела к снижению активности этого
фермента в тканях побегов при стрессе в сравне-
нии с контрольными растениями.

Содержание МДА, являющегося конечным про-
дуктом перекисного окисления липидов клеточных
мембран и одним из важных признаков их повре-
ждения [20–23] при действии стресса, в отсут-
ствии инокуляции семян увеличивалось в тканях
побегов всех исследованных растений. Однотип-
ная общая закономерность меньшего содержания
МДА в тканях стрессированных и инокулирован-
ных растений в сравнении с такими же стресси-
рованными, но неинкулированными растениями
позволяет на основании совокупности указанных
данных сделать вывод об уровне этого соедине-
ния в растительных тканях, как интегрального
показателя, свидетельствующего как о действии
стресса, так и о протекторном эффекте эндофи-
тов, независимо от штамма, а также о повышении
при этом засухоустойчивости, подтвержденной
морфометрическими показателями.

Таким же интегральным показателем протек-
торного эффекта, как и в случае анализа содержа-
ния МДА, может быть количественный уровень
пролина в тканях надземной части растений, ко-
торый при стрессе был выше в побегах всех иссле-
дованных культур, в сравнении с неинокулирован-
ными растениями. Известно, что пролин участвует
в стабилизации белков, мембран и субклеточных
структур при действии стрессов и может служить
фактором уменьшения уровня АФК, что позво-
ляет растениям противостоять засухе [21–23].

Итак, из четырех исследованных биохимиче-
ских показателей содержание МДА и пролина
может служить достаточно четким показателем
для скрининга микробиологических препаратов
на способность повышать устойчивости растений
к обезвоживанию.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных в
качестве объектов исследования.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Bijalwan P., Sharma M., Kaushik P. Review of the effects

of drought stress on plants: a systematic approach // Pre-
prints. 2022. 2022020014. 
https://doi.org/10.20944/preprints202202.0014.v1

2. Wu C., Wang T. Evaluating cumulative drought effect
on global vegetation photosynthesis using numerous
GPP products // Front. Environ. Sci. 2022. V. 10:
908875. 
https://doi.org/10.3389/fenvs.2022.908875

3. Vidal C., González F., Santander C., Pérez R., Gallardo V.,
Santos C., Aponte H., Ruiz A., Cornejo P. Management



268

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

КУРАМШИНА, ХАЙРУЛЛИН

of rhizosphere microbiota and plant production under
drought stress: A Comprehensive Review // Plants.
2022. V. 11: 2437. 
https://doi.org/10.3390/ plants11182437

4. Verma H., Kumar D., Kumar V., Kumari M., Singh S.K.,
Sharma V.K., Droby S., Santoyo G., White J.F., Kumar A.
The potential application of endophytes in management
of stress from drought and salinity in crop plants // Micro-
organisms. 2021. V. 9: 1729. 
https://doi.org/10.3390/ microorganisms9081729

5. Poudel M., Mendes R., Costa L.A.S., Bueno C.G., Meng Y.,
Folimonova S.Y., Garrett KA., Martins S.J. The role of
plant-associated bacteria, fungi, and viruses in drought
stress mitigation // Front. Microbiol. 2021. V. 12: 743512. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.743512

6. Abideen Z., Cardinale M., Zulfiqar F., Koyro H.-W., Ra-
sool S.G., Hessini K., Darbali W., Zhao F., Siddique K.H.M.
Seed endophyte bacteria enhance drought stress toler-
ance in Hordeum vulgare by regulating, physiological
characteristics, antioxidants and minerals uptake //
Front. Plant Sci. 2022. V. 3: 980046. 
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.98004

7. Verma H., Kumar D., Kumar V., Kumari M., Singh S.K.,
Sharma V.K., Droby S., Santoyo G., White J.F., Kumar A.
The potential application of endophytes in management
of stress from drought and salinity in crop plants // Micro-
organisms. 2021. V. 9: 1729. 
https://doi.org/10.3390/ microorganisms9081729

8. Fadiji A.E., Santoyo G., Yadav A.N., Babalola O.O. Ef-
forts towards overcoming drought stress in crops: Revisit-
ing the mechanisms employed by plant growth-promoting
bacteria // Front. Microbiol. 2022. V. 13: 962427. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.96242

9. Bezrukova M.V., Lubyanova A.R., Fatkhutdinova R.A.
The involvement of wheat and common bean lectins in
the control of cell division in the root apical meristems
of various plant species // Russian Journal of Plant
Physiology. 2011. V. 58. P. 174.

10. ГОСТ Р 53764-2009. Качество почвы. Определе-
ние содержания почвенной влаги в виде объем-
ной доли с применением трубок для отбора про-
бы грунта. Гравиметрический метод. Москва:
Стандартинформ, 2010. 6с. https://files.stroy-
inf.ru/Index2/1/4293823/4293823118.htm

11. Khairullin R.M., Yarullina L.G., Troshina N.B.,
Akhmetova I.E. Chitooligosaccharide-induced activa-
tion of o-phenylenediamine oxidation by wheat seed-
lings in the presence of oxalic acid // Biochemistry
(Moscow). 2001. V. 66. P. 286.

12. Королюк М.А., Иванова Л.И., Майорова И.Г., Тока-
рев В.Е. Метод определения активности каталазы //
Лаб. дело. 1988. № 1. С. 16.

13. Costa H., Gallego S.M., Tomaro M.L. Effect of UV-B
radiation on antioxidant defense system in sunflower
cotyledons // Plant Sci. 2002. V. 162. P. 939.

14. Шихалеева Г.Н., Будняк А.К., Шихалеев И.И., Ива-
щенко О.Л. Модифицированная методика опре-

деления пролина в растительных объектах //
Вісник Харківського національного університету
імені В.Н. Каразіна. Серія: біологія. 2014. Вип. 21.
№ 1112. С. 168.

15. Мелентьев А.И. Аэробные спорообразующие бак-
терии Bacillus Cohc в агроэкосистемах. Москва:
Наука, 2007. 147 с.

16. Egorshina A.A., Luk’yantsev M.A., Khairullin R.M.,
Sakhabutdinova A.R. Involvement of phytohormones in
the development of interaction between wheat seedlings
and endophytic Bacillus subtilis strain 11BM // Russian
Journal of Plant Physiology. 2012. V. 59. P. 134.

17. Bogati K., Walczak M. The Impact of Drought Stress on
Soil Microbial Community, Enzyme Activities and
Plants // Agronomy. 2022. V. 12: 189. 
https://doi.org/10.3390/ agronomy12010189

18. Курамшина З.М., Смирнова Ю.В., Хайруллин Р.М. Ви-
довая отзывчивость сельскохозяйственных культур
на инокуляцию семян клетками эндофитных бакте-
рий B. subtilis // Научная жизнь. 2019. Т. 14. С. 279. 
https://doi.org/10.26088/INOВ.2019.91.29682

19. Курамшина З.М., Хайруллин Р.М., Смирнова Ю.В.
Сортовая отзывчивость Тriticum aestivum L. на ино-
куляцию клетками эндофитных штаммов Вacillus
subtilis // Российская сельскохозяйственная наука.
2019. № 6. С. 3. 
https://doi.org/10.31857/S2500-2627201963-6

20. Abdelaal K., AlKahtani M., Attia K., Hafez Y., Király L.,
Künstler A. The role of plant growth-promoting bacteria
in alleviating the adverse effects of drought on plants //
Biology. 2021. V. 10: 520. 
https://doi.org/10.3390/ biology10060520

21. Ebrahimi M., Zamani G.R., Alizadeh Z. Antioxidant ac-
tivity: a strategy for alleviating the effects of drought on
Calendula officinalis L. // European Journal of Medic-
inal Plants. 2016. V. 15. P. 1. https://www.research-
gate.net/publication/305450047

22. Alharbi K., Rashwan E., Hafez E., Omara A.E.-D., Mo-
hamed H.H., Alshaal T. Potassium Humate and Plant
Growth-Promoting Microbes Jointly Mitigate Water
Deficit Stress in Soybean Cultivated in Salt-Affected
Soil // Plants. 2022 V. 11: 3016. https:// doi.org/
https://doi.org/10.3390/plants11223016

23. Cruz C., Cardoso P., Santos J., Matos D., Figueira E. Bi-
oprospecting soil bacteria from arid zones to increase
plant tolerance to drought: growth and biochemical sta-
tus of maize inoculated with plant growth-promoting
bacteria isolated from sal island, cape verde // Plants.
2022. V. 11: 2912. 
https://doi.org/10.3390/plants11212912

24. Zhang L., Zhang W., Li Q., Cui R., Wang Z., Wang Y.,
Zhang Y.-Z., Ding W., Shen X. Deciphering the root en-
dosphere microbiome of the desert plant Alhagi sparsi-
folia for drought resistance-promoting bacteria // Appl.
Environ. Microbiol. 2020. V. 86: e02863-19. 
https://doi.org/10.1128/AEM.02863-19



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 3, с. 269–278

269

ХАРАКТЕРИСТИКА НОВОГО ГАЛОТОЛЕРАНТНОГО АРКТИЧЕСКОГО 
ШТАММА КАРОТИНОГЕННОЙ МИКРОВОДОРОСЛИ 

Halochlorella rubescens NAMSU SBB-20
© 2023 г.   А. А. Зайцеваa, *, Д. А. Бахареваa, П. А. Зайцевa, Е. С. Лобаковаa

aФедеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования 
“Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова”, Москва, Россия

*e-mail: annakublanovskaya@gmail.com
Поступила в редакцию 09.12.2022 г.

После доработки 12.12.2022 г.
Принята к публикации 12.12.2022 г.

Зеленые микроводоросли, способные к накоплению вторичных каротиноидов, являются важней-
шими объектами биотехнологии, а поиск новых штаммов с уникальными свойствами, в частности,
приспособленных к росту при низких температурах и повышенной солености в среде – актуальной
задачей. Штамм микроводоросли NAMSU SBB-20 выделен из альго-бактериальной биопленки, об-
наруженной на побережье Белого моря в зоне литорали на Соловецком архипелаге. Идентифика-
ция штамма показала его принадлежность к виду Halochlorella rubescens P.J.L.Dangeard. Вид H. rubes-
cens впервые описан для акватории Белого моря. В условиях высокой интенсивности света показаны
ультраструктурные изменения клеток, среди которых отмечены деструкция фотосинтетического аппа-
рата, формирование цитоплазматических и хлоропластных липидных включений. Показано, что в
неблагоприятных для роста условиях культура штамма NAMSU SBB-20 способна приобретать
оранжевую окраску. Проведена оценка влияния состава среды и интенсивности освещения на пиг-
ментный состав водоросли. Наибольшие абсолютные значения накопления каротиноидов отмече-
ны при культивировании на свету интенсивностью 150 мкмоль квантов ФАР/м2/с на средах BG-11,
не содержащих источника фосфора (15.66 ± 0.18 мг/л) или азота (15.95 ± 0.56 мг/л). Описанный
штамм обладает биотехнологическим потенциалом ввиду изначальной галотолерантности и накоп-
ления высоких значений вторичных каротиноидов в биомассе.

Ключевые слова: Halochlorella rubescens, арктический регион, каротиногенные микроводоросли, ли-
пидные включения, пигменты, электронная микроскопия
DOI: 10.31857/S0015330322600735, EDN: IBRXKH

ВВЕДЕНИЕ
Микроводоросли (оксигенные фототрофные

микроорганизмы) широко применяются в различ-
ных областях биотехнологии. В первую очередь
они являются продуцентами ряда эссенциальных
для человека и животных веществ, например, ка-
ротиноидов и длинноцепочечных полиненасы-
щенных жирных кислот [1–3]. На данный момент
в промышленности применяются в основном та-
кие виды каротиногенных микроводорослей, как
Haematococcus lacustris (Girod-Chantrans) Rostaf-
inski [2] и Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco [1],
используемые для получения астаксантина и β-ка-
ротина, соответственно. Для штаммов, применяе-
мых в биотехнологии, известны сниженная про-
дуктивность и склонность к контаминации, что
указывает на необходимость поиска новых штам-
мов продуцентов кето-каротиноидов и/или ксан-
тофиллов и подходов к оптимизации процессов их

культивирования (в частности, приводящих к уве-
личению продукции каротиноидов) [3]. Техноло-
гия промышленного культивирования оксиген-
ных фотоавтотрофных микроорганизмов в откры-
тых системах культивирования (прудах высокой
интенсивности культивирования, high rate algal
ponds (HRAPs)) налажена, в основном, в странах с
теплым климатом, таких как Израиль, США (юж-
ные штаты), Индия, Австралия и др. [1]. Темпера-
турные режимы средних и северных широт Рос-
сии не подходят для культивирования известных
на данный момент штаммов микроводорослей в
открытых системах, несмотря на достаточное ко-
личество естественного освещения в северных ре-
гионах в течение полярного дня. Разработка тех-
нологий культивирования штаммов, выделенных
из арктических регионов, в частности с побережья
Белого моря [4] позволит выращивать высокопро-
дуктивные штаммы оксигенных фототрофных
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микроорганизмов в условиях пониженных темпе-
ратур и использовать в качестве среды культиви-
рования морскую воду. Микроводоросль штамма
NAMSU SBB-20 была выделена из зоны литора-
ли побережья Белого моря бухты Благополучия
(о. Большой Соловецкий, Архангельская обл.,
Россия) в 2020 году. Соловецкие острова относят-
ся к Арктическому региону России, средняя годо-
вая температура воздуха на них составляет 1.1°С.

Ранее из Арктического региона (Кандалакш-
ский залив Белого моря) были выделены штаммы
каротиногенных микроводорослей, среди кото-
рых представители рр. Haematococcus, Bracteacoc-
cus и Coelastrella. Показано, что данные штаммы
способны к накоплению как исключительно астак-
сантина (р. Haematococcus), так и смеси данного
пигмента с β-каротином (рр. Bracteacoccus и Coelas-
trella) [4]. Однако представители вида Halochlorel-
la rubescens P.J.L.Dangeard ранее не были обнару-
жены в данном регионе.

Важным элементом биотехнологии получения
пигментов из микроводорослей является индук-
ция в клетках вторичного каротиногенеза. У окси-
генных фототрофных микроорганизмов для этого
традиционно применяют культивирование под
действием стрессовых факторов, таких как высокая
интенсивность света, недостаток элементов мине-
рального питания, изменение температуры или
pH среды, как по отдельности, так и в различных
сочетаниях [3].

Целью данной работы является характеристи-
ка нового арктического штамма микроводоросли
NAMSU SBB-20 и оценка параметров накопле-
ния им каротиноидов в условиях дефицита мине-
рального питания (по азоту и по фосфору) и воз-
действия света высокой интенсивности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение культуры нового штамма 
микроводоросли NAMSU SBB-20 из природы

Штамм микроводоросли NAMSU SBB-20 по-
лучен в 2020 г. из альго-бактериальной биоплен-
ки, содержащейся в водно-грунтовой пробе,
отобранной на Большом Соловецком острове в
бухте Благополучия (65°1′24′′ с.ш. 35°42′21′′ в.д.).
Отбор пробы проводили из зоны средней литора-
ли во время отлива, рядом с трубой, осуществля-
ющей слив сточных вод из поселка Соловецкий
(рис. 2а, б). Выделение штамма осуществляли на
среде BG-11 [5], согласно ранее описанной мето-
дике [4]. Получение аксеничной культуры прово-
дили по методикам, описанным в работе [6].
Штамм был депонирован в коллекцию NAMSU
МГУ имени М.В. Ломоносова.

Таксономическая идентификация 
штамма NAMSU SBB-20

Таксономическую принадлежность микрово-
доросли штамма SBB-20 определяли с помощью
мультилокусного анализа фрагментов генов ри-
булозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы
(rbcL), гена 18S рРНК (18SrRNA) и ядерного рибо-
сомального кластера генов, включающего внутрен-
ние транскрибируемые спейсеры (internal tran-
scribed spacer, ITS) 1 и 2, а также ген 5,8S рРНК
(фрагмент ITS1-5.8SрРНК-ITS2). Для выделения
геномной ДНК осадок клеток микроводоросли
замораживали в жидком азоте в пробирке объе-
мом 1.5 мл (Eppendorf, Германия) с последующей
гомогенизацией с помощью пестика для данных
пробирок. Выделение ДНК из полученного гомо-
гената проводили с помощью набора DNeasy
Plant Pro Kit (QIAGEN, Германия) по протоколу
производителя. Последовательности праймеров
и протоколы ПЦР были использованы из ранее
опубликованных работ [7–9]. Постановку ПЦР,
очистку ПЦР-продуктов и их секвенирование про-
водили в соответствии с процедурой, описанной
ранее [8].

Поиск гомологичных последовательностей про-
водили в базе данных NCBI GenBank при помо-
щи алгоритма парных локальных выравнива-
ний BLAST [10]. Множественное выравнивание
проводили при помощи алгоритма Muscle [11].
Все позиции в нуклеотидной последовательно-
сти, содержащие пропуски, не учитывались. Фи-
логенетические деревья строили в программе
MEGA X [12] с использованием алгоритма макси-
мального правдоподобия (Maximum Likelihood)
[13] и K2+G по модели (2-параметрическая мо-
дель Кимуры с допущением о том, что частоты
нуклеотидных замен подчиняются распределе-
нию Пуассона с параметром формы 5) [14]. По-
строение исходного дерева проводили c помощью
алгоритма “ближайших соседей” (Neighbor-Join-
ing), затем методом обрезки-прививки [15] про-
водили эвристический поиск. Достоверность то-
пологии деревьев проверяли при помощи метода
bootstrap [16] с 1000 повторностей.

Светлопольная микроскопия
Морфологический анализ культуры микрово-

доросли проводили при помощи световой микро-
скопии в светлопольном режиме на микроскопе
Leica DM2500 (LEICA Microsystems, Германия),
снабженном фотокамерой DFC 7000T того же
производителя.

Просвечивающая электронная микроскопия
Ультраструктуру клеток изучали методами про-

свечивающей электронной микроскопии (ПЭМ).
Фиксация и обезвоживание клеток были выпол-
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нены согласно протоколу, описанному в статье
Gorelova с соавт. [17]. Сначала клетки были за-
фиксированы в 2% (масса : объем) растворе глу-
тарового альдегида, приготовленного на 0.1 М бу-
фере какодилата натрия (pH 7.4), при комнатной
температуре в течение получаса. Далее была про-
ведена пост-фиксация клеток в 1% (по массе)
растворе тетраоксида осмия, приготовленного на
том же буфере, в течение 4 ч. Образцы были за-
ключены в эпоксидную смесь Araldite (Sigma-Al-
drich, США). Приготовление полутонких срезов
проводили на ультратоме Leica EM UC7 (Leica
Microsystems, Германия). Срезы были смонтиро-
ваны на медные сеточки для электронной микро-
скопии с ультратонкой подложкой из формвара
(Ted Pella, США). Для изучения ультраструктуры
методом ПЭМ срезы дополнительно были кон-
трастированы раствором цитрата свинца [18].
Изображения были получены на электронном
микроскопе JEM-1011 (JEOL, Япония).

Сканирующая электронная микроскопия

Клеточную поверхность микроводоросли изу-
чали c помощью сканирующей электронной мик-
роскопии (СЭМ). Для этого зафиксированные и
обезвоженные образцы клеток переносили в аце-
тон и высушивали в критической точке CO2 [19] в
сушильной установке HCP-2 (Hitachi, Япония).
Затем поверхность образцов напыляли золотом с
палладием на ионно-напылительной установке
IB Ion Coater (Eiko, Япония) и исследовали в мик-
роскопе JSM-6380LA (JEOL, Япония) при ин-
струментальном увеличении 60-20000х и ускоря-
ющем напряжении 15 кВ [17], в межкафедральной
лаборатории электронной микроскопии биологи-
ческого факультета МГУ.

Оценка влияния факторов стресса 
на пигментный состав

Для оценки влияния состава среды и интен-
сивности освещения на пигментный состав био-
массы культуры проводили культивирование мик-
роводоросли штамма SBB-20 в шести вариантах
комбинации факторов (табл. 1). Были использо-
ваны как стандартная среда BG-11, так и ее моди-
фикации: безазотная среда BG-110 [20] и среда
BG-P, не содержащая источника фосфора, а также
освещение низкой (50 мкмоль квантов ФАР/м2/с)
и высокой (150 мкмоль квантов ФАР/м2/с) ин-
тенсивности. Инкубирование клеток микроводо-
рослей в указанных условиях (табл. 1) проводили
в пластиковых чашках Петри диаметром 10 см, в
которые помещали по 10 мл периодической куль-
туры штамма SBB-20 на 18 сутки роста. Предвари-
тельное культивирование микроводоросли прово-
дили в колбе объемом 750 мл, содержащей 300 мл
среды BG-11, при перемешивании 85 об./мин в
шейкере-инкубаторе New Brunswick Innova 44 (Ep-
pendorf, Германия) и освещении 40 мкмоль фото-
нов/(м2 с) ФАР.

Анализ содержания пигментов во всех про-
бах проводили в экстрактах, полученных путем
инкубирования клеток с диметилсульфоксидом
(ДМСО). Для этого отбирали аликвоты культуры
объемом 1.5 мл. Далее центрифугировали в тече-
ние трех минут на скорости 14200 об./мин на цен-
трифуге Minispin (Eppendorf, Германия), удаляли
супернатант и добавляли к осадку 1.5 мл ДМСО.
Затем проводили инкубирование суспензии при
70°С в течение 5 мин при перемешивании на ор-
битальном термошейкере (800 об./мин), после
центрифугирования (3 мин при максимальной
скорости вращения) удаляли осадок. Далее к рас-
твору добавляли еще 1.5 мл ДМСО и повторяли

Таблица 1. Условия культивирования, применимые в работе для оценки накопления в клетках микроводоросли
вторичных каротиноидов

Примечание: * NaNO3 (1.5 г/л), K2HPO4 (0.04 г/л), MgSO4·7H2O (0.075 г/л), CaCl2·2H2O (0.036 г/л), лимонная кислота
(6 мг/л), цитрат аммонийного железа (6 мг/л), этилендиаминтетраацетат натрия двузамещенный (1 мг/л), Na2CO3 (20 мг/л),
H3BO3 (2.86 мг/л), MnSO4 (1.37 мг/л), ZnSO4·7H2O (0.222 мг/л), (NH4)2MoO4 (0.032 мг/л), CuSO4·5H2O (0.079 мг/л),
Co(NO3)2·6H2O (0.0494 мг/л), dH2О (1 л), pH 7.5.
** среда, не содержащая K2HPO4. 
*** среда, не содержащая NaNO3.

Обозначение Среда культивирования
Интенсивность освещения, 
мкмоль квантов ФАР/м2/с

LL BG-11* 50

LL,-P BG-11 без источника фосфора** 50

LL,-N BG-110 без источника азота*** 50

HL BG-11 150

HL,-P BG-11 без источника фосфора 150

HL,-N BG-110 без источника азота 150
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инкубирование при тех же условиях. Концентра-
ции хлорофиллов a и b, а также суммарную кон-
центрацию каротиноидов в полученных экстрак-
тах определяли спектрофотометрически в стан-
дартных кварцевых кюветах с длиной оптического
пути, равной 1 см. Спектры поглощения в види-
мой и ближней ИК-области (λ = 450–800 нм) ре-
гистрировали на спектрофотометре Agilent Cary
300 UV-Vis (Agilent Technologies, США). Расчеты
концентраций хлорофиллов a и b и суммарной
концентрации каротиноидов в полученных экс-
трактах проводили по уравнениям из работы [21].

Построение графиков, расчет значений стандарт-
ных отклонений проводили в программе Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Таксономическая идентификация 
штамма микроводоросли

Филогенетический анализ полученного штам-
ма микроводоросли проводили по трем локусам:
18SрРНК (рис. 1а), ITS1-5.8S рРНК-ITS2 (рис. 1б) и
rbcL (рис. 1в). Полученные последовательности ис-

Рис. 1. Филогенетические деревья исследуемого штамма микроводоросли по локусам: 18SрРНК (а), ITS1-5.8S
рРНК-ITS2 (б) и rbcL (в), полученные с помощью алгоритма максимального правдоподобия (Maximum likelihood).
Полужирным шрифтом выделен исследуемый штамм. Натуральный логарифм функции правдоподобия дерева с наибо-
лее оптимальной топологией составил: –1368.91 (а); –2582.99 (б); –1907.41 (в). Длина анализируемых последовательно-
стей: 749 (а); 512 (б); 620 (в) нуклеотидов. Перед названием таксона указан идентификатор в базе данных NCBI GenBank.
Числа около узлов показывают, в каком проценте повторностей присутствовал данный элемент топологии при boot-
strap-проверке. Шкала масштаба отражает количество замен, деленное на общее число позиций в выравнивании.
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следуемого штамма по всем локусам кластеризова-
лись с последовательностями, ассоциированными с
видом Halochlorella rubescens (штаммы SAG 5.95,
KNUA042, CCAP 232/1), что позволило отнести
исследуемый штамм к данному виду. Полученные
последовательности ДНК были депонированы в ба-
зу данных NCBI GenBank с присвоением иден-
тификаторов OP810940.1 (18SрРНК), OP810416.1
(ITS1-5.8S рРНК-ITS2), OP819880 (rbcL).

Характеристика стадий жизненного цикла 
штамма и особенностей клеточной организации 

H. rubescens NAMSU SBB-20
В условиях, благоприятных для вегетативного

роста (среда BG-11, интенсивность света 40 мкмоль
ФАР/м2/с), суспензия клеток микроводоросли
имела зеленый цвет. Культура была представлена,
в основном, одиночными сферическими одноядер-
ными клетками диаметром 5–8 мкм (рис. 2в). На-
ряду с одиночными клетками встречались скоп-
ления клеток, не объединенных общей поверхност-
ной структурой, и немногочисленные митотически
делящиеся одиночные клетки (рис. 2в, г). Отмечено
формирование автоспорангиев с 4–8 автоспорами.
Подвижные клетки – зооспоры – не обнаружены.

Поверхность одиночных клеток микроводо-
росли при исследовании методом СЭМ характе-
ризовалась наличием четких борозд, которые схо-
дятся в единую точку на полюсах клетки (рис. 2г).
Вскрытие спорангиев и выход автоспор происхо-
дит за счет растворения части материнской обо-
лочки спорангия.

Клетки H. rubescens, культивируемые на свету
низкой интенсивности, на ультратонких срезах
имели сравнительно развитый фотосинтетический
аппарат, представленный пристенным хлоропла-
стом, в котором выявлялись крахмальные зерна
и, как правило, пиреноид, разделенный пиренои-
дальными тилакоидами на 2 – 4 скорлупки. В ци-
топлазме клеток присутствовало одно ядро, мно-
гочисленные митохондрии и вакуоли с различны-
ми включениями (рис. 2д, е).

Характеристика культуры при росте 
в неблагоприятных условиях

Клетки культуры штамма H. rubescens, выра-
щиваемые в условиях высокой интенсивности
света (HL, см. табл. 1), имели оранжевый отте-
нок (рис. 3а). Спектр экстракта пигментов, выде-
ленных с помощью ДМСО из биомассы микрово-
доросли, культивируемой на свету высокой интен-
сивности и стандартной среде BG-11, представлен
на рис. 3б; в качестве контроля приведен спектр
пигментов из культуры, выращиваемой на среде
BG-11 при освещении низкой интенсивности.
Данный спектр показывает увеличение значений
оптической плотности в сине-зеленой области

спектра для клеток, культивируемых в условиях
повышенной интенсивности света, по сравнению
со спектрами контрольной пробы. Максимумы
на спектре экстрактов пигментов располагались в
области поглощения каротиноидов и приблизи-
тельно соответствовали максимумам поглощения
β-каротина (466 нм) и астаксантина (492 нм).

Анализ ультратонких срезок клеток, выращен-
ных в условиях высокой интенсивности света (HL,
см. табл. 1), показал существенные перестройки.
Практически всю площадь среза клеток занима-
ют липидные включения (олеосомы) пониженной
электронной плотности (рис. 3в). Редко выявля-
лись крахмальные зерна и пластоглобулы, разли-
чимые на срезе как округлые включения более
высокой электронной плотности, расположен-
ные в клетке, по-видимому, в области деградиро-
вавшего фотосинтетического аппарата (рис. 3г).
Интактные хлоропласты отсутствовали.

На 14 сутки культивирования H. rubescens в чаш-
ках Петри в условиях высокой интенсивности света
и недостатка элементов минерального питания,
азота (HL,-N, табл. 1) или фосфора (HL,-P, табл. 1),
отмечено наибольшее значимое изменение цвета
культуры среди шести вариантов условий культи-
вирования (табл. 1) (рис. 4а–е). При продолже-
нии выращивания микроводоросли в тех же чаш-
ках Петри при шести комбинациях факторов со-
става среды и интенсивности света, биомасса
клеток всех вариантов культивирования, кроме
контроля (LL), характеризовалась приобретени-
ем оранжевого цвета разной степени интенсивно-
сти (рис. 4ж–м). Оценка количественных пара-
метров накопления каротиноидов, выделенных
из биомассы клеток после 21 суток культивирова-
ния на свету высокой интенсивности и дефицита
азота и фосфора представлена на рис. 5. Показано
увеличение абсолютного (Кар, мг/л) и относи-
тельного (Кар/Хл, мг/мг) содержания каротино-
идов при культивировании на свету высокой ин-
тенсивности. При этом максимальные значения
15.66 ± 0.18 и 15.95 ± 0.56 были отмечены для образ-
цов, находящихся в условиях дефицита фосфора
(HL,-P) и азота (HL,-N), соответственно. Относи-
тельное содержание каротиноидов, нормирован-
ных на концентрацию общего хлорофилла (Схлa +
+ Cхлb), имело наибольшие значения 0.98 ± 0.03 на
полной среде (HL) и 1.00 ± 0.00 на среде, модифи-
цированной по содержанию фосфора (HL,-P).

ОБСУЖДЕНИЕ

Описанный штамм согласно филогенетиче-
скому анализу имеет наибольшую гомологию с
видом Halochlorella rubesens P.J.L.Dangeard (штамм
SAG 5.95) (рис. 1). Данный вид также описан как
Scenedemus rubescens (P.J.L.Dangeard) E.Kessler,
M.Schafer, C.Hummer, A.Kloboucek & V.A.R.Huss,
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однако, согласно современной точке зрения и он-
лайн базе данных AlgaeBase [22], S. rubescens при-
знан синонимом H. rubescens. Виды рода Scened-
esmus являются в основном пресноводными пред-
ставителями, в то время как, штамм, описанный

как Halochlorella rubescens CCAC 0126, был выде-
лен, как и штамм SBB-20 с морского побережья,
из зоны супралиторали (www.ccac.uni-koeln.de).

По-видимому, наиболее ранним описанным
штаммом данного вида является Scenedesmus

Рис. 2. Характеристика штамма H. rubescens NAMSU SBB-20: а, б – место выделения штамма и внешний вид альго-бак-
териальной биопленки, из которой был выделен штамм; в – морфологические особенности вегетативных “зеленых”
клеток; г – поверхность одиночных вегетативных клеток и спорангиев, исследованная с помощью СЭМ; д, е – уль-
траструктурные особенности вегетативных клеток. Масштабные отрезки: 3 мкм (а); 2 мкм (в, г); 1 мкм (д); 200 нм (е).
Обозначения: Б – борозда, В – вакуоль, КЗ – крахмальное зерно, КС – клеточная стенка, П – пиреноид, Сп – спорангий
с автоспорами, Т – тилакоиды хлоропласта, Хл – хлоропласт, Я – ядро.
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Рис. 3. Характеристика клеток штамма H. rubescens NAMSU SBB-20 после индукции каротиногенеза: а – морфоло-
гические особенности “оранжевых” клеток; б – спектр поглощения экстрактов пигментов в ДМСО “зеленых”
(спектр зеленого цвета) и “оранжевых” (спектр красного цвета) клеток, нормированных по поглощению при
λ = 666 нм; ультраструктурные особенности “оранжевых” клетки (в) и фрагмента автоспоры в автоспорангии (г).
Обозначения: КЗ – крахмальное зерно, КС – клеточная стенка, Пг – пластоглобулы, Ос – олеосомы, Хл – хлоропласт.
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Рис. 4. Внешний вид чашек Петри, содержащих биомассу культуры микроводоросли штамма H. rubescens NAMSU
SBB-20 после 14 (а–е) и 21 (ж–м) суток культивирования в стрессовых условиях: а, ж – неяркий свет (50 мкмоль кван-
тов ФАР/м2/с), полная среда BG-11 (LL); б, з – неяркий свет, среда BG-11 без источника N (LL,-N); в, и – неяркий
свет, среда BG-11 без источника P (LL,-P); г, к – яркий свет (150 мкмоль квантов ФАР/м2/с), полная среда BG-11 (HL);
д, л – яркий свет, среда BG-11 без источника N (HL,-N); е, м – яркий свет, среда BG-11 без источника P (HL,-P).
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rubescens CCAP 232/1, который первоначально (до
проведения филогенетического анализа [23]) от-
носился к виду Chlorella fusca var. rubescens [24].
Данный таксон также является синонимом H. ru-
bescens согласно онлайн базе данных AlgaeBase.
Штамм S. rubescens CCAP 232/1, как и исследо-
ванный в настоящей работе штамм H. rubescens
SBB-20, имеет сеть тонких ребер и полярных
утолщений на поверхности клетки [25], является
одноклеточной водорослью с пиреноидом в хло-
ропласте и характеризуется способностью к на-
коплению вторичных каротиноидов [26]. Поми-
мо филогенетического анализа (рис. 1), сходство
в экологической приуроченности и морфологи-
ческих и физиологических признаках подтвержда-
ют принадлежность исследуемого штамма SBB-20 к
виду Halochlorella rubescens. Согласно доступным
информационным источникам, данный вид был
обнаружен в биоте Белого моря впервые [27].

Штаммы вида H. rubescens (S. rubescens) являются
объектом ряда исследований, в которых рассматри-
валась возможность его применение для биоизъя-
тия азота и фосфора из сточных вод [28], продук-
ции биотоплива [29, 30], в качестве источника
смеси вторичных каротиноидов [29].

Согласно анализу пигментного состава экс-
трактов биомассы H. rubescens NAMSU SBB-20,
наибольшие показатели накопления каротинои-
дов отмечены для условий культивирования при
высокой интенсивности света и в отсутствии источ-
ника азота (HL,-N, табл. 1) или фосфора (HL,-P,
табл. 1) (рис. 5). В связи с тем, что штамм H. rubes-
cens NAMSU SBB-20 был выделен из точки, распо-
ложенной в непосредственной близости от стока

бытовых отходов (см. раздел Материалы и мето-
ды), для которых показано повышенное содержа-
ние фосфора и азота [28], недостаток данных эле-
ментов в среде культивирования может являться
стрессовым фактором и индуцировать вторичный
каротиногенез. Количественные данные по на-
коплению каротиноидов в биомассе штамма
SBB-20 в условиях стресса соответствуют данным
литературы по накоплению пигментов пресновод-
ным штаммом Scenedesmus (Halochlorella) rubescens
KNUA042 [29]. Наибольшее относительное коли-
чество каротиноидов в условиях стресса в данной
работе превышало таковые значения для штамма
SBB-20 (1.50 ± 0.01 против 1.00 ± 0.00 для штам-
мов KNUA042 и SBB-20, соответственно). Одна-
ко абсолютные значения концентрации каротино-
идов в экстрактах, полученных из биомассы клеток
штамма H. rubescens NAMSU SBB-20, культивируе-
мых в неблагоприятных условиях, были выше,
чем содержание тех же пигментов в экстрактах
клеток штамма KNUA042 после индукции кароти-
ногенеза (15.95 ± 0.56 мг/л против 6.94 ± 0.06 мг/л
для штаммов SBB-20 и KNUA042, соответственно).

Ультраструктурные изменения в клетках мик-
роводоросли H. rubescens при культивировании на
свету высокой интенсивности, типичны для кле-
ток зеленых каротиногенных микроводорослей
[31]. В условиях стресса происходит разборка фо-
тосинтетического аппарата клетки, необходимая
для защиты от избыточного света, и накопление об-
разованных при этом триацилглицеринов в олеосо-
мах цитоплазмы [32, 33], занимающих практически
весь объем клетки [31]. Описанные изменения уль-
траструктурной организации характерны и для кле-

Рис. 5. Параметры накопления каротиноидов клетками штамма H. rubescens SBB-20 при различных условиях культи-
вирования. 1 – абсолютные значения (Кар, мг/л); 2 – относительные значения (Кар/Хл, мг/мг). LL – культивирова-
ние на свету низкой интенсивности (50 мкмоль квантов ФАР/м2/с); LL,-N – неяркий свет, среда BG-11 без источ-
ника N; LL,-P – неяркий свет, среда BG-11 без источника P; HL – культивирование на свету высокой интенсивности
(150 мкмоль квантов ФАР/м2/с); HL,-N – яркий свет, среда BG-11 без источника N; HL,-P – яркий свет, среда BG-11
без источника P. Указаны стандартные отклонения, рассчитанные по двум повторностям.
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ток H. rubescens NAMSU SBB-20. Известно, что в
цитоплазматических глобулах у каротиногенных
микроводорослей может происходить накопление
астаксантина [34], при этом β-каротин преимуще-
ственно накапливается в пластоглобулах [33]. Фор-
мирование в клетках H. rubescens NAMSU SBB-20,
культивируемых в условиях стресса, липидных
включений обоих типов (рис. 3в, г), а также харак-
терные пики двух данных каротиноидов на спек-
трах экстрактов пигментов клеток (рис. 3б), позво-
ляют предположить накопление данной микрово-
дорослью смеси каротиноидов, среди которых
присутствуют астаксантин и β-каротин, что встре-
чается у штаммов родственных видов [31, 35], а
также других штаммов H. rubescens [29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе охарактеризован новый перспектив-
ный для биотехнологии штамм микроводоросли
H. rubescens NAMSU SBB-20, описаны ультраструк-
турные изменения под действием стресса, вы-
званного светом высокой интенсивности, а также
изменение пигментного состава (увеличение со-
держания каротиноидов). В связи с тем, что дан-
ный штамм был выделен из морской среды обита-
ния, он, по-видимому, обладает устойчивостью к
повышенной солености и может быть использо-
ван для культивирования на морской воде, что
требует дальнейших исследований.
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Киназа SnRK1 (Sucrose non-fermenting-Related protein Kinase 1) растений регулирует активацию ка-
таболических процессов, включая автофагию, в ходе стрессовых ответов. SnRK1 часто рассматри-
вают как сенсор энергетического статуса клетки. Фотосинтез является крупнейшим процессом, по-
ставляющим энергию зеленым клеткам растений на свету, и можно полагать, что SnRK1 является
одним из его регуляторов. В листьях линий Arabidopsis, различающихся уровнем экспрессии гена
KIN10, кодирующего каталитическую субъединицу SnRK1, сравнивали квантовый выход фотоси-
стем и нефотохимического тушения флуоресценции, формирование электрохимического градиен-
та протонов на тилакоидных мембранах, а также содержание АТФ в проростках в оптимальных
условиях и при воздействии солевого стресса. В результате проведенного исследования нами пока-
заны изменения фотохимической активности хлоропластов, ассоциированные с конститутивной акти-
вацией SnRK1 киназы в двух линиях, сверхэкспрессирующих каталитическую субъединицу KIN10. Об-
наруженные особенности световых реакций фотосинтеза сохранялись в этих линиях и при благоприят-
ных условиях роста, и при адаптации к солевому стрессу. Подавление функции SnRK1 киназы методом
замалчивания РНК-интерференцией в линиях арабидопсиса, напротив, приводило к отсутствию выра-
женного ответа на солевой стресс на уровне фотохимической активности хлоропластов.

Ключевые слова: катаболизм, фотосинтез, засоление, SnRK1, Arabidopsis thaliana
DOI: 10.31857/S0015330322600796, EDN: IBVUFZ

ВВЕДЕНИЕ

У растений одним из крупных регуляторов ро-
ста и морфогенеза выступает киназный комплекс
TOR (target of rapamycin) [1]. TOR является основ-
ным активатором анаболических процессов в
клетках эукариот. В условиях стресса рост расте-
ний останавливается и происходит активация ка-
таболических программ, в том числе автофагии,
что предоставляет необходимые энергетические
эквиваленты и метаболиты как для биосинтеза
защитных веществ и ферментов, так и для замены
поврежденных компонентов клетки новыми. В
некоторых случаях стрессовое воздействие при-
водит к запуску программированной клеточной
смерти (ПКС), или мега-автолиза, что также
можно рассматривать как крайнюю степень ката-
болизма. Катаболизм и защитные программы у
растений находятся под контролем другого ки-
назного комплекса ‒ SnRK1 [2]. SnRK1 пред-
ставляет собой растительный ортолог AMP-ки-
назы (AMPK) животных, и Sucrose Non-Fer-
menting 1 (SNF1)-киназы дрожжей. В клетках

эукариот киназы AMPK, SNF1 и SnRK1 считают-
ся сенсорами их энергетического статуса; они ак-
тивируются в стрессовых условиях и выступают
ингибиторами киназного комплекса TOR [3]. В
условиях недостатка энергии SnRK1 помогает
восстановить энергетический баланс, усиливая, с
одной стороны, гликолиз, митохондриальное ды-
хание и окисление жирных кислот, а с другой сто-
роны ‒ ингибируя биосинтетические пути, в ко-
торых расходуется ATФ [4]. Это может достигать-
ся либо прямым фосфорилированием ключевых
ферментов различных метаболических путей, на-
пример, гидроксиметилглутарил-КоА-редуктазы
или сахарозофосфатсинтазы, либо транскрипци-
онной регуляцией, например, генов, участвующих в
автофагии (autophagy-related genes, ATG) [2, 4, 5].
Таким образом, регуляторный модуль “TOR-Sn-
RK1” у сельскохозяйственно ценных культур
представляет собой очень привлекательную ми-
шень регуляции: тонкая настройка этого модуля у
растения может помочь достичь одновременной
активации программ роста и механизмов защиты
от стрессов, не вызывая запуска таких программ
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стрессового ответа как ПКС [3, 6]. Это позволило
бы получать растения с высоким уровнем стрес-
соустойчивости и урожайности даже в субопти-
мальных условиях; однако, для достижения этой
амбициозной цели необходимо точное понима-
ние того, каким образом модуль “TOR-SnRK1”
интегрирован в метаболизм растений.

В отличие от ортологичных киназ дрожжей и
животных, у растений главными регуляторами
TOR и SnRK1 выступают молекулы сахаров и са-
харофосфатов. Киназный комплекс TOR расте-
ний активируется в присутствии глюкозы – един-
ственного пока метаболита, для которого доказано
прямое влияние на активность TOR у растений [1].
Активность киназы SnRK1 растений регулирует-
ся главным образом сахарофосфатами, что резко
отличается от клеток дрожжей и животных, в
которых основным аллостерическим регулятором
ортологичных киназ SNF1 и AMPK выступает
АМФ [3]. Столь важная роль сахаров и сахаро-
фосфатов в регуляции баланса между анаболиз-
мом и катаболизмом (опосредованно через киназ-
ные комплексы TOR и SnRK1), возможно, связана
с тем, что именно сахара – продукты фотосинте-
за – обеспечивают приток энергии в метаболизм
растений. Для обеих киназ, TOR и SnRK1, было
показано участие в регуляции фотосинтетического
метаболизма. TOR играет важную роль в регуля-
ции фотоморфогенеза, в том числе позеленения
пластид [1]. У проростков Arabidopsis ингибирова-
ние TOR приводило к изменению экспрессии
множества генов, участвующих в фотосинтезе [7].
В зрелых листьях растений Arabidopsis TOR участ-
вует в регуляции плазмодесм, и, таким образом,
экспорта фотосинтатов из листа и их распределе-
ния между донорными органами [8]. Влияние
SnRK1 на фотосинтетический метаболизм расте-
ний в настоящий момент является предметом ак-
тивного изучения [9]. Блокирование электрон-
ного транспорта в ФСII с помощью диурона вы-
зывало активацию SnRK1 [2]. В то же время
показано, что транскрипция многих генов, участ-
вующих в фотосинтезе, зависит от активности
SnRK1 [10], и ряд ядерных генов, кодирующих
фотосинтетических белки, регулируется тран-
скрипционными факторами – потенциальными
мишенями фосфорилирования SnRK1 [5]. SnRK1
мигрирует между цитоплазмой и ядром в суточ-
ном цикле [11] и в ответ на стресс [12]; показано,
что перенос SnRK1 из цитоплазмы в ядро корре-
лирует с уровнем фотосинтетической продукции
АТФ [11]. В некоторых работах высказано пред-
положение, что SnRK1 может быть локализована
и в хлоропластах [13]. Также показано, что SnRK1
оптимизирует нитратный сигналинг в ответ на
голодание по углероду или азоту [14]. В том слу-
чае, когда фотосинтез значительно снижен (на-
пример, по причине недостатка света, ингиби-
рования переноса электронов в электрон-транс-

портной цепи) или развивается голодание по
азоту, SnRK1 подавляет нитратный сигналинг пу-
тем фосфорилирования регуляторного белка
NLP7, что приводит к блокированию его перено-
са из цитоплазмы в ядро и последующей деграда-
ции [14].

Поскольку активность SnRK1 зависит от энерге-
тического статуса клетки, можно предположить,
что эта киназа участвует, напрямую или опосре-
дованно, в регуляции фотосинтетической про-
дукции энергии в хлоропластах либо ее адапта-
ции к потребностям клетки в энергии или саха-
рах. Однако до настоящего времени данный
вопрос не исследовался.

Киназный комплекс SnRK1 включает три субъ-
единицы, две регуляторные (β и βγ) и одну катали-
тическую α-субъединицу; каждая субъединица
представлена несколькими изоформами. Ком-
бинации различных изоформ, возможно, могут
образовывать киназные комплексы с несколько
различными функциональными характеристика-
ми [15, 16]. У Arabidopsis каталитическая α-субъеди-
ница кодируется тремя генами, KIN10, KIN11 и
KIN12, но экспрессируются, по-видимому, толь-
ко два гена, KIN10 и KIN11 [2]. Сверхэкспрессия
KIN10 приводит к соответствующему увеличению
ферментативной активности SnRK1 [2]. Актива-
ция SnRK1 может осуществляться либо при изме-
нении концентраций ингибирующих метаболи-
тов, т.е. сахаров и сахарофосфатов, либо фосфо-
рилированием ее каталитической субъединицы с
помощью киназ SnAK (SnRK1-Activating Kinas-
es). Примечательно, что in vivo, по-видимому, ак-
тивна только небольшая часть SnRK1, а большая
часть белка активируется в условиях стресса [15].
Несмотря на это, растения со сверхэкспрессией
KIN10 (KIN10-OX) проявляли отчетливый фено-
тип при прорастании и на стадии проростка даже
в оптимальных условиях [2, 17]. В условиях стрес-
сов, таких как голодание по углероду, засуха, ги-
поксия или засоление, растения KIN10-OX оста-
вались более жизнеспособными, чем растения
дикого типа или растения, у которых экспрессия
KIN10 была подавлена по механизму РНК-интер-
ференции (KIN10-RNAi) [17, 18]. Высокая стрес-
соустойчивость объяснялась увеличением ин-
дукции автофагии в растениях KIN10-OX из-за
ингибирования комплекса TOR [17, 18]. Приме-
чательно, что активация автофагии наблюдалась в
растениях KIN10-OX по сравнению с растениями
дикого типа даже в оптимальных условиях [17, 18].

Цель данной работы – анализ влияния сверх-
экспрессии KIN10, кодирующего каталитиче-
скую α-субъединицу SnRK1-киназы, а также по-
давленной по механизму РНК-интерференции
экспрессии KIN10 на световые реакции фотосин-
теза в листьях взрослых растений Arabidopsis thali-
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ana, выращенных на почве в оптимальных усло-
виях и под воздействием солевого стресса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растения и условия выращивания. Семена Ara-

bidopsis thaliana (L.) Heyn. экотипа Landsberg erec-
ta (Ler) были получены в Ноттингенском центре
Арабидопсиса (Великобритания). Растения с изме-
ненным уровнем экспрессии гена AT3G01090 – две
линии сверхэкспрессоров каталитической субъ-
единицы киназы SnRK1, (О1 и О2 линии, далее
по тексту – KIN10-OX1 и KIN10-OX2), и две ли-
нии RNAi с нокдауном KIN10, (10-1 и 10-2 линии,
далее по тексту – KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2),
были любезно предоставлены Dr. Filip Rolland
(Католический Университет г. Левен, Бельгия).
После поверхностной стерилизации семена вы-
саживали вертикально на чашки со средой
Мурасиге-Скуга (МС1) с добавлением 1% (м/об)
сахарозы и 0.35% (м/об) фитагеля (“Sigma-Al-
drich”, США). В возрасте 14 дней проростки пере-
носили в почву (почва: торф = 1: 1). Проростки
росли при 20‒22°C и плотности потока фотонов
150 мкмоль/(м2 с), относительной влажности 80% в
режиме 16 ч свет/8 ч темнота. В опытах использо-
вали как 12-дневные проростки, так и взрослые
6‒7-недельные растения. Полив производился
каждый второй день 10% раствором Хогланда [19].
Для создания солевого стресса эксперименталь-
ную группу растений в течение недели поливали че-
рез день 30 мл 10% раствора Хогланда с добавлением
NaCl до конечной концентрации 100 мМ. Кон-
трольную группу растений поливали тем же ко-
личеством 10% раствора Хогланда без добавле-
ния NaCl.

Определение уровня экспрессии генов интереса
методом ПЦР в реальном времени. РНК экстраги-
ровали из листьев Arabidopsis реагентом TRIzol [20].
Выделенную РНК обрабатывали ДНКазой, очи-
щенной от РНКаз (“Thermo Scientific”, США).
Синтез кДНК проводили с помощью набора ре-
активов Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
for RT-qPCR with dsDNase (“Thermo Scientific”,
США). Эффективность обработки ДНКазой пре-
парата тотальной РНК перед проведением обрат-
ной транскрипции, а также качество синтезиро-
ванной кДНК проверяли с помощью классиче-
ской ПЦР с праймерами к гену убиквитина
(F: 5'-ATGCGATYTTTGTGAAGAC-3', R: 5'-AC-
CACCACGRAGACGGAG-3'). ПЦР проводили с
помощью C1000 Touch Thermal Cycler (“BioRad”,
США). Программа ПЦР включала: 1) денатура-
цию матрицы ДНК при 95°C, 5 мин; 2) 34 цикла
амплификации, состоящих из денатурации ДНК
при 95°C, 30 с; отжига праймеров при 52°C, 30 с и
элонгации при 72°C, 75 с; 3) завершение синтеза
ДНК при 72°C, 5 мин. ПЦР-РВ проводили с по-
мощью термоциклера Eco Real-Time PCR system

(“Illumina Eco”, США) и набора реактивов для ПЦР
SYBR Green I (“Синтол”, Россия). Программа
включала: 1) активацию полимеразы при 95°C,
10 мин; 2) 40 циклов амплификации, состоящих
из денатурации ДНК при 95°C, 15 с; отжига
праймеров при 56°C, 30 с и элонгации при 72°C,
30 с; 3) построение кривых плавления: a) 95°C,
15 с; б) 55°C, 15 с; в) 95°C, 15 с. Для каждого гена бы-
ли синтезированы три пары специфичных прайме-
ров (“Евроген”, Россия). Использовали только те
праймеры, которые приводили к накоплению
единственного ампликона согласно анализу кри-
вых плавления и показывали эффективность
ПЦР ≥ 95%. В качестве референсного гена исполь-
зовали A. thaliana Actin2 (AT3G18780). Выбранные
праймеры для AtKIN10 были следующими: F: 5'-
ACCACCTCATCGAATCGCTC-3', R: 5'-GGAT-
GAGCCCGAGACTGAAG-3'; для AtKIN11 –: F:
5'-ATTCTCGGATCTACTCCAAGACG-3', R: 5'-
ATCTCCCTCCTCACTTTCTCT-3'; для AtAct2 –
F: 5’-TCCTCTCCGCTTTGAATT-3', R: 5'-CCAG-
CCTTCACCATACCG-3'. На одну реакцию ПЦР-РВ
использовали 10 нг матрицы кДНК. ПЦР-РВ для
каждого генотипа проводили в четырех биологи-
ческих и трех аналитических повторностях. Ре-
зультаты обрабатывали с использованием уравне-
ния 2–ΔCt [21].

Измерения флуоресценции хлорофилла а осу-
ществляли с помощью Dual-PAM 100 (“Walz”,
Германия). Регистрацию световых кривых прово-
дили на неотделенных листьях арабидопсиса. В
режиме двухканальной записи для одновремен-
ного определения фотохимической активности
фотосистем ФСI и ФСII осуществляли следую-
щую программу измерений: после 1 ч темновой
адаптации определяли значения начальной флуо-
ресценции F0, максимальной флуоресценции Fm (в
темноте) и P700-зависимого сигнала модулирован-
ного отражения/поглощения света Pm (согласно
встроенной программе после 5 c предосвещения
дальним красным светом), а затем 11 этапов осве-
щения с постепенным увеличением интенсивно-
сти актиничного красного света (0, 18, 25, 34, 65,
107, 138, 228, 351, 543 и 837 мкЕ м–2 с–1. Длитель-
ность каждого этапа освещения составляла 30 с, об-
щая длительность записи световой кривой – 5 мин.
В конце каждого этапа освещения подавался на-
сыщающий импульс (5000 мкЕ м–2 с–1 в течение
800 мс) и детектировались следующие параметры:
Y(I) – реальный квантовый выход ФСI, Y(II) –
реальный квантовый выход ФСII, Y(NPQ) –
квантовый выход регулируемой диссипации энер-
гии, Y(NO) – квантовый выход нерегулируемого
нефотохимического тушения флуоресценции. В
экспериментах было изучено по 10 растений кон-
трольной и экспериментальной групп для каждого
генотипа.
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Анализ электрохромного сдвига поглощения пиг-
ментов. Использовали систему Dual-PAM 100
(“Walz”, Германия) с дополнительным P515/535
модулем, включающим в себя эмиттер Dual-EP515
и детектор Dual-DP515 (“Walz”, Германия). Экс-
перименты проводились по протоколу, описанно-
му Dmitrieva с соавт. [22], основанному на методике
Schreiber и Klughammer [23]. Перед проведением
измерений растения в течение 1 ч адаптировали к
темноте. После включения измеряющего света
(PML, 515 и 550 нм) с интенсивностью 24 мкЕ по-
следовательно с интервалом в 30 с подавали три
вспышки красного насыщающего света (630 нм,
5000 мкЕ, 800 мс). По кинетике падения сигнала
рассчитывали экспоненциальную и линейную ско-
рость синтеза АТФ согласно Dmitrieva et al. [22] и
Sukhov et al. [24]. Затем после 10 с темноты  на
лист подавали красный актиничный свет (630 нм,
430 мкЕ) на протяжении 10 мин. После выключе-
ния актиничный света в течение 5 мин регистри-
ровали кинетику быстрой темновой релаксации
ESC. Амплитуду относительного электрохромно-
го сдвига (ECSpmf, P515), а также двух его компо-
нентов – ECSΔψ и ECSΔpH определяли согласно
протоколам Dmitrieva et al. [22] и Sukhov et al. [24].
Измерения были выполнены в 6-кратной биоло-
гической повторности для каждого генотипа и
каждого варианта воздействия.

Определение содержания АТФ проводили в
тканях 16-дневных проростков, выращенных в
стерильной фитагелизированной МС1 среде. Для
создания солевого стресса раствор 100 мМ NaCl в
объеме 10 мл наносили дозатором на поверхность
среды, в которой выращивались проростки. Со-
левой раствор мгновенно абсорбировался средой
и не создавал эффекта затопления. В качестве по-
ложительного фармакологического контроля ис-
пользовали аппликацию на поверхность среды
10 мл раствора олигомицина (“Serva”, Германия)
в концентрации 10 мкМ, которая, как было пока-
зано ранее, эффективно ингибирует митохондри-
альное дыхание, но не фотосинтез [25]. Через 16 ч
инкубации с солевым раствором или 2 ч инкуба-
ции с раствором олигомицина проростки собира-
ли, готовили 30 мг навески, а затем АТФ-содер-
жащие экстракты по методу Lundin и Thore [26] и
Surova с соавт. [27] с небольшими модификация-
ми. Навеску растительного материала (30 мг) по-
мещали в 1.5 мл пробирку типа Эппендорф и го-
могенизировали микропестиком, непрерывно
охлаждая пробирку в жидком азоте. К гомогенату
добавляли 60 мкл двухкомпонентного буфера
(0.51 М ТХУ и 17 мМ ЭДТА) и оставляли при
+4°C на 15 мин в темноте. Далее для нейтрализа-
ции ТХУ добавляли 9.24 мкл 3 М KOH. Экстракты
центрифугировали в течении 10 мин при 12000 g
на центрифуге Sigma 1-14K (Германия) и отбира-
ли супернатант для исследования. С помощью
набора ATP Determination Kit (“Thermofisher Sci-

entific”, США) в полученных экстрактах на мульти-
модальном ридере Varioskan LUX Multimode Mi-
croplate Reader (“ThermoFisher”, США) на длине
волны 560 нм проводили детекцию интенсивно-
сти люминесценции люциферин-люциферазной
реакции, а затем с использованием калибровоч-
ной кривой (диапазон детектируемых концен-
траций от 0.1 нМ до 500 нМ) рассчитывали абсо-
лютное содержание АТФ в опытных образцах.
Эксперименты были выполнены в 5-кратной
биологической и 3-кратной аналитической по-
вторностях по каждому генотипу и эксперимен-
тальному воздействию.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием программы R version 4.1.2
(2021-11-01) ‒ “Bird Hippie” Copyright (C) 2021
The R Foundation for Statistical Computing Platform:
x86_64-w64-mingw32/x64. Достоверность различий
в относительном уровне транскриптов генов ин-
тереса определяли с помощью t-критерия Стью-
дента, уровень значимости P ≤ 0.05. Достоверность
различий между выборками по значениям других
параметров оценивали методом множественного
сравнения с применением дисперсионного ана-
лиза ANOVA и post hoc теста Тьюки (Tukey HSD
test), уровень значимости P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Уровень экспрессии KIN10 и KIN11 в проростках 
и взрослых растениях арабидопсиса

При выращивании в оптимальных условиях
растения KIN10-OX имеют ярко выраженные фе-
нотипические изменения на стадии проростков
[2, 17], тогда как для растений KIN10-RNAi не
описаны какие-либо особенности фенотипа, обу-
словленные подавлением функций SnRK1, ни на
одной из стадий развития [2, 17]. Для того чтобы
подтвердить стабильность экспрессии трансге-
нов, отвечающих за повышение и подавление
уровня экспрессии KIN10 в листьях взрослых рас-
тений арабидопсиса KIN10-OX и KIN10-RNAi, а
также показать, что изменения в уровнях экспрес-
сии KIN10 не скомпенсированы изменениями
экспрессии KIN11, был проведен ПЦР-РВ анализ
накопления транскриптов соответствующих ге-
нов. Результаты представлены на рисунке 1. По-
казано, что в листьях дикого типа Ler уровень от-
носительного содержания транскриптов KIN10
оказался значительно выше, чем в проростках
(рис. 1а), в то время как экспрессия KIN11 не
отличалась (рис. 1д). Экспрессия KIN10 в про-
ростках и листьях взрослых растений KIN10-OX в
несколько раз превысила таковую в растениях ди-
кого типа Ler (рис. 1а, г). Уровень KIN10 тран-
скриптов в проростках и листьях KIN10-RNAi
оказался достоверно ниже, чем у дикого типа Ler на
обеих стадиях развития растений (рис. 1а–в). Экс-
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прессия KIN11 достоверно не различалась у всех
изученных генотипов арабидопсиса (рис. 1д–з).

Фенотипические изменения растений 
под действием солевого стресса

У растений Arabidopsis дикого типа Ler на тре-
тьи сутки умеренного солевого стресса происхо-
дило появление слабого хлороза и скручивание
отдельных листьев. К пятым суткам эксперимен-
та данные фенотипические изменения усилива-
лись (рис. 2а–в). Сходные признаки влияния
стресса развивались и у растений со сверхэкс-
прессией KIN10 (KIN10-OX1, KIN10-OX2), но
хлороз был отмечен на третьи сутки, а скручива-
ние листьев только на пятые сутки засоления
(рис. 2ж-и). В линиях со сниженной экспрессией
KIN10 (KIN10-RNAi1, KIN10-RNAi2) не было вы-
явлено морфологических изменений листьев, свя-
занных со стрессовым воздействием (рис. 2г-е).

Изменения фотохимической активности 
фотосистем II и I на фоне солевого стресса

Изучили изменения важнейших показателей
фотохимической активности фотосистем: эф-
фективные квантовые выходы ФСII и ФСI
(Y(II) и Y(I)), а также Y(NPQ) и Y(NO) в диапа-
зоне интенсивности актиничного света от 0 до
837 мкМ м–2 с–1 (в ходе т.н. световых кривых) в
листьях растений арабидопсиса в оптимальных
контрольных условиях и под действием солевого

стресса через трое и пять суток от начала полива
раствором Хогланда с добавлением 100 мМ NaCl
(рис. 3–5).

В листьях растений дикого типа Ler происхо-
дило достоверное снижение реального квантово-
го выхода Y(II) при освещении средними интен-
сивностями актиничного света (107, 138, 228,
351 мкмоль м–2 с–1) на третьи и пятые сутки соле-
вого стресса (рис. 3а). В листьях двух линий
сверхэкспрессоров KIN10-OX обнаружено досто-
верное увеличение Y(II) на третьи сутки засоле-
ния и снижение данного параметра на пятые
сутки засоления до значений у растений в кон-
трольных условиях (рис. 3г, д). У растений с
нокдауном гена каталитической субъединицы
KIN10 либо не наблюдалось изменений в Y(II) (в
линии KIN10-RNAi1), либо происходило сниже-
ние Y(II) к пятым суткам засоления (в линии
KIN10-RNAi2) (рис. 3б, в).

Квантовый выход ФСI достоверно уменьшал-
ся под действием засоления в диком типе Ler (в
диапазоне значений 107‒351 мкМ фотонов) к тре-
тьим суткам засоления и не возвращался к уровню в
контроле к пятым суткам солевого стресса (рис. 4а).
В листьях растений KIN10-OX1 и KIN10-OX2
происходило увеличение показателя Y(I) на тре-
тьи сутки солевого стресса, а затем наблюдалось
снижение активности ФСI до уровня в контроле
во всем диапазоне интенсивности освещения
(рис. 4г, д). У растений с подавленной активно-
стью KIN10 показано либо отсутствие влияния
засоления на Y(I), либо достоверное снижение зна-

Рис. 1. Относительные уровни транскриптов KIN10 и KIN11 в проростках и листьях взрослых растений арабидопсиса
дикого типа Ler (а, д), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б, е) и KIN10-RNAi2 (в, ж), а также линии-сверхэкспрессора
KIN10-OX1 (г, з), где а, б, в, г – относительный уровень экспрессии KIN10; д, е, ж, з – относительный уровень экс-
прессии KIN11. Достоверность различий определяли с помощью t-теста Стьюдента. * ‒ достоверные отличия относи-
тельного количества транскриптов гена интереса в листьях и в проростках одного и того же генотипа.
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чений этого показателя на фоне солевого стресса
(KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2 соответственно)
(рис. 4б, в).

Оценили также влияние засоления на кванто-
вый выход регулируемого нефотохимического ту-
шения флуоресценции Y(NPQ) как одного из
важнейших механизмов предотвращения разру-
шения ФСII от избытка поглощенных квантов
света (рис. 5). Оказалось, что в листьях араби-
допсиса дикого типа Ler происходило достовер-
ное повышение квантового выхода Y(NPQ) к тре-
тьим суткам солевого стресса (рис. 5а). В листьях
обеих линий KIN10-OX обнаружено снижение
тепловой диссипации энергии к третьим суткам
засоления (рис. 5г, д). В линиях KIN10-RNAi уро-
вень Y(NPQ) либо не изменялся, либо повышал-

ся к пятым суткам засоления (KIN10-RNAi1 и
KIN10-RNAi2, соответственно) (рис. 5б, в). Изме-
нений квантового выхода нерегулируемого туше-
ния флуоресценции Y(NO) не выявлено ни в одной
из исследуемых линий арабидопсиса (данные не
показаны), что свидетельствует об отсутствии
структурных нарушений пула ФСII под действи-
ем солевого стресса.

Электрохимический градиент 
и скорость синтеза АТФ

Для того чтобы сравнить относительную энер-
гизованность тилакоидных мембран и эффектив-
ность работы АТФ-синтазы в хлоропластах линий
арабидопсиса с различным уровнем экспрессии

Рис. 2. Фенотипические изменения растений Arabidopsis thaliana дикого типа Ler (а, б, в), нокдаун-линии KIN10-RNAi1
(г, д, е) и линии-сверхэкспрессора KIN10-OX1 (ж, з, и) при хроническом засолении, где а, г, ж – фотографии рас-
тений на первые сутки засоления; б, д, з – на третьи сутки засоления; в, е, и – на пятые сутки засоления. Масштаб-
ная линейка: 1 см.
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Рис. 3. Зависимость квантового выхода ФСII (Y(II)) от интенсивности света (“световая кривая”), измеренная в листьях
растений Arabidopsis thaliana дикого типа Ler (а), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б) и KIN10-RNAi2 (в), а также линий-
сверхэкспрессоров KIN10-OX1 (г) и KIN10-OX2 (д), в оптимальных условиях и на фоне засоления. Условные обозначе-
ния на графиках: сплошная линия с маркерами-ромбами – значения, полученные на растениях в контрольных условиях;
штрихпунктирная линия с маркерами-квадратами – значения, полученные на третьи сутки хронического засоления рас-
тений; пунктирная линия с маркерами-треугольниками – значения, полученные на пятые сутки хронического засоле-
ния растений; * – достоверные различия между измерениями в контроле и на 3 сутки солевого стресса согласно резуль-
татам дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05; ∆ – достоверные различия между изме-
рениями в контроле и на пятые сутки солевого стресса согласно ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05. На
графиках показаны средние арифметические значения десяти независимых измерений, выполненных на 10 листьях
разных растений одного генотипа. Планки погрешности обозначают стандартное отклонение от среднего. По оси
абсцисс отложены значения интенсивности освещения в мкМ фотонов м–2 с–1; по оси ординат – значения пара-
метра Y(II) в относительных единицах.
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KIN10 исследовали амплитуду светоиндуцирован-
ной протон-движущей силы ECSpmf, а также отно-
сительные величины двух ее компонентов: гради-
ента трансмембранного электрического потенциа-
ла (ΔΨ) и градиента концентрации протонов (ΔpH)

(рис. 6а‒в). У сверхэкспрессоров (KIN10-OX1-2) 
по сравнению с другими исследуемыми линиями
обнаружена выраженная тенденция к более низ-
кому уровню электрического градиента на мем-
бранах хлоропластов (рис. 6б). В то же время

Рис. 4. Зависимость квантового выхода ФСI (Y(I)) от интенсивности света (“световая кривая”), измеренная в листьях
дикого типа Ler (а), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б) и KIN10-RNAi2 (в), а также линий-сверхэкспрессоров KIN10-
OX1 (г) и KIN10-OX2 (д), в оптимальных условиях и на фоне засоления. Условные обозначения на графиках: сплош-
ная линия с маркерами-ромбами – значения, полученные на растениях в контрольных условиях; штрихпунктирная
линия с маркерами-квадратами – значения, полученные на третьи сутки хронического засоления растений; пунк-
тирная линия с маркерами-треугольниками – значения, полученные на пятые сутки хронического засоления рас-
тений; * – достоверные различия между измерениями в контроле и на 3 сутки солевого стресса согласно результатам
дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05; ∆ – достоверные различия между измерения-
ми в контроле и на пятые сутки солевого стресса согласно ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05. На графиках
показаны средние арифметические значения десяти независимых измерений, выполненных на 10 листьях разных
растений одного генотипа. Планки погрешности обозначают стандартное отклонение от среднего. По оси абсцисс
отложены значения интенсивности освещения в мкМ фотонов м–2 с–1; по оси ординат – значения параметра Y(I)
в относительных единицах.

1.0
0.9

0.7

0.5

0.3

0.8

0.6

0.4

0.2
0.1

0 200 400 600 800 1000

(д)

О
тн

. е
д.

мкМ м–2 с–1

1.0
0.9

0.7

0.5

0.3

0.8

0.6

0.4

0.2
0.1

0 200 400 600 800 1000

(в)

О
тн

. е
д.

мкМ м–2 с–1

1.0
0.9

0.7

0.5

0.3

0.8

0.6

0.4

0.2
0.1

0 200 400 600 800 1000

(г)

О
тн

. е
д.

мкМ м–2 с–1

1.0
0.9

0.7

0.5

0.3

0.8

0.6

0.4

0.2
0.1

0 200 400 600 800 1000

(а)

О
тн

. е
д.

мкМ м–2 с–1

1.0
0.9

0.7

0.5

0.3

0.8

0.6

0.4

0.2
0.1

0 200 400 600 800 1000

(б)

О
тн

. е
д.

мкМ м–2 с–1



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

РОЛЬ КИНАЗЫ SnRK1 В ОТВЕТЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА 287

Рис. 5. Зависимость квантового выхода нефотохимического тушения флуоресценции (Y(NPQ)) от интенсивности све-
та (“световая кривая”), измеренная в листьях дикого типа Ler (а), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б) и KIN10-RNAi2 (в),
а также линий-сверхэкспрессоров KIN10-OX1 (г) и KIN10-OX2 (д), в оптимальных условиях и на фоне засоления.
Условные обозначения на графиках: сплошная линия с маркерами-ромбами – значения, полученные на растениях в
контрольных условиях; штрихпунктирная линия с маркерами-квадратами – значения, полученные на третьи сутки
хронического засоления растений; пунктирная линия с маркерами-треугольниками – значения, полученные на пятые
сутки хронического засоления растений; * – достоверные различия между измерениями в контроле и на третьи сутки
солевого стресса согласно результатам дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05; ∆ – до-
стоверные различия между измерениями в контроле и на пятые сутки солевого стресса согласно ANOVA и post hoc
теста Тьюки при P ≤ 0.05. На графиках показаны средние арифметические значения десяти независимых измерений,
выполненных на 10 листьях разных растений одного генотипа. Планки погрешности обозначают стандартное откло-
нение от среднего. По оси абсцисс отложены значения интенсивности освещения в мкМ фотонов м–2 с–1; по оси ор-
динат – значения параметра Y(NPQ) в относительных единицах.
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Рис. 6. Относительные уровни электрохимического градиента ECSpmf (а), градиента электрического потенциала
ECSΔΨ (б), градиента концентрации протонов ECSΔpH (в), линейной (г) и экспоненциальной (д) скорости синтеза
АТФ в листьях растений дикого типа Ler, линий-сверхэкспрессоров KIN10-OX1 и KIN10-OX2, а также линий с по-
давленной экспрессией KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2 на фоне засоления. На бокс-плотах представлены медианы и
распределение значений по квартилям. Усы обозначают минимальные и максимальные значения. “Контроль” –
значения показателя в оптимальных условиях роста, “NaCl 3д” и “NaCl 5д” – значения показателя на третьи и пя-
тые сутки хронического засоления. Достоверность различий оценивалась методом множественного сравнения с
применением дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05.
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статистически достоверных отличий в амплитуде
ECSΔψ и ECSΔpH  выявить не удалось и таким
образом снижение общей амплитуды pmf в лини-
ях сверхэкспрессоров не может быть объяснено
специфическим снижением одного из двух
компонентов pmf (рис. 6б, в). В KIN10-OX1-2 бы-
ла также выявлена тенденция к сниженной, отно-
сительно других линий,  линейной скорости АТФ,
которая напрямую  зависит от протон-движущей
силы, тогда как экспоненциальная скорость, за-
висящая от концентрации аденозинфосфатов и
АТФ синтазы, оказалась сходной с таковой в дру-
гих линиях арабидопсиса (рис. 6г, д).

Супрессия KIN10 в нокаутных линиях араби-
допсиса не вызывала достоверных изменений в
амплитуде протон-движущей силы и двух ее ком-
понентов Δψ и ΔpH по сравнению с растениями
дикого типа ни в контрольных условиях, ни под
действием засоления, за исключением хлоропла-
стов KIN10-RNAi1, на мембранах которых в кон-
трольных условиях генерировался более высокий
градиент трансмембранного электрического по-
тенциала по сравнению с другими линиями ара-
бидопсиса (рис. 6б, в).

Уровень продукции АТФ 
в проростках арабидопсиса

Сравнили содержание АТФ в проростках
дикого типа арабидопсиса, линий со сниженной
и повышенной экспрессией KIN10 в контроль-
ных условиях и под действием солевого стресса.
Для того чтобы оценить вклад митохондриально-
го дыхания в продукцию АТФ в проростках, ис-
пользовали ингибитор митохондриальной АТФ-
синтазы олигомицин. В проростках всех изучен-
ных линий арабидопсиса содержание АТФ ока-
залось сходны (рис. 7). Показано, что примерно
половина от суммарного содержания АТФ в

проростках генерируется в результате окислитель-
ного фосфорилирования в дыхательной цепи ми-
тохондриий (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

Солевой стресс оказывает комплексный нега-
тивный эффект на метаболизм растений, который
связан с сокращением поглощения воды вследствие
повышенного осмотического давления в ризосфе-
ре, с токсическим эффектом накопления катионов
натрия и анионов хлора, а также c развитием окис-
лительного стресса [28, 29]. Одной из мишеней хро-
нического солевого стресса у растений является
фотосинтетическая функция хлоропластов [30].
Для поддержания фотосинтеза как важнейшего
энергопродуцирующего процесса у растений име-
ется набор адаптивных защитных механизмов, раз-
вивающихся в стрессовых условиях на уровне фото-
синтетических тилакоидных мембран хлоропластов.
Пути регуляции фотосинтетической способно-
сти растений со стороны энергетического сенсора
растений – центральной регуляторной SnRK1-ки-
назы – в условиях засоления, остаются неизвест-
ными. В данном исследовании мы применили
хронический солевой стресс для выявления взаи-
мосвязи между уровнем активности SnRK1-кина-
зы, который был генетически детерминирован
уровнем транскрипции каталитической субъеди-
ницы фермента в разных линиях арабидопсиса
(Ler, сверхэкспрессоры KIN10-OX1-2, нокдауны
KIN10-RNAi1-2) и механизмами адаптации фо-
тосинтетической активности у растений араби-
допсиса. В листьях взрослых растений с помо-
щью неинвазивного высокочувствительного ме-
тода импульсной модулирующей и прямой
флуориметрии хлорофилла а нами изучена ди-
намика показателей фотохимических реакций
фотосинтеза; методом регистрации электро-

Рис. 7. Уровни АТФ в проростках дикого типа Ler, линий-сверхэкспрессоров KIN10 (KIN10-OX1 и KIN10-OX2) и ли-
ний с подавленной экспрессией KIN10 (KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2) после 16 ч солевого стресса. На бокс-плотах
представлены медианы и распределение значений по квартилям. Эксперименты выполнены в пяти биологических и
трех технических повторностях. OM – растения, обработанные олигомицином. Усы обозначают минимальные и мак-
симальные значения. Достоверность различий оценивалась методом множественного сравнения с применением дис-
персионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05.
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МУРТУЗОВА и др.

хромного сдвига поглощения пигментов листа
проведена оценка процессов генерации электро-
химического градиента и АТФ-синтазной актив-
ности. Дополнительно в проростках биолюми-
несцентным методом исследовали содержание
АТФ, которое коррелирует с общим энергетиче-
ский статусом растительных клеток.

По таким фенотипическим признакам стресса
как хлороз и скручивание листовых пластинок,
наиболее чувствительными к засолению оказа-
лись растения арабидопсиса с нормальным и по-
вышенным уровнем экспрессии KIN10. Линии с
супрессией функции SnRK1-киназы за пять су-
ток умеренного засоления фенотипически не из-
менялись. Ранее в работах [17, 18] была показана
сниженная устойчивость KIN10-RNAi к абиоти-
ческим стрессорам, что, на первый взгляд, проти-
воречит полученным нами данным. Однако, ком-
плексная оценка фотосинтетической активности
листьев исследуемых генотипов на фоне солевого
стресса привела к выводам в пользу развития
адаптивных изменений в линиях со сверхактиви-
рованным пулом SnRK1-киназы (KIN10-OX) и
слабой выраженностью или полным отсутствием
таких изменений у растений KIN10-RNAi c по-
давлением функций SnRK1. Так, за первые трое
суток солевого стресса в линиях KIN10-OX проис-
ходило увеличение реальных квантовых выходов
ФСII и ФСI, и при этом не развивалось стресс-ин-
дуцированное нефотохимическое тушение флуо-
ресценции, ассоциированное с регулируемым фор-
мированием центров диссипации энергии. Важно
отметить, что квантовые выходы ФСII и ФСI в
линиях дикого типа и KIN10-RNAi1-2 под дей-
ствием засоления не изменялись или снижались с
одновременным увеличением  квантового выхода
регулируемого нефотохимического тушения флу-
оресценции.

Анализ показателей, коррелирующих с общим
энергетическим статусом растений, показал, что ге-
нотип-специфичное изменение уровня SnRK1-ки-
назы в линиях Ler, KIN10-OX и KIN10-RNAi ни в
благоприятных, ни в стрессовых условиях не при-
водило ни к изменениям содержания АТФ в про-
ростках, ни к существенному изменению работы
АТФ-синтазы. В то же время нами впервые выявле-
на функциональная особенность работы электрон-
транспортной цепи хлоропластов линий сверх-
экспрессоров KIN10, состоящая в относительно
низкой амплитуде формирующейся на свету тран-
стилакоидной протон-движущей силы pmf. Расчет
относительных изменений двух компонент pmf
показал, что снижение амплитуды pmf, вероятнее
всего, связано с низким градиентом электриче-
ского потенциала ΔΨ. Известно, что генерация
протон-движущей силы играет критически важ-
ную роль в поддержании и регуляции фотосинте-
за, поскольку именно электрохимический гради-
ент протонов выступает связующим процессом

между абсорбцией энергии света и использованием
поглощенной энергии на синтез АТФ [31]. Ранее
низкая способность к генерации ΔΨ на высоком
свету была описана у мутанта арабидопсиса pgr5
[32], мутанта-нокаута ch1-3 с заблокированным
биосинтезом хлорофилла b [22], а также мутантов
с нарушением транспорта катионов и анионов че-
рез тилакоидную мембрану, например, по K+/H+

антипортеру kea3 и фосфатному транспортеру
pht4;1 [33]. У исследуемых нами линий сверхэкс-
прессоров, в отличие от вышеперечисленных му-
тантов, снижение электрохимического градиента
не было связано с нарушением генерации или по-
вышением доли ΔpH компоненты в амплитуде
pmf, что также коррелировало с сохранением спо-
собности KIN10-OX к развитию нефотохимиче-
ского тушения флуоресценции. Известно, что
поддержание сниженного градиента электриче-
ского потенциала в условиях флуктуирующего
света является защитным механизмом, препят-
ствующим развитию фотоповреждения ФСII [34].
SnRK1-киназа является важнейшим интеграто-
ром сигналов и центральным регулятором стрес-
совых ответов растений, который поддерживает
развитие защитных процессов. На основании по-
лученных данных мы предполагаем, что в линиях
со сверхэкспрессией SnRK1 индуцирован неизу-
ченный пока механизм, изменяющий потоки
ионов через тилакоидные мембраны на свету, что
может оказывать защитное действие при накоп-
лении ионов натрия и хлора в хлоропластах и
обеспечивать поддержание активности фотоси-
стем при засолении. Мы предполагаем также, что
увеличение активности SnRK1-киназы в линиях
KIN10-OX приводит к усилению процессов репа-
рации хлоропластов, в первую очередь с участием
автофагии [17, 18]. Таким образом, нами показа-
ны изменения фотохимической активности хло-
ропластов, ассоциированные с конститутивной
активацией SnRK1-киназы в двух линиях, сверх-
экспрессирующих каталитическую субъединицу
KIN10. Обнаруженные особенности световых ре-
акций фотосинтеза сохранялись в этих линиях и
при благоприятных условиях роста, и при адапта-
ции к солевому стрессу. Подавление функции
SnRK1-киназы методом замалчивания РНК-ин-
терференцией в линиях арабидопсиса, напротив,
приводило к отсутствию выраженного ответа на
солевой стресс на уровне фотохимической актив-
ности хлоропластов. Согласно последним резуль-
татам изучения интерактомных и фосфопротеом-
ных массивов данных [35] показано взаимодей-
ствие SnRK1-киназы с транскрипционным и
трансляционным аппаратами клетки, протеинки-
назами и фосфатазами, системами убиквитиниро-
вания и сумоилирования белков, цитоскелетом,
системой внутриклеточного транспорта белков и
автофагией. Конкретные молекулярные мишени
SnRK1-зависимой сигнальной сети, которые
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участвуют в регуляции энергетического метабо-
лизма хлоропластов, остаются малоизученными.
Полученные нами данные на модели растений
арабидопсиса с измененным уровнем активности
SnRK1-киназы представляются перспективными
для проведения дальнейших исследований регуля-
ции функций хлоропластов со стороны централь-
ного энергетического сенсора SnRK1 и выявления
путей регуляции энергетического статуса расти-
тельных клеток [4, 5, 36].
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ВВЕДЕНИЕ
Засоление почвы становится широко распро-

страненным явлением во многих регионах мира и
представляет собой глобальную проблему для сель-
ского хозяйства. Длительное воздействие метео-
рологических факторов (дождь, ветер и др.) мо-
жет привести к образованию полузасушливых и
засушливых районов с естественным засолени-
ем почв. Антропогенная деятельность человека и
применение нерациональных агротехнических
приемов усугубляют ситуацию [1–3].

Засоление является одним из неблагоприятных
факторов внешней среды, ограничивающих про-
дуктивность сельскохозяйственных культур. Ми-
нерализация почвы ведет к осмотическому стрессу
и нарушению ионного гомеостаза. В клетках возни-
кает дефицит ионов K+ и одновременно происхо-
дит увеличение концентрации ионов Na+ внутри
растений, что является токсичным для растений,
затрудняется поглощение других ионов и пита-
тельных веществ, снижается скорость фотосинте-
за, накопление биомассы и др. [4, 5].

Ионный дисбаланс и гиперосмотическое давле-
ние при засолении почвы ведут к развитию окисли-
тельного стресса. Возникают изменения в моле-
кулярных и биохимических путях, участвующих в
стрессоустойчивости растений, что в конечном

итоге, проявляется в снижении физиологической
адаптации растений [6].

Засоление почвы, таким образом, приводит к
сочетанию множественных стрессов, кумулятив-
но действующих на растения. Снижение мобили-
зации питательных веществ, гормональная неста-
бильность, образование активных форм кислоро-
да (АФК), ионная токсичность и осмотический
стресс ведут к ингибированию роста и развития
растений в условиях засоления [7, 8].

Известно, что некоторые микроорганизмы,
в том числе и бактерии, стимулирующие рост
(PGPB), как Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium и др.,
при засолении среды повышают толерантность
сельскохозяйственных культур к стрессу [4, 7, 8].
Доказано, что PGPB способны синтезировать фи-
тогормоны (ауксины, абсцизовую кислоту, гиббе-
реллины, цитокинин) и повышать уровень эндо-
генных гормонов растений, активируя так называ-
емую индуцированную системную толерантность
(ИСТ). ИСТ включает изменение физиологиче-
ских и биохимических процессов растения, кото-
рые смягчают негативные последствия экологиче-
ских стрессов [9–11]. Применение PGPB также
может вызывать усиление антиоксидантной систе-
мы для смягчения пагубного воздействия АФК.
Положительные эффекты при солевом стрессе
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обусловлены и продукцией бактериальной AЦК-
деаминазы (1-аминоциклопропан-1-карбокси-
лат), что ведет к снижению уровня этилена и счи-
тается ключевым признаком смягчения стресса
PGPB [9].

Многочисленные исследования свидетельству-
ют, что растение может легче приспосабливаться к
стрессу, мутуалистически взаимодействуя с раз-
личными бактериальными популяциями, в срав-
нении с отсутствием подобного рода взаимоотно-
шений с микроорганизмами [1, 2]. Усилия уче-
ных в настоящее время направлены на поиск
эффективных штаммов микроорганизмов, повы-
шающих солеустойчивость растений, и оценку
биохимических и молекулярных реакций расте-
ний, подвергшихся засолению и бактериальной
инокуляции. Цель работы – изучение влияния
эндофитных штаммов бактерий B. subtilis 26Д и
11ВМ на повышение солеустойчивости растений
Triticum aestivum L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектом исследова-

ния служили растения пшеницы (Triticum aestivum
L., сорт Омская 35). Эксперименты проводили в
лабораторных условиях. Семена перед посадкой
промывали в мыльной воде, стерилизовали 96%-
ым этанолом в течение 1 мин, трижды ополаскива-
ли в дистиллированной воде, подсушивали [16]. В
экспериментах использовали бактерии B. subtilis
штамма 26Д (коллекция ВНИИСХМ, №128) и
штамма 11ВМ (ВНИИСХМ, №519). Семена обра-
батывали в ламинар-боксе 20-часовой культурой
бактерий, выращенной на мясопептонном агаре
при +37°С. Клетки бактерий отмывали раствором
0.001 М KCl. Суспензию клеток доводили до не-
обходимой концентрации по оптической плотно-
сти. Расход бактериальной суспензии (106 кл/мл)
составлял 20 мкл на 1 г семян. Обработанные се-
мена выдерживали в течение часа, затем исполь-
зовали в экспериментах. Контрольные семена об-
рабатывали дистиллированной водой.

Инокулированные и контрольные семена вы-
ращивали в вегетационных сосудах (20 × 20 см)
при температуре 18–20°С при искусственном рав-
номерном освещении (среднесуточный световой
интеграл 200–250 мкмоль/(м2 с)) и 16-часовом фо-
топериоде. Использовали чернозем выщелочен-
ный (верхний гумусовый слой).

Солевой стресс имитировали однократным по-
ливом почвы раствором NaCl в концентрациях 3, 4,
5, 6 г соли в 1 кг почвы после посева семян расте-
ний. Контрольные растения поливали дистилли-
рованной водой. Через 30 сут отбирали только по-
беги для биохимического анализа.

Получение экстрактов из растительных тканей.
Побеги растений, выращенных в почве с различ-

ной концентрацией соли, промывали в дистилли-
рованной воде, удаляли избыток воды фильтро-
вальной бумагой, взвешивали. Растительный ма-
териал гомогенизировали в 0.1 М К-фосфатном
буфере pH 6.0 (при определении пероксидазы)
или в Трис-содержащем буфере pH 7.8 (при опре-
делении каталазы и малонового диальдегида) в
соотношении навеска (г) : экстрагент (мл) – 1 : 10,
центрифугировали 10 мин при 3500 g на центрифуге
(СМ-50, “Elmi”, Латвия). Надосадочную жидкость
центрифугировали еще 10 мин при 15300 g. Надоса-
дочную жидкость использовали для определения
активности ферментов и малонового диальдегида.

Определение активности ферментов и малоново-
го диальдегида. Активность пероксидазы оцени-
вали согласно методике Хайруллина с соавтора-
ми, исходя из количества окисленного ортофе-
нилендиамина. 1 единица активности фермента
соответствовала количеству окисленного ортофе-
нилендиамина (Sigma, США), дающего в описан-
ных условиях приращение оптической плотности
ΔА492 = 1 за 1 с, приведенное к сырой массе навес-
ки (мг растительного материала) [14]. Активность
каталазы определяли согласно методике Коро-
люк с соавторами. Принцип метода основан на
способности перекиси водорода образовывать с
солями молибдена стойкий окрашенный ком-
плекс. За единицу активности каталазы прини-
мали превращение 1 ммоль перекиси водорода за
1 с при заданных условиях, приведенное к сырой
массе навески (мг растительного материала) [15].

Содержание МДА измеряли, используя метод
Costa с соавторами, основанный на образовании
окрашенного комплекса между МДА и тиобарби-
туровой кислотой при нагревании [16]. Измере-
ние оптической плотности окрашенных раство-
ров проводили на спектрофотометре Unico 2800
(United products and Instruments, США).

Определение содержания фенольных соедине-
ний. Содержание растворимых фенольных соеди-
нений определяли по методу Фолина и Чокальтеу
(Folin, Ciocoalteu, 1927) в модификации Сингле-
тона и Росси [17, 18]. 50 мг навески воздушно-су-
хих побегов растирали в ступке, добавляли 1.5 мл
80%-ого этанола, помещали в пробирки и выдер-
живали на водяной бане при 80°С в течение 30 мин.
Экстракт центрифугировали 5 мин при 7500 g. К
0.5 мл супернатанта добавляли 2.5 мл реактива
Фолина-Чокальтеу, приготовленного по прописи
[17, 18]. Через 3 мин реакцию останавливали до-
бавлением 2.0 мл 7.5%-ного раствора карбоната
натрия. В холостую пробу вместо растительного
экстракта вносили 0.5 мл этилового спирта. Про-
бирки с реакционной смесью встряхивали, остав-
ляли на 2 ч, затем измеряли оптическую плотность
спектрофотометром при длине волны 765 нм.

Содержание фенольных соединений в экс-
тракте оценивали по калибровочной кривой.
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В качестве стандарта использовали галловую
кислоту (Acros organics, Бельгия). Содержание
фенольных соединений выражали в мг-экв. гал-
ловой кислоты.

Определение содержания свободного пролина.
Экстракцию и определение свободного пролина
проводили по модифицированной методике Ши-
халеевой с соавт. [19], используя кислый нингид-
риновый реактив, приготовленный без нагрева-
ния (навеску 1.25 г нингидрина (“Acros organics”,
Бельгия) растворяли в 30 мл ледяной уксусной
кислоты и 20 мл 6 М раствора H3PO4). Навеску све-
жей листовой пластины (200 мг) заливали 20 мл ки-
пящей дистиллированной воды и выдерживали
10 мин на водяной бане при температуре 100°С.
Затем в пробирку заливали 2 мл ледяной уксус-
ной кислоты, 2 мл нингидринового реактива и
добавляли 2 мл приготовленного экстракта.
Пробы инкубировали 20 мин на водяной бане
при температуре 100°С, после чего быстро охла-
ждали до комнатной температуры на льду. Изме-
ряли оптическую плотность продуктов реакции
при длине волны 520 нм. Содержание пролина
рассчитывали с помощью калибровочной кри-
вой, используя в качестве стандарта пролин ком-
пании “Sigma” (США) [19].

Определение содержания калия и натрия в побегах
растений. Содержание влаги и гигровлаги определя-
ли по ГОСТ 57059-2016 [20]. Содержание калия и
натрия определяли согласно ГОСТ 32250-2013 с по-
мощью фотометра КФК-3 (Загорский оптико-ме-
ханический завод, Россия). Макроэлементы ка-
лий и натрий определяли на пламенном фотомет-
ре ФПА (Загорский оптико-механический завод,
Россия) [21].

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов осуществляли с
помощью стандартных программ пакета Micro-
soft Office, данные представлены в виде среднего
значения ± стандартное отклонение. Все экспери-
менты проводили в трех биологических повторно-
стях. Достоверность различий между средними

определяли по критерию Стьюдента при уровне
значимости P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние соли на рост растений. При солевом

стрессе происходило угнетение роста растений,
как необработанных, так и обработанных бакте-
риями (табл. 1). С увеличением концентрации со-
ли токсический эффект усиливался. Так, у не-
инокулированных растений при концентрации
NaCl 3, 4, 5, 6 г/кг почвы наблюдали уменьшение
биомассы на 6, 18, 20 и 24.4%, соответственно, в
сравнении с растениями, выросшими в почве без
хлорида натрия.

При отсутствии соли в почве надземная часть
растений, семена которых были инокулированы
клетками бактерий B. subtilis 26Д и 11ВМ была
больше, чем у контрольных растений на 22 и 47%,
соответственно.

У растений, обработанных суспензией клеток
штамма B. subtilis 26Д, масса надземной части при
тех же концентрациях NaCl была больше на 12.3,
33, 18.4, 13.3 и 6% соответственно, в сравнении с
массой необработанных растений и выросших при
тех же условиях. При обработке клетками B. subtilis
11ВМ ростовые показатели растений при дей-
ствии солевого стресса достоверно не отличались
от показателей у стрессированных неинокулиро-
ванных растений.

Влияние соли на активность антиоксидантных
ферментов, уровень МДА, содержание фенольных
соединений. Анализ активности одного из анти-
оксидантных ферментов, каталазы, выявил, что у
растений, инокулированных клетками B. subtilis
26Д и 11ВМ и выросших в почве без воздействия
стрессового фактора, активность изначально бы-
ла выше в данном эксперименте в 2.16 и 1.75 раза,
соответственно, чем у неинокулированных расте-
ний (табл. 2).

Показатели активности каталазы у неинокули-
рованных бактериями растений, выросших при
различных концентрациях NaCl, были высокими

Таблица 1. Влияние обработки семян бактериями на сырую массу надземной части (мг) 30-дневных растений
пшеницы сорта Омская 35 при разной концентрации хлорида натрия в почве

Концентрация
NaCl, г/кг почвы

Масса надземной части растения, мг

контроль B. subtilis 26Д B. subtilis 11ВМ

0 22.5 ± 0.9 26.9 ± 1.0* 33.1 ± 1.1*

3 21.1 ± 0.7 23.7 ± 0.7* 20.8 ± 0.9

4 18.4 ± 0.9 21.8 ± 0.8* 18.6 ± 0.7

5 18.0 ± 05 20.4 ± 0.7* 18.2 ± 0.6

6 17.0 ± 0.8 18.0 ± 0.9 17.3 ± 0.8
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по сравнению с контрольными растениями (вы-
росшими в почве без соли) (табл. 2). Так, при вне-
сении в почву NaCl в концентрации 3 г/кг почвы
активность фермента увеличивалась в 1.8 раза,
при 4 г/кг почвы – в 2.3 раза, при 5 г/кг – в 1.8 ра-
за, при 6 г/кг почвы – в 1.7 раза.

При обработке семян клетками штамма B. sub-
tilis 26Д активность каталазы в побегах была все-
гда выше в сравнении с необработанными расте-
ниями, растущими в чистой почве. Предобработка
семян клетками штамма 11ВМ также приводила к
увеличению активности каталазы в побегах в
сравнении с контрольными растениями, однако
стимуляция была менее выражена, чем при обра-
ботке B. subtilis 26Д.

Активность другого фермента, пероксидазы, в
побегах неинокулированных бактериями расте-
ний с увеличением концентрации NaCl в почве
возрастала (табл. 2). Так, при внесении в почву
NaCl в концентрации 6 г/кг почвы активность
фермента увеличивалась на 48.5%, по сравнению
со значением у контрольных растений. У иноку-
лированных бактериями B. subtilis 26Д растений,

выросших в почве с содержанием 3 г и 4 г соли в кг,
отмечалось увеличение активности пероксидазы.

Предобработка семян клетками штамма 11ВМ
приводила к достоверному увеличению активно-
сти пероксидазы в побегах в сравнении с кон-
трольными растениями лишь при действии соли
в концентрации 4 г/кг почвы. При дальнейшем
увеличении концентрации соли активность фер-
мента снижалась – при 6 г NaCl в кг почвы вплоть
до уровня в побегах контрольных растений, рас-
тущих в чистой почве.

Содержание МДА как у инокулированных, так
и неинокулированных растений при засолении
почвы возрастало так, что с увеличением концен-
трации соли повышался и уровень МДА (табл. 2).
У неинокулированых клетками бактерий обоих
штаммов растений уровень МДА при концентра-
ции NaCl 3, 4, 5, 6 г/кг почвы повышался на 20.9,
44.7, 90.6 и 94.5% (в 1.94 раза), по сравнению с
контрольными растениями, выросшими в почве
без содержания соли.

У инокулированных клетками бактерий расте-
ний уровень МДА был ниже, чем у неинокулиро-

Таблица 2. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на активность каталазы и пероксидазы, содер-
жание МДА и фенолов в надземной части пшеницы сорта Омская 35 в условиях солевого стресса

Вариант
Активность каталазы,

мкат/мг
сырого веса

Активность 
пероксидазы,

опт. ед./мг сырого веса с

Содержание МДА,
мкмоль/г сырого веса

Содержание фенолов,
мг⋅экв. галловой 

кислоты/ г сухого веса

Без NaCl (0 г/кг почвы)

Контроль 1.2 ± 0.1 10.1 ± 0.05 18.1 ± 0.3 0.15 ± 0.01

B. subtilis 26Д 2.6* ± 0.1 16.4* ± 0.1 18.7 ± 0.3 0.16 ± 0.01

B. subtilis 11ВМ 2.1* ± 0.07 14.4* ± 0.07 18.3 ± 0.4 0.16 ± 0.01

NaCl (3 г/кг почвы)

Контроль 2.1 ± 0.1 10.2 ± 0.3 21.9* ± 0.4 0.18 ± 0.01

B. subtilis 26Д 2.6* ± 0.03 17.6* ± 0.4 19.4* ± 0.4 0.19 ± 0.01

B. subtilis 11ВМ 2.6* ± 0.04 14.9* ± 0.3 19.4* ± 0.5 0.19* ± 0.01

NaCl (4 г/кг почвы)

Контроль 2.6* ± 0.1 11.3* ± 0.5 26.2* ± 0.6 0.25* ± 0.01

B. subtilis 26Д 2.9* ± 0.1 18.3* ± 0.3 23.2* ± 0.3 0.28* ± 0.02

B. subtilis 11ВМ 2.6 * ± 0.1 18.9* ± 0.2 24.2* ± 0.1 0.28* ± 0.01

NaCl (5 г/кг почвы)

Контроль 2.2* ± 0.1 13.0* ± 0.1 34.5* ± 0.3 0.27* ± 0.02

B. subtilis 26Д 2.4* ± 0.1 11.6* ± 0.2 23.9* ± 0.4 0.29* ± 0.02

B. subtilis 11ВМ 2.4* ± 0.09 12.9 ± 0.1 24.3* ± 0.4 0.27 ± 0.02

NaCl (6 г/кг почвы)

Контроль 1.9* ± 0.06 15.0* ± 0.7 35.2* ± 1.0 0.20* ± 0.01

B. subtilis 26Д 2.3* ± 0.1 9.8* ± 0.1 24.1* ± 0.2 0.20 ± 0.01

B. subtilis 11ВМ 2.1* ± 0.05 10.1* ± 0.08 25.8* ± 0.5 0.19 ± 0.01
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ванных при тех же концентрациях соли. Так, у
растений, инокулированных клетками бактерий
B. subtilis 26Д, уровень МДА при концентрациях
NaCl 3, 4, 5, 6 г/кг почвы был на 11.4, 11.4, 30.7 и
31.5% ниже, соответственно, чем у неинокулиро-
ванных при той же концентрации. У растений,
инокулированных клетками бактерий B. subtilis
11ВМ, уровень МДА при концентрации NaCl 3, 4,
5, 6 г/кг почвы был на 11.4, 7.6, 29.5 и 26.7% ниже,
соответственно, чем у неинокулированных при
той же концентрации.

Содержание фенольных соединений с увели-
чением содержания NaCl повышалось как у необ-
работанных, так и обработанных бактериями рас-
тений (табл. 2). Так, у необработанных бактерия-
ми растений при концентрации NaCl 3, 4, 5, 6 г/кг
почвы уровень фенольных соединений повышал-
ся на 16, 56, 68 и 27%, соответственно. У расте-
ний, обработанных клетками бактерий обоих
штаммов, содержание фенольных соединений в
побегах было достоверно больше лишь при росте
растений в почве, содержащей 4 г/кг соли (штам-
мом 26Д – на 12%, штаммом 11ВМ – 15%), а при
обработке клетками штамма 26Д и при концен-
трации 5 г/кг почвы по сравнению с контрольны-
ми растениями, выросшими в почве без содержа-
ния соли. При концентрации NaCl 6 г/кг почвы со-
держание фенольных соединений в побегах было
примерно равно таковому у побегов растений, рас-
тущих в почве с минимальной концентрацией со-
ли (3 г/кг).

Влияние соли на уровень пролина. Изменение
содержания пролина увеличивалось по мере воз-
растания интенсивности солевого стресса (табл. 3).
У необработанных бактериями растений при кон-
центрации NaCl 3 и 4 г/кг почвы содержание
пролина повышалось на 71–75.3%, а при 5 г/кг
и 6 г/кг – в 2.5–2.7 раза, соответственно. У обра-
ботанных клетками B. subtilis 26Д растений уро-
вень пролина, так же, как и у неинокулирован-
ных, повышался, однако достоверные отличия по
сравнению с необработанными и выросшими в
тех же условиях, были обнаружены при концен-
трации соли 5 г/кг и 6 г/кг, показатели были выше
в среднем 1.2 раза. У растений, инокулированных
бактерими B. subtilis 11ВМ уровень пролина в побе-
гах при концентрации NaCl в почве 3, 4, 5, 6 г/кг
был выше на 18.6 и 31.6%, в 1.4 раза и 1.3 раза, со-
ответственно, чем у неинокулированных при тех
же условиях.

Влияние соли на содержание калия и натрия в
побегах растений. Увеличение концентрации NaCl в
почве приводило к повышению содержания Na+

и уменьшению количества ионов К+ в побегах
растений (табл. 4). У инокулированных бактерия-
ми растений, растущих в засоленной почве, со-
держание ионов Na+ в побегах было меньше, а
ионов К+ – больше по сравнению с неинокулиро-
ванными растениями. Так, у инокулированных
клетками B. subtilis 26Д и 11ВМ растений при кон-
центрации NaCl 3 г/кг почвы, содержание Na+ в

Таблица 3. Влияние обработки семян суспензией клеток B. subtilis на содержание пролина в тканях надземной
части 30-дневных растений пшеницы Омская 35 в условиях солевого стресса

Концентрация
NaCl, г/кг почвы

Содержание пролина, мкмоль/г сырой массы

контроль B. subtilis 26Д B. subtilis 11ВМ

0 125.7 ± 4.5 165.0* ± 3.9 155.1* ± 1.8
3 215.0* ± 6.7 220.2* ± 1.6 255.1* ± 5.5
4 220.3* ± 3.4 215.9* ± 2.4 290.0* ± 9.0
5 322.5* ± 6.8 405.1* ± 4.2 445.8* ± 4.9
6 342.5* ± 8.8 415.9* ± 5.0 455.0* ± 9.0

Таблица 4. Изменение содержания натрия и калия (% к массе золы) в тканях надземной части пшеницы сорта
Омская 35 под влиянием суспензии клеток бактерий B. subtilis

Концентрация
NaCl, г/кг почвы

Контроль B. subtilis 26Д B. subtilis 11ВМ

K, % Na, % K, % Na, % K, % Na, %

0 5.2 ± 0.1 0.20 ± 0.01 5.4* ± 0.1 0.20 ± 0.01 4.9* ± 0.08 0.20 ± 0.01

3 4.1 ± 0.05 1.09 ± 0.01 5.3* ± 0.1 0.77* ± 0.04 4.2 ± 0.06 0.77* ± 0.04

4 3.9* ± 0.1 1.20* ± 0.02 4.9* ± 0.1 0.88* ± 0.01 3.8 ± 0.1 1.09* ± 0.01

5 3.5* ± 0.05 2.20* ± 0.02 3.7 ± 0.07 1.44* ± 0.1 3.7 ± 0.1 1.60* ± 0.1

6 2.6* ± 0.08 2.28* ± 0.01 3.5* ± 0.07 1.64* ± 0.05 3.4* ± 0.01 2.04* ± 0.02
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побегах было меньше в среднем на 29.3%; при
концентрации NaCl 4, 5, 6 г/кг почвы – на 26.7 и
9.2%; 34.5 и 27.3%; 28.1 и 10.5%, соответственно, в
сравнении с необработанными.

Обработка семян клетками штамма 11ВМ прак-
тически не влияла на содержание калия в побегах,
за исключением варианта с концентрацией соли
6 г/кг. У растений пшеницы, предварительно ино-
кулированных бактериями B. subtilis 26Д, содержа-
ние калия в побегах при концентрации NaCl в поч-
ве 3, 4, 5, 6 г/кг было больше на 29.3, 25.6, 5.7, 34.6%,
соответственно, чем у неинокулированных.

ОБСУЖДЕНИЕ

Наличие соли в почве вызывает значительные
изменения физиологических и морфологических
показателей растений [4, 7]. Засоление ведет к
развитию осмотического стресса, во время кото-
рого растения сталкиваются с компромиссом
между получением воды и риском обезвоживания
клеток, что в конечном итоге подавляет рост и де-
ление клеток [4]. В наших экспериментах подав-
ление роста под действием соли наблюдалось как
у необработанных растений, так и у обработан-
ных бактериями B. subtilis. Более высокие показа-
тели роста в условиях засоления у растений, ино-
кулированных бактериями, по сравнению с не-
инокулированными, были отмечены только в
отношении B. subtilis 26Д, хотя оба штамма прояв-
ляли ростостимулирующий эффект на незасолен-
ной почве. Известно, что оба исследованных
штамма продуцируют различные биологически
активные вещества, в том числе и фитогормоны,
способны улучшать минеральное питание расте-
ний, защищать от патогенов, стимулировать рост
корней и побегов, повышая тем самым стрессо-
устойчивость растений [22, 23]. Повышенный
рост инокулированных растений в контролиру-
емой и стрессовой среде, скорее всего, связан с
синтезом ИУК PGPB [4].

Наряду с осмотическим стрессом еще одним
негативным эффектом засоления является гене-
рация АФК, вызывающих окислительный стресс.
Накопление АФК в цитоплазме растительных кле-
ток увеличивает риск повреждения мембран клеток
и органелл, снижает стабильность белков и нук-
леиновых кислот. В растениях в ответ на стрессо-
вый фактор активируются различные системы ан-
тиоксидантной защиты, в которых участвуют такие
ферменты, как пероксидаза, каталаза и др [24, 25].

У растений, инокулированных бактериями, на-
блюдались повышенные активности каталазы и
пероксидазы (особенно у штамма 26Д), вслед-
ствие чего такие растения испытывали меньший
стресс в условиях засоления. Оба фермента, как
известно, участвуют в удалении перекиси водоро-

да, что уменьшает силу негативного ее влияния на
рост растений через различные механизмы [1, 2].

Уровень малонового диальдегида у обработан-
ных бактериями растений был ниже, чем у неино-
кулированных. Повышенное накопление МДА
при солевом стрессе может быть связано с повре-
ждением мембран солью [3, 4]. Бактеризация се-
мян, таким образом, может способствовать, вероят-
но, сохранению целостности мембранных структур
растительных клеток пшеницы.

Известно, что в условиях солевого стресса мета-
болизм модифицируется и осмопротекторы (на-
пример, пролин) накапливаются для поддержа-
ния ионного баланса в клетке [30]. Было обна-
ружено, что индуцированное солевым стрессом
накопление пролина было значительно выше у
инокулированных бактериями растений. Пролин,
как известно, улучшает способность клеток удер-
живать воду, участвует в регулировании осмоти-
ческого давления и обладает другими защитными
функциями, не нарушая нормальный обмен ве-
ществ. Считается, что осмотически активные ве-
щества помогают растениям противостоять экс-
тремальному осмотическому стрессу на протяже-
нии всего жизненного цикла растения, защищают
белки и другие клеточные мембраны от различ-
ных стрессовых воздействий [7]. Исследования по-
казали, что под влиянием клеток штамма 11ВМ при
выращивании растений в условиях солевого стресса
пролина накапливалось больше в надземной части
пшеницы, чем под влиянием штамма 26Д. Егорши-
ной было показано, что обработка семян пшени-
цы клетками бактерий B. subtilis 26Д и 11ВМ при-
водит к увеличению содержания АБК в побегах
растений, что и могло привести к увеличению
уровня синтеза пролина, так как известно, что
АБК участвует в регуляции синтеза пролина [23].

Фенольные соединения играют жизненно важ-
ную роль в устойчивости растений к абиотиче-
скими стрессам, как, например, антиоксиданты в
виде сложных эфиров, флавоноидов и других ве-
ществ, а также способствуя балансу минеральных
компонентов в некоторых растительных органах
[20, 26].

В большинстве случаев хлорид натрия являет-
ся основным солевым токсикантом, и его нега-
тивный эффект может наблюдаться в виде сниже-
ния продуктивности или гибели растений. Засо-
ление почвы вызывает у растений осмотический
и токсический стрессы. Устойчивость раститель-
ных организмов к таким неблагоприятным фак-
торам, наряду с другими механизмами, связана, в
том числе с уменьшением количества ионов Na+,
поступающих в растение и оттока ионов K+ [1, 6, 9].
Установлено, что обработка растений бактерия-
ми в условиях засоления снижало поступление
Na+ в побеги. Аналогичные результаты были по-
лучены при использовании в экспериментах и
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других видов бактерий [7]. Известно, что стиму-
лирующие рост растений ризобактерии (PGPR)
модулируют архитектуру корней, расширяя ризо-
сферу, уменьшая долю негативно действующих
ионов и помогая, тем самым, растению поддер-
живать ионное равновесие [24]. Известно, что
бактерии B. subtilis, синтезируют гормоны и раз-
нообразные органические кислоты. Спектр кис-
лот, синтезируемых B. subtilis 11ВМ, более разно-
образен, и бактерии этого штамма синтезируют
их значительно больше, чем B. subtilis 26Д [23].
Наличие органических кислот, продуцируемых
бактериями B. subtilis 11ВМ в ризосфере, может
увеличивать степень диссоциации ионов, в том
числе Na+, что наряду с некоторыми негативны-
ми процессами, например, усилением перекис-
ного окисления липидов, косвенным свидетель-
ством которому является накопление МДА, боль-
шее, чем при действии бактерий B. subtilis 26Д,
могло повышать уровень ионов натрия, поступаю-
щих в растения, которые конкурировали с ионами
калия, чем и может быть объяснен более низкий
уровень содержания этого иона в побегах расте-
ний, инокулированных клетками штамма 11ВМ.

Таким образом, исследованные эндофитные
штаммы B. subtilis 26Д и 11ВМ обладают хорошим
потенциалом для адаптации растений к солевому
стрессу, однако протекторный эффект у штамма
26Д выражен лучше, чем у 11ВМ. Исследованные
эндофиты повышают активность антиоксиданых
ферментов, снижают уровень МДА как продукта
перекисного окисления липидов; повышают уро-
вень фенольных соединений и пролина; умень-
шают количество поступающих в ткани ионов на-
трия и могут быть применены для повышения
устойчивости растений к солевому стрессу.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных в
качестве объектов исследования.
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Впервые изучено одновременное воздействие азотного голодания и температурного шока на физио-
логию и ультраструктуру клеток двух штаммов микроводорослей рода Lobosphaera – NAMSU 924/2 и
NAMSU (CALU) 1497. Дефицит азота у обоих штаммов приводил к снижению содержания хлоро-
филла в 3 раза и увеличению доли каротиноидов в 2 раза. При температуре +10°С наблюдалось сни-
жение содержания как хлорофилла, так и каротиноидов. Одновременное воздействие двух факторов
проявлялось в снижении содержания хлорофилла в 3 раза у NAMSU 924/2, и в 6 раз – у NAMSU (CALU)
1497, доля каротиноидов у обоих штаммов уменьшалась в 1.5–2 раза. Получены данные по уль-
траструктурным изменениям клеток микроводорослей рода Lobosphaera при воздействии стрессо-
вых факторов. Отмечен сходный характер ответа у обоих штаммов на стрессовые условия. Дефицит
азота приводил к накоплению в цитоплазме клеток вдоль клеточной стенки многочисленных ли-
пидных глобул. Длительная инкубация на безазотной среде приводила к заполнению всего объема
клеток липидными глобулами, разборке мембранной системы хлоропластов, их уменьшению в раз-
мерах, располагаясь между плотно лежащими липидными глобулами. При низкой температуре
уменьшалось число тилакоидов, увеличивались межтилакоидное пространство и размеры хлоропла-
стов. При одновременном воздействии азотного голодания и низкой температуры накапливались мно-
гочисленные липидные глобулы, уменьшалось число тилакоидов, увеличивались межтилакоидное про-
странство и размер хлоропластов, отмеченные при отдельном воздействии стрессовых факторов. Пи-
реноид у обоих штаммов во всех случаях не претерпевал существенных изменений.

Ключевые слова: Lobosphaera, азотное голодание, жирные кислоты, микроводоросли, низкие темпе-
ратуры, пигменты, стрессовые факторы, ультраструктура, физиология
DOI: 10.31857/S0015330322600772, EDN: IBUSDD

ВВЕДЕНИЕ

Микроводоросли (МВ) в стрессовых условиях
характеризуются способностью к накоплению в
значительных количествах ценных для человека
метаболитов – белков, углеводов, полиненасыщен-
ных жирных кислот (ПНЖК), минералов, витами-
нов, антиоксидантов и микоспорин-подобных
аминокислот [1–3]. К стрессовым факторам, как
правило, относятся свет высокой интенсивности,
дефицит элементов минерального питания, а так-
же осмотический и температурный шок. Синтез и
накопление в клетках метаболитов представляют
собой адаптивный ответ на воздействие неблаго-
приятных условий [4–7]. Интерес к таким МВ
обусловлен возможностью их использования
для производства пищевых добавок, красите-

лей, антиоксидантов, ПНЖК, токсинов, удоб-
рений и мн. др. [8–10].

Почвенные зеленые МВ рода Lobosphaera (Chlo-
rophyta, Trebouxiophyceae) характеризуются вы-
сокой адаптационной пластичностью. В процессе
адаптации к стрессовым условиям МВ накапли-
вают длинноцепочечную ω-6-полиненасыщен-
ную арахидоновую жирную кислоту (C20:4), а так-
же в меньших количествах эйкозапентаеновую
(ЭПК, C20:5) и докозагексаеновую (ДГК, C22:6)
кислоты. Рядом исследователей отмечено накоп-
ление ПНЖК в рекордных количествах, что поз-
воляет рассматривать данные МВ как природные
растительные источники отмеченных ПНЖК. В то-
же время отмечено, что содержание жирных кислот
(ЖК) варьируется как среди видов внутри рода, так
и среди изолятов и штаммов одного вида [11, 12].

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ШИБЗУХОВА и др.

На сегодняшний день ведется поиск условий
культивирования для увеличения содержания
ПНЖК в клетках МВ, а также штаммов МВ, ха-
рактеризующихся максимальным содержанием
ЖК, и как следствие, для повышения выхода це-
левого продукта.

Предлагаемая статья посвящена сравнитель-
ной характеристике морфологических и физио-
логических особенностей двух коллекционных
штаммов Lobosphaera sp., продуцентов ценных
для человека ПНЖК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования

Для исследований были выбраны штаммы МВ
Lobosphaera sp. NAMSU 924/2 и NAMSU (CALU)
1497. В исходных образцах было отмечено появ-
ление колоний с разной морфологией, которые
были пересеяны в отдельные чашки и велись как
отдельные линии. Полученные штаммы альгологи-
чески чистых культур были депонированы в “Кол-
лекцию биотехнологически значимых микроводо-
рослей Национального банка-депозитария живых
систем “Ноев Ковчег” (NAMSU)” с присвоением
соответствующих идентификационных номеров.

Условия культивирования
Культивирование штаммов МВ проводили в

конических колбах Эрленмейера при температу-
ре +23°C, постоянном освещении белым светом
40 мкмоль квантов ФАР м–2 с– на модифициро-
ванной минеральной среде BG-11 [13] с добавле-
нием KNO3 (BG-11K): NaNO3 –1.5 г/л; KNO3 –
1.78 г/л; K2HPO4 – 0.04 г/л; MgSO4⋅7H2O – 0.075 г/л;
CaCl2⋅2H2O – 0.036 г/л; лимонная кислота –
0.006 г/л; FeNH4-citr – 0.006 г/л; Na2EDTA –
0.001 г/л; Na2CO3 – 0.02 г/л. Раствор микроэлемен-
тов (1 мл/л): H3BO3 – 1.43 г/500 мл; MnCl2⋅4H2O –
0.905 г/500 мл; ZnSO4⋅7H2O – 0.11 г/500 мл;
Na2MoO4⋅2H2O – 0.195 г/500 мл; CuSO4⋅5H2O –
0.0395 г/500 мл; Co(NO3)2⋅6H2O – 0.0247 г/500 мл.

Стрессовые условия (дефицит азота в среде
культивирования, низкие температуры) модели-
ровали путем культивирования МВ на минераль-
ной среде BG-11K без добавления азота и при сни-
жении температуры до +10°C.

Методы исследования
Изучение морфологии, описание жизненного

цикла и оценку состояния культур МВ проводили
с применением методов светлопольной микро-
скопии при использовании светового микроскопа
Leica DM-2500 LED (Leica, Германия), оснащенно-
го фотокамерой DFC-7000T (Leica, Германия).

Изучение микроморфологии поверхности кле-
точной стенки проводили с применением скани-
рующего электронного микроскопа JSM-6380LA
(JEOL Ltd., Япония) с ускоряющим напряжени-
ем 15 кВ Межкафедральной Лаборатории Элек-
тронной Микроскопии биологического факуль-
тета Центра коллективного пользования МГУ
им. М.В. Ломоносова. Биомассу клеток фикси-
ровали в 2% глутаровом альдегиде на 0.1 М како-
дилатном буфере (рН 7.4) с последующим обез-
воживанием в градиенте этанола, высушивани-
ем и напылением образцов, согласно методике
Gorelova et al. [14].

Исследование ультраструктурных особенно-
стей клеток штаммов проводили с использовани-
ем трансмиссионного электронного микроскопа
JEM-1011 (JEOL Ltd., Япония) при ускоряющем
напряжении 80 кВт и цифровой фотокамерой
ORIUS SC1000W (Gatan, США) в Межкафедраль-
ной Лаборатории Электронной Микроскопии био-
логического факультета Центра коллективного
пользования МГУ имени М.В. Ломоносова. Био-
массу клеток фиксировали в 2% глутаровом альде-
гиде на 0.1 М какодилатном буфере (рН 7.4) с по-
следующей дофиксацией в 1% растворе OsO4 [14].
Для дальнейшей заливки была использована
смесь эпоксидной смолы Araldite (Sigma-Aldrich,
Германия). Серийные ультратонкие срезы были
получены на ультрамикротоме LKB-4800 (Broma,
Швеция), которые дополнительно контрастиро-
вали цитратом свинца по Рейнольдсу [15].

Определение профиля жирных кислот
суммарных липидов биомассы микроводорослей

Для оценки профиля жирных кислот (ЖК) сум-
марных липидов был применен метод газожид-
костной хроматографии с использованием газово-
го хроматографа Agilent 7890A (Agilent Technologies,
США), оборудованного 30-метровой капиллярной
колонкой HP-5MS UI (30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм)
(Agilent, США) и соединенного с квадрупольным
масс-спектрометром Agilent 5975C (Agilent Tech-
nologies, США). В качестве газа-носителя ис-
пользовался гелий со скоростью потока 1 мл/мин.
Экстракция липидов проводилась по методу
Фолча [14, 16]. В качестве внутреннего стандарта
была выбрана маргариновая кислота (С17:0). Для
идентификации ЖК был использован набор стан-
дартов (Sigma, США). Относительное содержа-
ние ЖК определяли в весовых процентах от сум-
марного содержания в пробе. Коэффициент не-
насыщенности ЖК определяли как описано
ранее [17] и рассчитывали по формуле:

где К – коэффициент ненасыщенности, ΣUFA –
суммарное содержание ненасыщенных жирных

= Σ Σ/ ,K UFA SFA
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кислот (вес. %), ΣSFA – суммарное содержание
насыщенных жирных кислот (вес. %) в пробе.

В ходе экстракции ЖК был также проведен ана-
лиз содержания пигментов с применением спек-
трофотометрического метода. Расчет пигментов в
хлороформной фракции проводили согласно
Wellburn [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ
На всех стадиях роста в культурах Lobosphaera sp.

924/2 и Lobosphaera sp. 1497 доминирующей жиз-
ненной формой являлись неподвижные одиноч-
ные сферические вегетативные клетки, диаметр
клеток достигал 4–20 мкм у Lobosphaera sp. 924/2
и 7–20 мкм у Lobosphaera sp. 1497 (рис. 1а). В жиз-
ненном цикле штаммов были отмечены подвиж-

ные зооспоры грушевидной, яйцевидной и шаро-
видной формы с двумя изоконтными жгутиками
на апикальном конце клетки, достигающими в
длину 10 мкм (рис. 1б). Половое размножение не
было отмечено. Помимо зооспор присутствовали
вегетативные клетки, автоспорангии с 4–8 авто-
спорами и апланоспорангии с 32–64 апланоспо-
рами (рис. 1в, е). Высвобождение автоспор и апла-
носпор происходило путем разрыва материнской
оболочки спорангия (рис. 1г).

В культурах Lobosphaera sp. 924/2 и Lobos-
phaera sp. 1497 методом сканирующей электрон-
ной микроскопии были обнаружены клетки с
двумя типами клеточной поверхности – войлоч-
ной и гладкой. Для первой было характерно нали-
чие фибрилл до 50 нм толщиной, которые пере-
плетаясь формировали так называемый “войлоч-

Рис. 1. Жизненные стадии исследованных МВ (микрографии СвМ): (а) – Вегетативные клетки на примере NAMSU 924/2,
(б) – зооспоры с двумя жгутиками (указаны стрелками) на примере NAMSU 924/2, (в) – автоспорангий с автоспорами на
примере NAMSU (CALU) 1497, (г) – зооспорангий с зооспорами на примере NAMSU 924/2, (д) – высвобождение авто-
спор на примере NAMSU (CALU) 1497, (е) – апланоспорангий с апланоспорами на примере NAMSU (CALU) 1497. Уль-
траструктурная организация спорангиев изученных штаммов МВ: (ж) – автоспорангий на примере штамма NAMSU
(CALU) 1497 (микрография СЭМ), (з) – автоспорангий на примере NAMSU (CALU) 1497 (микрография ТЭМ). ДКС –
клеточная стенка дочерних клеток, КЗ – крахмальные зерна, М – митохондрия, МКС – клеточная стенка материнской
клетки-спорангия, П – пиреноид, Прг – пиреноглобулы, Хл – хлоропласт.
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ный” слой [19], для второй – гладкая, без выростов
и фибрилл (рис. 1ж, 2а).

По результатам исследований ультратонких сре-
зов (ТЭМ) клеточная стенка обоих штаммов мик-
роводорослей состояла из двух слоев. К внешнему
осмиофильному слою клеточной стенки прикреп-
лялись тонкие разветвленные переплетенные гли-
копротеиновые фибриллы. Внешний слой кле-
точной стенки обладал кистевидной структурой с
многочисленными канало-образными участками
низкой электронной плотности и достигал в тол-
щину 20–40 нм у штамма Lobosphaera sp. 924/2 и
40–70 нм у Lobosphaera sp. 1497. Внутренний слой
клеточной стенки характеризовался низкой элек-
тронной плотностью и толщиной 40–190 нм у Lo-
bosphaera sp. 924/2 и 100–150 нм у Lobosphaera sp.
1497 (рис. 2б).

Пластидом вегетативных клеток штаммов был
представлен одним крупным париетальным ча-
шевидным двухмембранным хлоропластом с дву-
мя долями, занимающим большую часть объема
клетки (рис. 2в). Тилакоиды в строме собраны в
протяженные граны. В строме хлоропласта выяв-
лялся один пиреноид диаметром 1–3 мкм, прони-
занный параллельными интрапиреноидными ти-
лакоидами (рис. 2г). Вокруг пиреноида между ин-
трапиреноидными тилакоидами располагались
крахмальные зерна, образуя фрагментированную
крахмальную обкладку (рис. 2г). Кроме того, крах-
мал откладывался в виде одиночных стромальных
зерен между стромальными ламеллами. Вокруг
пиреноида располагались отдельные пиреноглобу-
лы, связанные с тилакоидными мембранами пире-
ноидного матрикса (рис. 2г). Хондриом вегета-
тивных клеток обоих штаммов микроводорослей
был представлен митохондриями с пластинчаты-
ми кристами (рис. 2в). Клетки обоих штаммов со-
держали одно округлое или эллиптическое (на по-
перечном срезе) ядро с одним ядрышком (рис. 2в).

В цитоплазме клеток были рассеяны единичные
мелкие вакуоли, в которых встречались электрон-
но-плотные включения. По периферии вдоль кле-
точной стенки были отмечены мелкие одиночные,
иногда сливающиеся крупные липидные глобулы
(рис. 2б).

Изученные штаммы МВ характеризовались, ти-
пичным для отдела Chlorophyta, пигментным со-
ставом [20–22]. На основании спектров поглоще-
ния экстрактов биомассы, были выявлены мак-
симумы хлорофиллов Хл a (666 нм и 433 нм) и b
(плечо около 650 нм), а также плечо в диапазоне
460–490 нм, присущие каротиноидам (рис. 3).

Исследованные штаммы характеризовались
способностью к синтезу в значительных количе-
ствах кислоты-биомаркера – ω-6-полиненасыщен-
ной арахидоновой кислоты (C20:4Δ5,8,11,14). Ее со-
держание достигало 23–25 вес. % у Lobosphaera sp.
924/2 и 15–18 вес. % у штамма Lobosphaera sp. 1497
(табл. 1).

Особенности воздействия стрессовых 
условий на микроводоросли

Изменения пигментного состава клеток

При культивировании клеток штамма Lobos-
phaera sp. 924/2 на безазотной среде при темпера-
туре +23°С отмечалось значительное (в 3 раза)
снижение содержания в клетках хлорофилла (Хл)
(рис. 4а), увеличение доли каротиноидов (Кар) –
в 2 раза (рис. 4б), при этом соотношение кароти-
ноидов к хлорофиллу (Кар/Хл) увеличивалось в
1.5 раза (рис. 4в). Культивирование при темпера-
туре +10°С на полной среде приводило к сниже-
нию содержания как Хл, так и Кар (в 2 раза). При
одновременном воздействии дефицита азота и
снижения температуры на клетки микроводо-
рослей количество Хл в биомассе снижалось в

Таблица 1. Состав жирных кислот суммарных липидов штаммов МВ Lobosphaera sp. NAMSU 924/2 и Lobosphaera sp.
NAMSU (CALU) 1497

Примечание. Приведены преобладающие жирные кислоты, содержание которых превышало 4.5 вес. % хотя бы в одном из
изученных штаммов, по истечении 7 сут. культивирования при +23°С и постоянном освещении.

ЖК, вес. % NAMSU 924/2 NAMSU (CALU) 1497

C16:0 18.4 18.4
C18:0 4.5 1.9

C18:1Δ9 7.4 19.5

C18:1Δ11 5.4 7.6

C18:2Δ9,12 7.9 15.5

C18:3Δ9,12,15 8.4 7.6

C18:4Δ6,9,12,15 0.5 5.3

С20:4Δ5,8,11,14 24.1 18.9

С20:5Δ5,8,11,14,17 8.8 2.5
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3 раза, Кар и соотношение Кар/Хл – в 1.5–2 раза
(рис. 4б, в).

При дефиците азота в среде культивирования в
клетках штамма Lobosphaera sp. 1497 содержание Хл
снижалось в 6 раз (рис. 4а), Кар – в 2 раза (рис. 4б),
а соотношение Кар/Хл увеличивалось в 3 раза.
При пониженной температуре инкубации наблю-
далось снижение содержания Хл в 2 раза, а содер-

жание Кар также – в 1.5–2 раза (рис. 4а, б). В тоже
время воздействие комплекса стрессовых факто-
ров приводило к существенному снижению доли
Хл – в 6 раз, а Кар – в 3 раза, соотношение Кар/Хл
увеличивалось в 3 раза (рис. 4).

Культивирование Lobosphaera sp. 924/2 и Lobos-
phaera sp. 1497 в условиях дефицита азота приво-
дило к значительному увеличению содержания

Рис. 2. Особенности ультраструктурной организации клеток исследованных штаммов МВ: (а) – фрагмент клеточ-
ной стенки с поверхностными структурами в виде гликопротеиновых филаментов (указаны стрелками) на примере
NAMSU 924/2 (микрография СЭМ), (б) – фрагмент клеточной стенки на примере 924/2 (микрография ТЭМ), (в) –
общий вид вегетативной клетки на примере NAMSU (CALU) 1497 (микрография ТЭМ), (г) – фрагмент пиреноида
с интрапиреноидными тилакоидами (микрография ТЭМ). ДКС – клеточная стенка дочерних клеток, ИнТ – интра-
пиреноидные тилакоиды, КЗ – крахмальные зерна, КС – клеточная стенка, ЛГ – липидная глобула, М – митохон-
дрия, МКС – клеточная стенка материнской клетки-спорангия, П – пиреноид, Прг – пиреноглобулы, Хл – хлоро-
пласт, ПМ – плазматическая мембрана, Я – ядро.
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арахидоновой кислоты, тогда как выращивание при
температуре +10°С не приводило к существенным
изменениям ее содержания. Культивирование в
условиях одновременного воздействия двух факто-
ров (дефицита азота и низкой температуры +10°С)
приводило к большему накоплению маркерной
кислоты ω-6-полиненасыщенной арахидоновой
кислоты (C20:4Δ5,8,11,14) в суммарной фракции ли-
пидов клеток до 35 вес. %.

Морфологические изменения клеток 
микроводорослей при воздействии 

стрессовых факторов

В ходе инкубации микроводорослей на безазот-
ной среде клетки штаммов Lobosphaera sp. 924/2 и
Lobosphaera sp. 1497 меняли окраску на светло-
желтую, а при воздействии низкой температуры
изменение окраски их клеток не происходило. Од-
нако при температуре +10°С у обоих штаммов на-
блюдалось массовое формирование зооспорангиев
и зооспор с двумя изоконтными жгутиками.

Ультраструктурные изменения клеток обоих
штаммов микроводорослей при инкубации в усло-
виях дефицита азота в среде имели сходный харак-
тер. В течение первых 14 сут. не отмечено измене-
ние формы и размеров хлоропласта. Однако выяв-
лено накопление вокруг пиреноида пиреноглобул,
в строме хлоропластов – многочисленных пла-
стоглобул и крахмальных зерен. В цитоплазме кле-
ток отмечено накопление вдоль клеточной стенки

многочисленных липидных глобул разной формы и
размеров (рис. 5а).

Длительная инкубация (более 14 сут.) на беза-
зотной среде приводила к постепенному заполне-
нию всего объема клеток липидными глобулами
(рис. 5б). При этом в результате разборки бóльшей
части мембранной системы, хлоропласты уменьша-
лись в размерах, располагаясь между плотно лежа-
щими липидными глобулами (рис. 5б). Пиреноид
у штаммов в условиях дефицита азота не претер-
певал существенных изменений. Даже при дли-
тельной инкубации клеток на безазотной среде
четко выявлялась ультраструктура пиреноида с
многочисленными интрапиреноидными тилако-
идами, фрагментированной крахмальной обклад-
кой и пиреноглобулами.

Инкубация при низкой температуре приводи-
ла к значительным изменениям в структуре хло-
ропластов: отмечено уменьшение числа тилакоидов
в гранах в результате разборки мембранной систе-
мы, увеличение межтилакоидного пространства, и,
как следствие, увеличение размеров хлоропла-
стов (рис. 5в, г). При этом клеточная стенка и пи-
реноид, как и в случае инкубации микроводорос-
лей в условиях дефицита азота, не претерпевали
структурных изменений (рис. 5в, г).

В ходе инкубации микроводорослей Lobos-
phaera sp. 924/2 и Lobosphaera sp. 1497 на безазотной
среде при низкой температуре отмечались уль-
траструктурные изменения пластидома и накоп-
ление липидных глобул. В клетках выявлялись

Рис. 3. Спектры поглощения (нормированные на 666 нм) пигментов клеток на примере Lobosphaera sp. NAMSU 924/2
при культивировании: (1) на полной среде при +23°C, (2) при снижении температуры до +10°С, (3) на безазотной сре-
де при +23°C и (4) на безазотной среде при +10°C.
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многочисленные разнообразные по форме и разме-
ру, иногда сливающиеся крупные липидные глобу-
лы, занимающие большую площадь среза клетки
(рис. 5д). Как и в случае действия низкой тем-
пературы, в хлоропластах отмечено уменьше-
ние числа тилакоидов, увеличение межтилако-
идного пространства (рис. 5д). Пиреноид не пре-
терпевал ультраструктурных изменений (рис. 5д).

ОБСУЖДЕНИЕ

Интерес к МВ обусловлен их уникальным со-
ставом и высоким потенциалом в качестве при-
родных источников-продуцентов для пищевой,
фармацевтической, химической, косметической
промышленностей и сельского хозяйства [2, 3, 23].

Липиды некоторых штаммов МВ особенно бо-
гаты ценными для человека ПНЖК такими, как
линолевая (C18:2), α-линоленовая (C18:3), арахи-
доновая (C20:4), эйкозапентаеновая (C20:5) и до-
козагексаеновая (C22:6) [24].

Исследованные штаммы МВ рода Lobosphaera
(Chlorophyta, Trebouxiophyceae) характеризуются
способностью к синтезу в значительных количе-
ствах кислоты-биомаркера – ω-6-полиненасыщен-
ной арахидоновой кислоты. Однако качественный
и количественный состав ПНЖК является штамм-
специфичным, а также зависит от условий куль-
тивирования. Накопление ПНЖК рассматривается
как адаптивный ответ и защитная реакция клеток
МВ на воздействие стрессовых факторов. В опти-
мальных для роста условиях МВ характеризуются
активным ростом числа клеток, синтезом мембран-
ных и хлоропластных липидов. Тогда как, в стрес-
совых условиях наступает, так называемая липо-
генная фаза, сопровождающаяся редукцией фото-
синтетического аппарата, разборкой мембранных
систем хлоропластов, снижением скорости деле-
ния клеток, а в некоторых случаях остановкой
клеточных делений. Как следствие, в клетках уве-
личивается содержание ЖК, накапливаются три-
ацилглицериды и неполярные липиды, а также
каротиноиды [4, 25–28]. Синтезированные de novo
ПНЖК откладываются в виде липидных глобул в
цитоплазме. Кроме того, отмечаются случаи фор-
мирования глобул, так называемых пластоглобул,
между тилакоидами хлоропластов [4, 29].

Стрессовые условия культивирования МВ суще-
ственно влияют на ультраструктуру клеток. При
этом воздействие стрессовых факторов по отдель-
ности и совместно является штаммспецифичным.
Ранее было показано, что при инкубации клеток
Parietochloris incisa (Lobosphaera incisa) в условиях
дефицита азота наблюдается уменьшение разме-
ров хлоропласта и накопление липидных глобул в
цитоплазме [30]. В проведенных нами исследова-
ниях для штаммов Lobosphaera sp. NAMSU 924/2 и
Lobosphaera sp. NAMSU (CALU) 1497 были пока-

заны сходные ультраструктурные изменения при
дефиците азота. Тогда как при низкой температу-
ре отмечалась редукция мембранных систем хло-
ропластов, увеличивалось межтилакоидное про-
странство, что приводило к “набуханию” хлоро-
пласта, что проявлялось в увеличении размеров
хлоропласта. Это также соответствует изменени-
ям морфологии клеток. В частности, при инкуба-

Рис. 4. Динамика изменения содержания (а) хлоро-
филла, (б) каротиноидов и (в) соотношения кароти-
ноидов к хлорофиллу в клетках исследованных штам-
мов (1) NAMSU 924/2 и (2) NAMSU (CALU) 1497 при
воздействии стрессовых факторов.
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ции в условиях дефицита азота клетки меняли
окраску, что связано было со снижением содер-
жания хлорофилла и увеличение доли каротино-
идов в клетках.

Для Parietochloris incisa (Lobosphaera incisa) иссле-
довано влияние азотного голодания и света высо-
кой интенсивности на состав пигментов, ЖК и
ультраструктуру [30–32]. Тогда как, данные по
воздействию низких температур и сочетанного
воздействия низких температур и азотного голо-

дания на МВ рода Lobosphaera в доступной лите-
ратуре отсутствуют.

Исследование новых штаммов рода Lobosphaera
показало гетерогенность штаммов как по морфоло-
гическим, так и физиологическим признакам. Од-
новременно в популяции исследованных штаммов
были отмечены клетки разных стадий жизненно-
го цикла. По всей видимости, многообразие мор-
фотипов зооспор (от грушевидных до сфериче-
ских) связано с наличием их переходных форм в
ходе развития до вегетативных клеток [33].

Рис. 5. Особенности ультраструктурной организации клеток штаммов при воздействии стрессовых факторов (микро-
графии ТЭМ): (а) общий вид вегетативной клетки при инкубации на безазотной среде BG-11K и температуре +23°С
на примере NAMSU (CALU) 1497; (б) общий вид вегетативной клетки при длительной (более 14 сут.) инкубации на
безазотной среде BG-11K и температуре +23°С на примере NAMSU 924/2; (в) общий вид вегетативной клетки на примере
NAMSU (CALU) 1497 и (г) фрагмент клеточной стенки на примере NAMSU 924/2 при снижении температуры до +10°С;
(д) общий вид вегетативной клетки при инкубации на безазотной среде BG-11K и температуре +10°С. КЗ – крахмаль-
ные зерна, КС – клеточная стенка, ЛГ – липидная глобула, М – митохондрия, П – пиреноид, Прг – пиреноглобулы,
Плг – пластоглобулы, Хл – хлоропласт, ПМ – плазматическая мембрана, Я – ядро, Ядр – ядрышко.
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Различия в структуре клеточной поверхности
также связаны со стадиями жизненного цикла.
Отмечено, что клеточная стенка “молодых” кле-
ток (размером 3–6 мкм) отличалась наличием
войлочного слоя, тогда как “зрелые” клетки (раз-
мером 20–30 мкм) имели гладкую поверхность. В
тоже время поверхность автоспорангиев и апла-
носпорангиев была гладкой и лишенной фибрилл
и бородавок. Тогда как для всех дочерних клеток
(спор), в том числе и не освобожденных, были от-
мечены поверхностные структуры. При этом, уль-
траструктура клеток МВ обоих штаммов имела
типичное строение для представителей рода Lo-
bosphaera [30, 34].

Ультраструктурные и физиологические изме-
нения клеток МВ Parietochloris incisa (Lobosphaera
incisa) в условиях стресса (азотного голодания и
высокой интенсивности света) было описано ра-
нее [30]. Однако влияние низких температур на
физиологию и ультраструктуру клеток МВ данно-
го рода ранее не описывалось.

Отмеченные нами ультраструктурные измене-
ния при инкубации в условиях азота соответству-
ют ранее описанным для Lobosphaera incisa (Pari-
etochloris) [30, 35]. Характер ультраструктурных из-
менений при воздействии низких температур
отличался от таковых при влиянии азотного голода-
ния, что проявлялось в существенных изменениях в
структуре хлоропластов: разборка тилакоидов, уве-
личение межтилакоидного пространства и, как
следствие, наблюдалось “губчатое набухание” хло-
ропластов. Отмеченные морфологические и уль-
траструктурные изменения были характерны не
только для свободных клеток, но и для дочерних
еще не освободившихся клеток, находящихся в
авто- и апланоспорангиях.

Отмеченные ультраструктурные изменения со-
гласуются с данными по изменению содержанию
пигментов и их соотношению, а также накопле-
нием жирных кислот, в частности к большему на-
коплению маркерной кислоты ω-6-полиненасы-
щенной арахидоновой кислоты (C20:4Δ5,8,11,14) в
суммарной фракции липидов клеток до 35 вес. %.

Ценность ПНЖК, как и в целом МВ-проду-
центов ПНЖК, неуклонно растет. Основные ис-
следования в данной области направлены на изу-
чение особенностей синтеза и накопления ЖК
клетками МВ, влияния стрессовых факторов на
синтез ПНЖК, а также поиск и подбор условий
культивирования для повышения выхода целево-
го продукта – ЖК.

Исследованные штаммы представляют инте-
рес для биотехнологии в качестве экологически
чистого сырья жирных кислот, в особенности
арахидоновой, эйкозапентаеновой и докозагек-
саеновой кислот. Полученные результаты пока-
зывают, что оптимизация условий культивирова-

ния может влиять на накопление целевых про-
дуктов – ПНЖК.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 20‒74‒10028
и в рамках Междисциплинарной научно-образо-
вательной школы Московского университета
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тетическая биология”.
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Исследовали влияние продолжительности фотопериода на эффективность низкотемпературного
закаливания растений Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., экотип Col-0. Закаливание 6-недельных рас-
тений проводили при температуре 2°С в течение 1‒5 сут., используя фотопериоды 0, 8 и 16 ч (осве-
щенность 200 мкмоль/(м2 с)). Показано, что растения, подвергнутые закаливанию в темноте, не бы-
ли устойчивы к морозу, согласно данным по выживаемости и выходу электролитов после тестирующего
промораживания (–6°C, 1 сут.). Растения, закаленные на свету (независимо от фотопериода), к концу
периода закаливания значительно повысили свою морозоустойчивость. Отношение видимый фо-
тосинтез/темновое дыхание у этих растений было почти в два раза выше, чем в контроле (без зака-
ливания). Вариант с 16-часовым фотопериодом превосходил вариант с 8-часовым освещением, как
по максимальным уровням накопления сахаров (почти на 40%), так и по скорости достижения этих
уровней в посуточной динамике закаливания. Показано транзиторное увеличение содержания МДА в
первые сутки закаливания на свету и отсутствие изменений в содержании МДА при закаливании в тем-
ноте, что может свидетельствовать о сигнальной функции продуктов перекисного окисления липидов
при закаливании. Установлено влияние продолжительности фотопериода на скорость формирова-
ния устойчивости растений A. thaliana к морозу. Более длительная работа фотосинтетического аппарата
A. thaliana при 16 ч фотопериоде значительно повышала скорость накопления сахаров при закаливании
и, соответственно, скорость формирования устойчивости к морозу по сравнению с 8 ч фотопериодом.
Заключено, что для быстрого формирования повышенной устойчивости A. thaliana к морозу требуется
сочетание низкой положительной температуры и 16-часового фотопериода.

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, низкотемпературное закаливание, перекисное окисление ли-
пидов, сахара, фотопериод, фотосинтез
DOI: 10.31857/S0015330322600619, EDN: IASUAI

ВВЕДЕНИЕ

Среди абиотических стрессоров низкая темпе-
ратура является одним из важнейших экологиче-
ских факторов, ограничивающих продуктивность
и географическое распространение растений [1].
В контексте глобального изменения климата часто-
та неблагоприятных погодных явлений, таких как
низкие положительные и отрицательные темпера-
туры, возрастает, что серьезно ограничивает сель-
скохозяйственное производство [2]. Чтобы проти-
востоять повреждающему действию отрицательных
температур, растения умеренного климата облада-
ют способностью повышать свою морозоустойчи-

вость в ответ на действие низких положительных
температур. Этот процесс известен как низкотемпе-
ратурное закаливание (cold hardening/cold acclima-
tion) [3]. Закаливание затрагивает практически
все физиологические и биохимические процессы
растений, а также вызывает значительные изме-
нения в экспрессии генов, отвечающих за синтез
белков, участвующих в формировании устойчи-
вости к морозу [4, 5]. Установлено, что для каждого
вида растений существуют соответствующие гено-
типу условия закаливания, которые включают та-
кие параметры как температура окружающей сре-
ды, длина дня, интенсивность освещения и про-
должительность закаливания.

В природных условиях низкотемпературное
закаливание происходит осенью при низких по-
ложительных температурах и обеспечивает сезон-

Сокращения: МДА – малоновый диальдегид, ПОЛ – пере-
кисное окисление липидов, ЭТЦ – электрон-транспорт-
ная цепь.

УДК 581.1
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ное выживание озимых и многолетних растений
при отрицательных температурах в зимний пери-
од. Закаливание часто связывают с уменьшением
фотопериода, что инициирует прекращение роста
растений и создает условия для его эффективного
прохождения. Для древесных растений уменьше-
ние длины дня в осенний период является обяза-
тельным условием для формирования повышен-
ной устойчивости к морозу [6, 7]. Роль фотопери-
ода в закаливании травянистых растений не столь
очевидна. Так, в работе Wanner и Junttila было по-
казано, что наименьший прирост устойчивости к
морозу у A. thaliana наблюдался при закаливании
(2°С) на коротких световых периодах (3 и 6 ч), то-
гда как максимальная морозоустойчивость фор-
мировалась при использовании более длительных
световых периодов (12 и 16 ч) [8]. Согласно другим
авторам, морозоустойчивость растений A. thaliana в
условиях короткого дня (8 ч) была выше, чем в
условиях длинного дня (16 ч) [9].

Широко известна работа Труновой [10] по ис-
следованию влияния светового режима при зака-
ливании на морозостойкость озимой пшеницы. В
этой работе было показано, что устойчивость к
морозу озимой пшеницы можно повысить как на
коротком, так и на непрерывном дне. При кругло-
суточном освещении высокая морозостойкость до-
стигалась после первой недели закаливания, а на
коротком световом дне (8 ч) аналогичная устой-
чивость развивалась к концу третьей недели зака-
ливания.

В связи с этим цель нашей работы заключалась
в исследовании влияния продолжительности фо-
топериода при низкотемпературном закаливании
на посуточную динамику формирования морозо-
устойчивости растений, уделяя внимание не только
фотосинтетической, но и сигнальной роли света в
этом процессе. Для этого мы использовали вид
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (экотип Col-0), ко-
торый является общепризнанным модельным ор-
ганизмом для изучения молекулярных и физио-
логических механизмов, лежащих в основе адап-
тации растений к низким температурам [11].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектами исследо-

вания являлись растения Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., экотип Col-0. Растения выращивали в ва-
зонах с почвой в камерах фитотрона ИФР РАН при
следующих условиях: температура 22°С, 8-часовой
фотопериод и освещенность 200 мкмоль/(м2 с).
Выбор 8-часового режима светового дня для
A. thaliana обусловлен тем, что он относится к
длиннодневным растениям и при использовании
короткого дня достигает необходимой для иссле-
дований биомассы розетки, не переходя в фазу
цветения. Для опытов использовали растения в воз-
расте 6 недель. Закаливание растений проводили в

климатической камере KBW-240 (“Binder”, Герма-
ния) при температуре 2°С. Во время закаливания
применялись различные режимы освещения рас-
тений: без освещения (фотопериод 0 ч), освещение
8 ч при 200 мкмоль/(м2 с) (фотопериод 8 ч), освеще-
ние 16 ч при 200 мкмоль/(м2 с) (фотопериод 16 ч).
Длительность закаливания варьировала от 1 до
5 сут. В качестве контроля использовали растения,
не подвергнутые воздействию закаливающих про-
цедур.

Определение устойчивости растений к низкой
температуре. Устойчивость растений A. thaliana к
низкой температуре оценивали с помощью мето-
да прямого промораживания. Для этого незака-
ленные и закаленные в течение 1–5 сут. растения
переносили на 1 сут. в климатическую камеру
MIR-153 (“Sanyo”, Япония) с температурой –6°С.
Данный режим промораживания, подобранный в
ходе предварительных опытов, приводит к гибели
всех незакаленных растений A. thaliana и позво-
ляет достоверно оценивать эффективность зака-
ливания. После промораживания растения пере-
носили в оптимальные для вегетации условия на
одну неделю. Выживаемость рассчитывали, как
число выживших растений в % от общего количе-
ства растений подвергнутых промораживанию.

Степень морозоустойчивости незакаленных и
закаленных растений A. thaliana также оценивали
по выходу электролитов из листовой ткани в вод-
ную фазу. Электропроводность водных экстрак-
тов определяли при помощи кондуктометра SG7-
ELK (“Mettler Toledo”, Швейцария). Выход элек-
тролитов из тканей листьев (V, в %) рассчитывали
по формуле:

 
где Lо – электропроводность исследуемого образ-
ца до или после низкотемпературной экспозиции
и Lk – электропроводность того же образца после
кипячения [12].

СО2-газообмен растений. Определение пара-
метров СО2-газообмена растений A. thaliana прово-
дили на установке открытого типа с инфракрасным
газоанализатором URAS 2T (“Hartmann & Braun”,
Германия) при 22°С (контроль) и 2°С (закален-
ные растения), т. е. при температурах, идентич-
ных температурам вегетации и холодового зака-
ливания. Измерения газообмена включали опре-
деление скорости видимой ассимиляции СО2 и
темнового дыхания, которые выражали в мг СО2/г
сухой массы ч. На основе этих параметров рас-
считывали отношение видимый фотосинтез/тем-
новое дыхание [13].

Определение содержания сахаров. Навески ли-
стьев A. thaliana (~500 мг) фиксировали 96% ки-
пящим этанолом. Далее ткань гомогенезировали
и сахара извлекали трехкратной экстракцией 80%
этанолом. В полученных экстрактах определяли

= × о k(0 )10 / ,V L L
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содержание глюкозы – глюкозооксидазным ме-
тодом, сахарозы и фруктозы – по методу Рое [14].
Полученные результаты выражали в мг/г сухой
массы.

Определение содержания малонового диальдегида
(МДА). Об интенсивности процессов ПОЛ судили
по накоплению одного из продуктов окисления –
МДА. Содержание МДА определяли по реакции
с тиобарбитуровой кислотой. Навеску листьев
(300 мг) гомогенизировали в 5 мл среды выделения
(0.1 М трисНСI буфер, рН 7.6, содержащий 0.35 М
NaCI). К 3 мл гомогената добавляли 2 мл 0.5%
тиобарбитуровой кислоты в 20% трихлоруксусной
кислоте, инкубировали при 95°С в течение 30 мин.,
охлаждали, фильтровали и регистрировали оптиче-
скую плотность при длине волны 532 нм. В качестве
контроля использовали среду выделения с реаген-
том. Содержание малонового диальдегида рассчи-
тывали в мкмоль/г сухой массы [15].

Статистическая обработка данных. Во всех экс-
периментах биологическая повторность измерений
была 10-кратной, аналитическая 3–4-кратной.
Каждый эксперимент повторяли не менее 3 раз. Ре-
зультаты экспериментов обработаны статистиче-
ски с помощью программы SigmaPlot 12.3. На ги-
стограммах и в таблицах представлены средние
значения и их стандартные ошибки. Достоверность
различий между средними значениями оценена по
t-критерию Стьюдента для 95% уровня значимо-
сти (P < 0.05). Достоверно различающиеся между
собой величины обозначены разными надстроч-
ными латинскими буквами.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В таблицах 1 и 2 представлены результаты экс-
периментов по изучению влияния продолжитель-
ности фотопериода (0, 8 и 16 ч) во время низкотем-
пературного закаливания на выживаемость расте-
ний A. thaliana и проницаемость их клеточных
мембран после суточного тестирующего промо-
раживания при температуре –6°С. Из получен-
ных данных по выживаемости (табл. 1) видно, что
после промораживания контрольные растения
(без закаливания) и все растения, прошедшие зака-
ливание в отсутствие света, погибли. Число расте-
ний, выживших после промораживания, возраста-
ло с увеличением продолжительности фотопери-
ода, начиная с первых суток закаливания. Однако
при использовании 16-часового фотопериода вы-
живаемость растений после тестирующего про-
мораживания на протяжении всего периода зака-
ливания была 100%, тогда как при 8-часовом фото-
периоде этот показатель был максимальным только
после 3 сут. закаливания (табл. 1).

После промораживания растений A. thaliana
выход электролитов, являющийся показателем
степени целостности клеточных мембран, зави-

сел от продолжительности фотопериода и длитель-
ности закаливания (табл. 2). У контрольных расте-
ний (без закаливания), а также у растений, закален-
ных без освещения (независимо от длительности
закаливания), выход электролитов был очень вы-
соким и варьировал от 82 до 91%, что свидетель-
ствовало о необратимых нарушениях в структуре
и функциях мембран и гибели клеток листьев. На-
личие в период низкотемпературного закаливания
света способствовало резкому снижению величины
выхода электролитов после промораживания расте-
ний, что указывало на сохранение структурно-
функционального состояния клеточных мембран.

Таблица 1. Влияние продолжительности фотопериода
при закаливании на выживаемость растений A. thali-
ana после промораживания при температуре –6°C в
течение 1 сут.

Примечание. В таблице величины, достоверно различающи-
еся при P < 0.05, обозначены разными надстрочными латин-
скими буквами.

Длительность 
закаливания, 

сут.

Выживаемость, %

продолжительность фотопериода, ч

0 8 16

Без закаливания 0d 0d 0d

1 0d 25 ± 4c 100a

2 0d 65 ± 7b 100a

3 0d 100a 100a

4 0d 100a 100a

5 0d 100a 100a

Таблица 2. Влияние продолжительности фотопериода
при закаливании на выход электролитов из листьев
растений A. thaliana после промораживания при тем-
пературе –6°C в течение 1 сут.

Примечание. В таблице величины, достоверно различающи-
еся при P < 0.05, обозначены разными надстрочными латин-
скими буквами.

Длительность 
закаливания, 

сут.

Выход электролитов, %

продолжительность фотопериода, ч

0 8 16

Без закаливания 91 ± 4a 91 ± 4a 91 ± 4a

1 90 ± 5a 54 ± 4b 40 ± 3c

2 88 ± 5a 45 ± 3bc 27 ± 3d

3 91 ± 5a 32 ± 3d 25 ± 2d

4 83 ± 4a 26 ± 4d 26 ± 4d

5 82 ± 5a 24 ± 3d 25 ± 3d
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Так, у растений после 1 сут. закаливания на 8- и
16-часовом фотопериоде и последующего тести-
рующего промораживания выход электролитов
из тканей листьев существенно снижался, по срав-
нению с растениями, не подвергавшимися закали-
ванию (контроль). В дальнейшем, при обоих ва-
риантах фотопериода с увеличением длительно-
сти закаливания величина выхода электролитов
продолжала снижаться и после 5 сут. составляла
24–25% (табл. 2).

Одним из интегральных физиологических по-
казателей растений, реагирующих на изменение
температуры, является CО2-газообмен. В период
низкотемпературного закаливания при различ-
ной продолжительности фотопериода у растений
A. thaliana были определены параметры СО2-газо-
обмена, такие как, видимый фотосинтез и темно-
вое дыхание, а также рассчитано отношение ви-
димый фотосинтез/темновое дыхание. Результаты
показали, что при закаливании растений интен-
сивность темнового дыхания снижалась почти в
три раза, независимо от продолжительности фо-
топериода (рис. 1). На протяжении всего периода
закаливания в темноте видимый фотосинтез у
растений не регистрировался (рис. 1а). При 8- и
16-часовом фотопериоде интенсивность видимо-
го фотосинтеза снизилась примерно в два раза, по
сравнению с контролем (без закаливания), но оста-
валась значительно выше, чем интенсивность тем-
нового дыхания (рис. 1б, в). Отношение видимый
фотосинтез/темновое дыхание у растений при за-
каливании на 8- и 16-часовом фотопериоде было
почти в два раза выше, чем в контроле.

Продолжительность фотопериода при низко-
температурном закаливании растений A. thaliana
оказало существенное влияние на содержание са-
харов (фруктозы, глюкозы, сахарозы) в листьях.
Из данных, представленных на рис. 2 видно, что
при отсутствии освещения в период закаливания
содержание каждой из этих форм сахаров в листьях
не претерпевало достоверных изменений, остава-
ясь на уровне контроля (без закаливания). Нали-
чие 8- и 16-часового фотопериода приводило к
резкому накоплению сахаров, преимущественно,
в форме глюкозы, особенно в первые трое суток
закаливания, в дальнейшем уровень всех форм
сахаров выходил на плато. По сравнению с кон-
тролем, на 5 сут. закаливания растений при 8- и
16-часовом фотопериоде содержание фруктозы в
листьях увеличилось в 19.1 и 21.3 раз, глюкозы – в
10.5 и 15.6 раз, сахарозы – в 2.0 и 2.5 раз, соответ-
ственно. Суммарное содержание сахаров в ли-
стьях за период низкотемпературного закалива-
ния растений при 16-часовом фотопериоде было
больше на 10 мг/г сухой массы, по сравнению с
8-часовым. При этом накопление сахаров проис-
ходило более интенсивно при использовании
16-часового фотопериода, чем 8-часового.

На протяжении всего периода закаливания
растений в темноте содержание МДА – одного из
конечных продуктов ПОЛ, не изменялось (рис. 3).
Наличие 8- и 16-часового фотопериода способ-
ствовало накоплению МДА в листьях, но только в
1 сут. закаливания. В дальнейшем содержание МДА
в обоих вариантах было на уровне контроля (без
закаливания).

Рис. 1. Изменение параметров СО2-газообмена рас-
тений A. thaliana при закаливании в условиях фото-
периодов различной продолжительности: (а) – 0 ч,
(б) – 8 ч, (в) – 16 ч. 1 – видимый фотосинтез; 2 – тем-
новое дыхание. Достоверные различия средних зна-
чений при Р < 0.05 отмечены разными латинскими
буквами над барами.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Закаливание необходимо для формирования по-

вышенной устойчивости растений к морозу, позво-
ляющей выдерживать более низкие отрицатель-
ные температуры по сравнению с незакаленными
растениями [11]. Для оценки эффективности про-
цесса закаливания наиболее часто используются
метод прямого промораживания целых растений

с последующей оценкой их выживаемости, а так-
же измерение величины выхода электролитов из
листовой ткани в водную фазу. Оба метода дают
достоверные результаты оценки степени повре-
ждения растений низкими температурами и ши-
роко применяются в научных исследованиях [16].

Полученные нами данные подтвердили чрезвы-
чайно важную роль света в закаливании растений
A. thaliana. Опыты показали, что растения A. thali-
ana, подвергнутые закаливанию в темноте не смог-
ли сформировать устойчивость к морозу, соглас-
но данным по выживаемости и выходу электро-
литов после промораживания (–6°C, 1 сут.), т.е.
они не отличались от незакаленных растений. В
то же время, растения A. thaliana закаленные на
свету разной продолжительности (8 ч и 16 ч) к концу
периода низкотемпературного закаливания (5 сут.)
значительно повысили свою устойчивость к мо-
розу. На 5 сут. закаливания величина выхода элек-
тролитов и показатели выживаемости растений
при обоих вариантах используемого фотопериода
практически не отличались. Нужно отметить, что
продолжительность фотопериода при закалива-
нии влияла на скорость формирования устойчи-
вости к морозу. Если при 8-часовом фотопериоде
100% уровень выживаемости тестируемых расте-
ний достигался после 3 сут. закаливания, то при
16-часовом фотопериоде 100% промороженных
растений выживали уже после первых суток низ-
котемпературного закаливания.

Совместное действие низких положительных
температур и света имеет важнейшее значение
для эффективного закаливания растений [17].
Наиболее очевидной ролью света в процессе за-

Рис. 2. Изменение содержания сахаров в листьях
A. thaliana при закаливании растений в условиях фо-
топериодов различной продолжительности: (а) – 0 ч,
(б) – 8 ч, (в) – 16 ч. 1 – фруктоза; 2 – глюкоза; 3 – са-
хароза; 4 – сумма сахаров. Достоверные различия
средних значений при Р < 0.05 отмечены разными ла-
тинскими буквами над барами.
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Рис. 3. Изменение содержания МДА в листьях
A. thaliana при закаливании растений в условиях фо-
топериодов различной продолжительности. 1 – 0 ч;
2 – 8 ч; 3 – 16 ч. Достоверные различия средних зна-
чений при Р < 0.05 отмечены разными латинскими
буквами над барами.
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ПОПОВ, ДЕРЯБИН

каливания является фотосинтетическая фиксация
углерода, которая необходима для обеспечения
растений энергией и субстратами для синтеза ве-
ществ с защитным эффектом [3]. В наших экспери-
ментах все растения A. thaliana, закаливающиеся на
свету, сохраняли фотосинтетическую активность.
Интенсивность видимого фотосинтеза растений
при закаливающих температурах снижалась в 2 ра-
за, по сравнению с незакаленными растениями
независимо от продолжительности фотопериода.

Важной особенностью СО2-газообмена расте-
ний A. thaliana являлось то, что интенсивность ви-
димого фотосинтеза при закаливании уменьшалась
в меньшей степени, чем интенсивность темнового
дыхания. Это приводило к 1.6–1.9 кратному увели-
чению отношения видимый фотосинтез/темновое
дыхание в посуточной динамике закаливания,
что является предпосылкой накопления большо-
го количества продуктов фотосинтеза в условиях
закаливающих температур [13]. Действительно,
наши исследования показали многократное уве-
личение содержания сахаров, преимущественно в
форме глюкозы, в динамике закаливания A. thali-
ana на свету различной продолжительности и от-
сутствие прироста содержания сахаров при зака-
ливании в темноте. Эти результаты хорошо со-
гласуются с данными по устойчивости растений
A. thaliana к морозу (табл. 1, 2) и могут объяснять
большие различия в эффективности их закалива-
ния на свету и в темноте. Отсутствие фотосинтеза
и его продуктов – сахаров не позволило растени-
ям A. thaliana повысить свою устойчивость к мо-
розу (–6°C, 1 сут.) даже при использовании низких
положительных температур. Вариант с 16-часовым
фотопериодом превосходил вариант с 8-часовым
освещением, как по максимальным уровням на-
копления сахаров (почти на 40%), так и по скоро-
сти достижения этих уровней в посуточной дина-
мике закаливания. При этом следует отметить, что
различия в максимальных уровнях содержания са-
харов к концу периода закаливания (~40 мг/г сухой
массы при 16-часовом фотопериоде и ~30 мг/г су-
хой массы при 8-часовом фотопериоде) не приво-
дили к существенным различиям в устойчивости
A. thaliana к морозу. 100% уровень выживаемости
промороженных растений A. thaliana формировался
при достижении содержания сахаров ~25 мг/г су-
хой массы. Данная величина по содержанию са-
харов достигалась уже после 1 сут. закаливания
при 16-часовом фотопериоде и после 3 сут. зака-
ливания при 8-часовом фотопериоде, что оказы-
вало влияние на скорость формирования устой-
чивости A. thaliana к морозу.

Известно, что при отрицательных температу-
рах происходит замерзание воды в тканях расте-
ний, что приводит к их повреждению и даже гибе-
ли. Лед может образовываться внутри клетки, что
всегда приводит к ее гибели, а также в межклет-
никах. Внеклеточное образование льда позволяет

сохранить жизнеспособность клеток, но вызыва-
ет их обезвоживание [18]. Поэтому стратегия за-
каливания растений к морозу базируется на избе-
гании возникновения льда внутри клетки и повы-
шении их устойчивости к межклеточному льду [3].
Реализация этой стратегии критически зависит от
содержания сахаров, которые накапливаются в
растениях во время низкотемпературного закали-
вания и выполняют стресс-протекторную функ-
цию. Многократное увеличение содержания са-
харов повышает осмотический потенциал клет-
ки, что позволяет снижать температуру
образования внутриклеточного льда и повышать
устойчивость клеток к обезвоживанию [19]. Кро-
ме того, сахара участвуют в метаболических про-
цессах в качестве источника энергии и предше-
ственников синтеза других соенинений – крио-
протекторов, а также стабилизируют структуру
мембран, молекул липидов и белков [20].

Помимо фотосинтетической роли, свет также
может играть сигнальную роль при закаливании,
которая, по-видимому, опосредована генерацией
АФК и накоплением продуктов ПОЛ. При низ-
ких положительных температурах, необходимых
для закаливания, скорость переноса электронов
по электрон-транспортной цепи (ЭТЦ) хлоро-
пластов может быть избыточной по сравнению со
скоростью ферментативных реакций цикла Каль-
вина. Это может приводить к перевосстановлен-
ности компонентов ЭТЦ хлоропластов и прово-
цировать значительное увеличение скорости ге-
нерации АФК и продуктов ПОЛ [21, 22]. В нашей
работе, интенсивность ПОЛ в динамике закали-
вания была определена по содержанию одного из
конечных продуктов процесса – МДА, который
рассматривается как маркер окислительного
стресса [23]. В течение всего периода закаливания
A. thaliana в темноте, содержание МДА оставалось
стабильным, что свидетельствует об отсутствии раз-
вития окислительного стресса при действии низкой
положительной температуры в отсутствие света.
Напротив, в вариантах с 8- и 16-часовым фотопе-
риодами наблюдался существенный – в 1.7 и в 2 ра-
за, соответственно, рост содержания МДА в 1 сут.
закаливания с последующим снижением до уров-
ня контрольных значений. Отчетливо выражен-
ный транзиторный характер изменения содержа-
ния МДА в листьях A. thaliana, а также высокая
эффективность низкотемпературного закалива-
ния на свету различной продолжительности, мо-
жет свидетельствовать о сигнальной роли продук-
тов ПОЛ в первые сутки закаливания. Известно,
что реализация сигнальной функции АФК и про-
дуктов ПОЛ может осуществляться через регуля-
цию кальциевого статуса клеток путем влияния на
интенсивность поступления ионов Са2+, как вто-
ричного мессенджера, в цитозоль [24] и последую-
щего фосфорилирования сигнальных белков [25],
а также через изменение потенциала редокс-чув-
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ствительных клеточных систем [21]. Кроме того, в
ответ на рост АФК и продуктов ПОЛ, в клетке из-
меняется экспрессия генов, кодирующих антиок-
сидантные ферменты (СОД, аскорбатпероксидазы,
каталазы), и происходит их синтез de novo, а также
возрастает уровень неферментативных антиокси-
дантов (глутатиона, аскорбата, флавоноидов, то-
коферолов) [26]. На основании полученных нами
данных можно предположить, что за счет актива-
ции антиоксидантных защитных систем снижался
уровень АФК и интенсивность ПОЛ в клетках
A. thaliana уже начиная со 2 сут. закаливания в ва-
риантах с 8- и 16-часовым фотопериодами. Воз-
можность избегать окислительное повреждение
при сохранении фотосинтетической активности
растений, по-видимому, являлось одним из важ-
ных условий высокой эффективности низкотем-
пературного закаливания A. thaliana.

В литературе имеются данные о том, что сиг-
нальная роль света при закаливании растений к
морозу также может осуществляться при помощи
фитохромов и заключается в положительной ре-
гуляции экспрессии индуцированных холодом
генов. Было показано, что закаливание растений
A. thaliana на свету активировало в два раза боль-
ше генов, по сравнению с закаливанием в темноте
[27]. Анализ экспрессии генов A. thaliana показал,
что фитохромы участвуют в светоопосредован-
ной передаче сигналов для активации экспрессии
большого количества генов, включая гены CBF1-3
[28]. Факторы транскрипции CBF1-3 в свою оче-
редь контролируют устойчивость растений к хо-
лодовому стрессу, регулируя экспрессию генов
холодового ответа (COR) [29, 30]. COR-гены быст-
ро индуцируются в ответ на низкие температуры
и играют значительную роль в развитии устойчи-
вости растений к морозу. К числу основных про-
дуктов COR-генов относятся ферменты биосинтеза
осмопротекторов, белки позднего эмбриогене-
за (LEA), протеинкиназы, а также белки, связан-
ные с метаболизмом липидов и модификациями
клеточной стенки. Накопление данных веществ
способно существенно повысить устойчивость
растительных клеток к морозу [31].

Таким образом, на основе литературных и экс-
периментальных данных можно констатировать,
что для формирования повышенной устойчиво-
сти A. thaliana к морозу требуется сочетание низ-
кой положительной температуры и света, который
при закаливании выполняет фотосинтетическую и
сигнальную функции. Успех низкотемпературного
закаливания растений зависит от взаимодействия
между световыми и низкотемпературными сигна-
лами, которые участвуют в регуляции этого про-
цесса [17]. Основываясь на результатах наших
экспериментов, можно предположить, что опо-
средованная через генерацию АФК и накопление
продуктов ПОЛ сигнальная функция света имеет
важное значение для запуска процесса низкотем-

пературного закаливания. В пользу этого предпо-
ложения свидетельствуют установленное транзи-
торное увеличение содержания МДА в первые сут-
ки закаливания на свету и отсутствие изменений в
содержании МДА при закаливании в темноте.

Не отрицая важность сигнальной функции, мы
считаем, что эффективность низкотемпературно-
го закаливания A. thaliana, главным образом, опре-
делялась фотосинтетической функцией света.
Наши эксперименты показали, что продолжи-
тельность фотопериода не имеет для закалива-
ния A. thaliana такого принципиального значения,
как для древесных растений [6]. Растения A. thaliana
были способны развивать повышенную устойчи-
вость к морозу при закаливании как на коротком
фотопериоде (8 ч), так и на длинном (16 ч). Про-
должительность фотопериода оказывала влияние
не столько на способность к формированию по-
вышенной морозоустойчивости растений, сколь-
ко на скорость формирования такой устойчиво-
сти. Более длительная работа фотосинтетического
аппарата A. thaliana при 16 ч фотопериоде значи-
тельно повышала скорость накопления сахаров
при закаливании и, соответственно, скорость фор-
мирования устойчивости к морозу по сравнению с
8 ч фотопериодом. Следовательно, эффективность
закаливания растений A. thaliana зависит от про-
должительности функционирования процесса фо-
тосинтеза и, соответственно, от скорости накопле-
ния продуктов фотосинтеза – сахаров в условиях
действия низких положительных температур.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (тема № 122042700044-6).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Геном растения звездчатка Stellaria media содержит семейство генов гевеин-подобных антимикроб-
ных пептидов, про некоторые из которых известно, что они кодируют два пептида, высвобождаю-
щиеся из продукта трансляции в результате пост-трансляционного протеолиза. Ранее было показа-
но, что данные пептиды подавляют рост бактерий и грибов, в том числе, патогенов картофеля Alter-
naria solani и Alternaria alternata. В данной работе один из таких генов, ProSmAMP1, был введен в
геном картофеля под контролем светоиндуцибельного промотора гена Cab мягкой пшеницы. Полу-
ченные трансгенные линии экспрессировали мРНК ProSmAMP1 в течение нескольких вегетатив-
ных пассажей и их устойчивость к альтернариозу была оценена по нескольким показателям зараже-
ния отделенных листьев, причем растения с наибольшей экспрессией трансгена продемонстриро-
вали также наибольшую устойчивость.

DOI: 10.31857/S0015330322600693, EDN: IBHUOH

ВВЕДЕНИЕ
Картофель является одной из важнейших про-

довольственных культур. Величина и качество
урожая клубней картофеля сильно зависят как от
погодных условий конкретного вегетационного
периода, так и от поражения посадок фитопато-
генами. Второй, по степени вредоносности, урон
урожаю клубней картофеля наносит поражение
посадок возбудителями альтернариоза грибами
рода Alternaria. Поражение листьев растений при-
водит к снижению фотосинтезирующей поверх-
ности и как результат к потерям урожая клубней.
В 2018 г. потери урожая клубней картофеля в Шве-
ции, Дании, Германии, Сербии и России превыси-
ли 50% [1]. Кроме того, было показано, что боль-
шинство видов альтернарии вызывают сильные ал-
лергические реакции у людей, в частности, споры
многих видов альтернарии относят к аэроаллерге-
нам, и средняя концентрация 100 спор/м3 уже пред-
ставляет риск возникновения респираторных ал-
лергических заболеваний, а наличие мицелия аль-
тернарии как на листьях, так и на пораженных
клубнях может нанести значительный вред здо-
ровью человека [2].

Заражение альтернариозом в Европе чаще все-
го начинается в середине июля, особенно когда
погода сухая и жаркая. Наиболее сильно поража-
ются нижние ярусы более старых растений. На
листе появляется некроз, окруженный хлоротич-
ными тканями, с нижних листьев поражение рас-
пространяется на верхние ярусы. Зараженные рас-
тения формируют мелкие клубни с пониженным
содержанием сухого вещества [3]. Во время дождей
конидии смываются с листьев, попадают на почву
и заражают клубни. На клубнях появляются тем-
ные вдавленные некрозы и сухая твердая гниль.
Это вызывает потери при хранении клубней и сни-
жение их пищевых качеств, а также ухудшает их се-
менные качества, снижая способность прораста-
ния [4]. Возбудители альтернариоза Alternaria solani
и Alternaria alternata относятся к надцарству (доме-
ну) Eukaryota, царству Fungi, отделу Deuteromyco-
ta, классу Hyphomycetes, порядку Hyphales и се-
мейству Porosporae [5]. Грибы рода Alternaria явля-
ются полициклическими патогенами, способными
реализовать несколько циклов инфицирования
растений в течение вегетационного периода. Пере-
зимовавший в виде мицелия или конидий в почве с
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растительными остатками патоген формирует спо-
ры, которые могут проникать в ткани непосред-
ственно через эпидермис, через устьица или по-
ранения, вызванные механическим путем или
вредителями, а также через увеличенные чече-
вички клубней чаще всего в период хранения и
посадки [6]. К наиболее распространенным меха-
низмам устойчивости к фитопатогенам, в том
числе, возбудителю альтернариоза относится син-
тез в тканях растения алкалоидов и стероидных со-
единений [7]. В лабораторных исследованиях было
выявлено высокое содержание фенолов в листьях
растений, устойчивых к альтернариозу [8]. Кроме
того, было показано, что проникновение этого па-
тогена в клетку ингибируется рядом ферментов
клеточной стенки: фенилаланин аммоний лиа-
зой, пероксидазой, хитиназой и полифенол оксида-
зой [9]. Инфицирование как листьев, так и клубней
растения картофеля происходит на свету. Поэто-
му механизмы защиты растения от проникнове-
ния патогена в условиях освещенности (в днев-
ных условиях, на свету) играют большую роль в
устойчивости растения. Для ускорения прораста-
ния семенных клубней, улучшения дальнейшего
роста растений картофеля в производстве приме-
няется технология предпосадочного озеленения
клубней [10]. С коммерческой точки зрения наи-
больший экономический эффект приносит выра-
щивание сортов картофеля, устойчивых к альтер-
нариозу. Но таких сортов очень немного и они
обычно имеют поздние сроки созревания [11].
Создание устойчивых к патогену сортов картофеля
традиционным способом половой гибридизации
часто затруднено, так как во многих случаях высо-
кая устойчивость к альтернариозу сопровождается
низкой клубневой продуктивностью [12]. В случае
использования межвидовых скрещиваний с ди-
кими видами во многих случаях устойчивость к
патогену определяется повышенным биосинтезом
гликоалкалоидов, флавоноидов и лигнина, что
ухудшает качество клубней и может сделать их
опасными для здоровья человека [13]. Альтернатив-
ным методом создания сортов картофеля, устойчи-
вых к фитопатогенам, является введение в геном
ценных генов с использованием генетических кон-
струкций. В настоящее время большой интерес
представляют гены, кодирующие антимикробные
пептиды из съедобных для человека растений:
пшеницы, ячменя, огурца, люцерны [14–17], а так-
же из лекарственных растений, например, гинкго
билоба [18] и черного тмина Nigella sativa [19].

Ген ProSmAMP1 был выделен из употребляе-
мого в пищу в Ирландии, Великобритании и дру-
гих странах растения звездчатка (Stellaria media)
[20], также используемого и в качестве корма для
промысловых рыб [21]. Кроме того, экстракты из
разных органов этого растения используются в
медицинских целях [22]. Антимикробная актив-
ность AMP из семян растения звездчатки (Stellar-

ia media) была продемонстрирована как in vitro,
так и в трансгенных растениях картофеля и таба-
ка [23–25]. Было показано многими исследовате-
лями, что наиболее часто от заражения вирусами,
фитопатогенными грибами и бактериями страда-
ют надземные органы растений, которые находятся
под воздействием естественного освещения [26]. С
точки зрения биобезопасности, важно отсутствие
в органах сельскохозяйственных культур, у кото-
рых в потребительских целях используют подзем-
ную часть, например, в корнеплодах свеклы или
моркови, или в клубнях картофеля, синтеза любых
посторонних соединений, связанных с устойчиво-
стью к патогенам. Поэтому специфичная экспрес-
сия генов АМР, например, только на свету, пред-
ставляет особый интерес.

Целевой экспрессии генов АМП на свету мож-
но достигнуть использованием в генетических
конструкциях светоиндуцибельных промоторов.
Свет регулирует множество процессов в расте-
нии, в том числе, путем светоиндуцибельной экс-
прессии регуляторных белков. Сильные светоин-
дуцибельные промоторы также регулируют экс-
прессию эффекторных белков, представленных в
клетке в значительно бóльших количествах, и к по-
иску таких промоторов сохраняется интерес [27].
Нами выбран для данной работы промотор Саb,
контролирующий экспрессию хлорофилл-связы-
вающего белка, участвующего в биосинтезе хлоро-
филлов a и b [28]. Результаты эксперимента с транс-
генными растениями табака показали, что на свету
активность промоторов семейства Саb повыша-
лась, по сравнению с темнотой, в 1.5–60 раз, при-
чем высокий уровень экспрессии наблюдался во
всех фотосинтезирующих органах [29].

Целью нашего эксперимента было создание
устойчивых к возбудителю альтернариоза расте-
ний картофеля с повышенной безопасностью пу-
тем использования гена из съедобного растения
звездчатки (Stellaria media) и его экспрессии толь-
ко на свету, но не в клубнях, которые формируют-
ся и хранятся в темноте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Фрагмент, содержащий кДНК гена proSmAMP1

вместе с терминатором транскрипции гена но-
палинсинтазы [30] был субклонирован из pBI-
proSmAMP1 [23] по сайтам XbaI и EcoRI в соот-
ветствующие сайты полилинкера агробактериаль-
ного вектора pCambia2300. Промотор гена белка,
связывающего хлорофиллы а/б (Cab) [28] был ам-
плифицирован из ДНК мягкой пшеницы T. aes-
tivum с помощью праймеров WC412F и WC898R
(табл. 1), обработан рестриктазами HindIII и XbaI
и клонирован в соответствующие сайты вектора
pCambia2300 с геном proSmAMP1, полученного
как описано выше. На рис. 1 представлена кар-
та Т-ДНК полученной конструкции для агробак-
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териальной трансформации картофеля, назван-
ной Cab-ProSmAMP1.

Для агробактериальной трансформации ис-
пользовали листовые и стеблевые экспланты че-
тырехнедельных асептических растений восприим-
чивого к альтернариозу [25] сорта Удача, предо-
ставленных коллекцией оздоровленных растений
картофеля ФИЦ картофеля им. А.Г. Лорха. Исход-
ные растения выращивали на безгормональной ага-
ризованной среде MS, содержащей тиамин 1 мг/л,
пиридоксин 1мг/л, сахарозу 2%, рН 5.8 в климати-
ческой камере ИФР РАН при температуре +22°С,
16-часовом фотопериоде и влажности 75%. Транс-
формация была проведена в соответствии с методи-
кой [31] с использованием штамма агробактерии
AGL0 [32]. Регенеранты, сформировавшие хоро-
шо развитый зеленый побег и корни на твердой
среде MS с добавлением в качестве селективного
фактора 50 мг/л канамицина и 300 мг/л цефотак-
сима для ингибирования роста агробактерии, бы-
ли тестированы на наличие целевого гена (прай-
меры AMPSmF/R) и отсутствие латентной фор-
мы бактерии (праймеры virE2) с использованием
метода ПЦР-анализа [25].

Для определения уровня экспрессии гена SmAMP
под светочувствительным промотором Cab на

свету, линии с подтвержденной вставкой целево-
го гена выращивали на агаризованной безгормо-
нальной среде МС в пробирках в течение 4 не-
дель. Анализ проводили в трехкратной повторно-
сти. Для получения микроклубней стеблевые
экспланты, имеющие одну пазушную почку, по-
мещали в 250 мл колбы с жидкой безгормональ-
ной МС средой, содержащей 2% сахарозы, в усло-
вия темноты для формирования столонов и затем
среду заменяли на аналогичную с содержанием
8% сахарозы для индукции клубнеобразования и
роста микроклубней в соответствии с разработан-
ной ранее методикой [33]. Часть полученных
микроклубней оставляли в условиях темноты, а
часть – переносили на свет.

Для измерения экспрессии целевого гена вы-
деляли РНК из образцов листьев и клубней
трансгенных и контрольных растений по мето-
дике, описанной в [34]. Количество РНК гена
proSmAMP1 определяли путем количественной
ОТ-ПЦР (кОТ-ПЦР). Обратную транскрипцию
проводили со случайным праймером (N10) при
температурах от 37 до 45°C, затем продукты реак-
ции амплифицировали с праймерами и зондами
TaqMan для целевого гена proSmAMP1, а также для
гена Cyp1, выбранного нами для нормировки [35].

Таблица 1. Последовательности праймеров для ПЦР и кОТ-ПЦР

Применение Название Последовательность Источник

ПЦР промотора Cab WC412F AAAAAGCTTACGATCACTCCGACAATCA
ПЦР промотора Cab WC898R AATCTAGATGCGCTGCACTTATGGT
Проверка трансгенных растений 
на заражение агробактерией

virE2 agl+ CGAATACATTCTCGTGCGTCAAAC

Проверка трансгенных растений 
на заражение агробактерией

virE2agl- TTTCGAGTCATGCATAATGCCTGAC

кОТ-ПЦР N10 NNNNNNNNNN
кОТ-ПЦР AMPSmF TGTGGTTCAGGCCCTAAGTA [23]
кОТ-ПЦР AMPSmR AGCGTCAGTAGGCTCAATCT [23]
кОТ-ПЦР ProbeAMPS FAM-TGCGCCCACAACACTCCTCTTTCTG-

BHQ1
[23]

кОТ-ПЦР CyP-F AGGTGTTGGAAAGATGGGTA [35]
кОТ-ПЦР CyP-R TCACCTCCTTGACACATGAAC [35]
кОТ-ПЦР TqmCyP ROX-TACAAGGGCTCAACCTTCCACCGT-BHQ2 [35]

Рис. 1. Т-ДНК генетической конструкции Cab-ProSmAMP1.
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(757) XbaI

(1538) Sacl EcoRI (1805) CaMV 35S promoter (enhanced) LB T-DNA repeat
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Последовательности праймеров для кОТ-ПЦР
приведены в таблице 1.

Оценка устойчивости к возбудителю альтерна-
риоза. Пробирочные растения трансгенных ли-
ний были размножены в культуре in vitro и выса-
жены в теплице в 1 л горшки с торфяным грунтом
“Воздушный” (www.biud.ru) по 5 растений на ге-
нотип. В теплице были естественное освещение и
терморегуляция, полив осуществлялся в соответ-
ствии с необходимостью. В фазе бутонизации
(45‒50 сут. с момента высадки в грунт), с трех хо-
рошо развитых растений из средней части было
взято по одному сложному листу. В лабораторных
условиях были отделены по 3 терминальные доли
каждого из трех листьев (всего 9 долей) и помеще-
ны в подносы на влажную фильтровальную бума-
гу нижней стороной вверх. Показатели устойчи-
вости растений к альтернариозу оценивали, как
описано нами ранее [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для создания генетической конструкции для

трансформации картофеля геном ProSmAMP1
был использован вектор pCambia2300 (https://cam-
bia.org/welcome-to-cambialabs/cambialabs-projects/
cambialabs-projects-legacy-pcambia-vectors-pcambia-
legacy-vectors-1/). В отличие от более ранних век-
торов семейства pBI [30], структура его Т-ДНК
позволяет удобно клонировать целевые гены бли-

же к правой границе Т-ДНК по сравнению с се-
лективным геном, что является преимуществом.
Проникновение Т-ДНК в ядро растительной
клетки обычно начинается с правой границы
Т-ДНК [36]. В некоторых случаях, однако, лишь
часть Т-ДНК попадает в ядро и затем встраивает-
ся в хромосому [37], и присутствие селективного
гена рядом с правой границей может привести к
получению растений, у которых в результате та-
кого события присутствует селективный ген
устойчивости к антибиотику, с помощью которо-
го были отобраны трансформанты, а более дале-
кий от правой границы целевой ген отсутствует
или поврежден.

Для проведения эксперимента был выбран
раннеспелый сорт картофеля Удача. По результа-
там наших предыдущих исследований [25], во вре-
мя оценки устойчивости к альтернариозу несколь-
ких сортов картофеля, раннеспелый сорт Удача
продемонстрировал высокую восприимчивость к
возбудителю альтернариоза Alternaria solani. В ре-
зультате агробактериальной трансформации листо-
вых эксплантов сорта Удача было получено 12 реге-
нерантов, в 9 из которых была обнаружена вставка
целевого гена. Эффективность трансформации (на
1 исходный эксплант) составила 8.2%, а на 1 по-
лученный регенерант – 75.0%. C использованием
пары праймеров virE2 (табл. 1) подтвердили от-
сутствие латентной формы агробактерии у транс-
генных линий.

Чтобы выявить активность светоиндуцибель-
ного промотора Cab в клубнях, были получены
микроклубни для трансгенных линий и исходного
сорта картофеля. Анализ экспрессии гена SmAMP
под промотором Cab в микроклубнях трансген-
ных линий картофеля на свету или в темноте под-
твердил литературные данные об активации про-
мотора Cab светом [28], хотя разница в накоплении
мРНК трансгена на свету и в темноте варьировала у
разных трансгенных линий (рис. 2).

На рис. 3 в виде двумерной диаграммы даны,
по оси абсцисс, экспрессия трансгена, и по оси
ординат, показатели восприимчивости к альтер-
нариозу контрольных (8) и трансгенных линий:
диаметр поражения, интенсивность спороноше-
ния и комплексный параметр индекс поражения,
полученный, в частности, с использованием пер-
вых двух показателей. Во всех трансформирован-
ных линиях присутствует экспрессия трансгена,
которая относительно однородна от линии к ли-
нии: наименьшее значение (линия 493) составляет
43% от наиболее сильной экспрессии (линия 499).
Трансформированные линии отличаются также
по устойчивости к альтернариозу. С точки зрения
селекции, наиболее интересна линия 499, у кото-
рой наибольшая экспрессия ProSmAMP1 сочета-
ется с наибольшей устойчивостью к заражению
альтернарией. У остальных линий устойчивость ва-

Рис. 2. Уровень РНК ProSmAMP1 в клубнях, выра-
щенных на свету (h) или в темноте (j). Уровень тран-
скриптов ProSmAMP1 выражали как отношение ко-
личества транскриптов ProSmAMP1 к количеству
транскриптов Cyp1 в образце РНК, измеренное с по-
мощью кОТ-ПЦР. 8 – исходный сорт Удача, трех-
значные числа – трансгенные линии.

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
8 489 498 500

Ур
ов

ен
ь 

РН
К

 P
ro

Sm
AM

P
1/

C
yp

1,
 о

тн
. е

д.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

УСТОЙЧИВОСТЬ К АЛЬТЕРНАРИОЗУ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ КАРТОФЕЛЯ 323

рьирует от величины устойчивости исходного
сорта (8) до абсолютной устойчивости в смысле,
количественно определенном использованными
нами методами. Помимо наличия антимикроб-
ных пептидов, устойчивость растений к патоге-
нам определяется многими другими факторами:
механическими барьерами, тургором, рецепцией,
фитоалексинами, что может быть объяснением раз-
личий в устойчивости трансгенных линий с близки-
ми значениями экспрессии трансгена на рис. 2.

На рис. 4 показаны типичные симптомы зара-
жения листьев грибами Alternaria, использован-
ные для определения показателей восприимчи-
вости исходной и трансгенных линий. Видно, что

листья исходного сорта и линий с умеренной
устойчивостью желтеют и увядают даже там, где
рост гриба не виден, в то время как у линий с вы-
сокой устойчивостью поражение остается лока-
лизованным вокруг места укола суспензией гри-
бов (линия 499).

ОБСУЖДЕНИЕ
В работе продемонстрирована повышенная

устойчивость к альтернариозу растений картофе-
ля, трансформированных геном антимикробных
пептидов ProSmAMP1 под контролем светоинду-
цибельного промотора гена Cab из мягкой пше-
ницы. Устойчивость растений была сравнима с

Рис. 3. Двумерная диаграмма взаимосвязи экспрессии трансгена proSmAMP1 (уровней РНК) в листьях, выращенных
на свету, и показателей восприимчивости трансгенных линий (трехзначные числа) и контрольных растений (отмече-
ны 8). Уровень транскриптов ProSmAMP1 выражали как отношение количества транскриптов ProSmAMP1 к количе-
ству транскриптов Cyp1 в образце РНК, измеренное с помощью кОТ-ПЦР. Ординаты точек равны: e – индексу пора-
жения; h – диаметру поражения; n – 10Х (интенсивность спороношения).
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таковой у растений, трансформированных этим
же геном под контролем неспецифичного промо-
тора 35S [25]. В целом, наши результаты подтвер-
ждают литературные данные об активации экс-
прессии cab светом [28], хотя некоторое количе-
ство транскриптов присутствует и в выращенных
в темноте клубнях. Однако по литературным дан-
ным для других видов растений, экспрессия гена
cab D. tertiolecta, например, повышалась при умень-
шении уровня освещенности, что было показано
путем измерения уровня транскрипции данного
гена, накопления его мРНК и белка [38]. По-ви-
димому, данная водоросль компенсирует умень-
шение освещенности увеличением содержания
хлорофилла и светособирающих комплексов, и
этот эффект длится несколько часов, после чего
экспрессия cab опять падает.

В современной литературе [39] различия в экс-
прессии гена считаются существенными, если
уровни накопления его транскрипта отличаются
более чем в два раза. Наши данные показывают,
однако, весьма небольшие различия в уровне со-
держания транскрипта трансгена: наименьшая
экспрессия (у линии 493) составила 43% от уров-
ня экспрессии трансгена в линии 499 с максималь-
ной экспрессией. Такие небольшие колебания
уровня генной экспрессии между линиями, воз-
можно, являются следствием процедуры трансфор-
мации, во время которой происходил отбор транс-
формированных клеток на среде с канамицином.
Для регенерации был необходим высокий уро-
вень экспрессии гена NPTII, когда Т-ДНК, в ко-
торой содержался и целевой ген, была интегриро-
вана в транскрипционно активную область хро-
мосомы картофеля. Таким образом, селекция на
канамицине также отбирает для дальнейшей ре-
генерации трансформированные клетки с силь-
ной экспрессией целевого гена. В ряде работ, од-
нако, трансформация растений проводилась дву-
мя Т-ДНК на одной или различных плазмидах
агробактерий, причем одна Т-ДНК несла селек-
тивный ген, а другая – целевой ген, и большин-
ство полученных трансгенных линий содержали,
помимо селективного, также и целевой ген, инте-
грированный в удаленный от места интеграции
целевого гена локус. В таких трансгенных расте-
ниях экспрессия целевого гена больше не находит-
ся под давлением отбора и может варьировать в бо-
лее широких пределах, чем когда и селективный, и
целевой ген присутствуют на одной Т-ДНК [40].
Помимо растений с сильной экспрессией целе-
вого гена, в этом случае можно получить линии со
слабой экспрессией, что может быть преимуще-
ством, если продукт гена, антимикробный пеп-
тид, в высокой концентрации образует неактив-
ные олигомеры. В случае пептидов семейства
SmAMP1.x, однако, это представляется малове-
роятным, так как они имеют лидерный пептид и,
по-видимому, экскретируются в апопласт [23].

Достоинством методики трансформации расте-
ний с помощью раздельных Т-ДНК для целевого
и селективного генов является возможность по-
лучить безмаркерное потомство в последующих
семенных поколениях [40].

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (тема № 122042600086-7).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая работа не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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Змееголовник якутский (Dracocephalum jacutense Peschkova) ‒ редкий и исчезающий вид рода Draco-
cephalum L. семейства губоцветных. Вид был впервые описан в 1997 г., занесен в Красную книгу Яку-
тии (2017 г.). До настоящего времени в силу редкой встречаемости D. jacutense практически не про-
ведены его фитохимические исследования и нет информации о содержании в этом растении биоло-
гически активных соединений (вторичных метаболитов). В настоящей работе с использованием
метода тандемной масс-спектрометрии осуществлено исследование комплекса полифенольных со-
единений в соцветиях змееголовника якутского, собранного в местах его первого обнаружения ‒
Кобяйском районе Республики Саха (Якутия). В результате проведенного анализа в спиртовых экстрак-
тах соцветий Dracocephalum jacutense было обнаружено 48 полифенольных соединений, среди которых
идентифицировано 17 флавонов, 7 флавонолов, 3 флаван-3-олов, 12 фенолокислот, 1 лигнан, 2 кумари-
на, 6 антоцианидинов. Следует отметить, что из всех идентифицированных полифенолов более по-
ловины (30 соединений) для представителей рода Dracocephalum L. было обнаружено впервые. По-
лученные результаты свидетельствуют об уникальном составе полифенольных соединений в соцве-
тиях D. jacutense Peschkova. С целью сохранения этого узколокального эндемика Восточной Сибири
начаты работы по разработке эффективного метода его микроклонального размножения in vitro.

Ключевые слова: Dracocephalum jacutense, ВЭЖХ- МС/МС, тандемная масс-спектрометрия, полифе-
нольные соединения, CID-спектр
DOI: 10.31857/S0015330322600723, EDN: IBPENP

ВВЕДЕНИЕ

Одним из редких и исчезающих видов рода
Dracocephalum L. (семейство Lamiaceae) является
Dracocephalum jacutense Peschkova. Впервые растение
было обнаружено в 1985 г. в окрестностях с. Сангар
(Кобяйский район, Якутия) и описано как новый
вид во “Флоре Сибири” в 1997 г. [1]. Исследова-
ния особенностей онтогенеза и изучения возраст-
ного анализа ценопопуляций D. jacutense были на-

чаты лишь в 2010 г., в частности, было обнаружено
всего 3 местонахождения в разнотравных степных
сообществах на склоне коренного каменистого бе-
рега р. Лены [2] (рис. 1). D. jacutense занесен в
Красную книгу Республики Саха (Якутия) [3].
Представители рода Dracocephalum L. представля-
ют особый интерес в связи с содержанием в них
вторичных метаболитов, таких как флавоноиды,
терпеноиды, кумарины, дубильные вещества, гли-
козиды и др. [4–6]. Проведенные исследования
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биологической активности препаратов из Draco-
cephalum spp. показали антиоксидантные, антигипо-
ксические, иммуномодулирующие, противорако-
вые свойства экстрактов из фитомассы Dracocepha-
lum [7, 8].

Dracocephalum jacutense Peschkova произрастает
в одном из холодных регионов, в Якутии, которой
присущи резко континентальный климат, сплош-
ная многолетняя мерзлота, высокая солнечная
инсоляция в короткий сухой летний период и по-
чти 8-месячный зимний период. Растение посто-
янно испытывает различные виды стресса и мо-
жет накапливать в своем составе интересные вто-
ричные метаболиты.

В настоящей работе представлен метаболом-
ный анализ полифенольного состава соцветий
D. jacutense Peschkova, собранных в окрестностях
с. Сангар (Кобяйского района, Якутии) в ходе
экспедиции в июле 2022 г.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования были исполь-
зованы соцветия D. jacutense Peschkova, собранные в

окрестностях с. Сангар (Кобяйского района,
Якутии) в ходе экспедиции в июле 2022 г.
(63°53′52.5-72.8V N; 127°30′39.9-49V E).

Для получения высококонцентрированных экс-
трактов была применена дробная мацерация.
При этом общее количество экстрагента (мети-
лового спирта х.ч.) разделено на 3 части и по-
следовательно использовано для настаивания
соцветий D. jacutense, с первой частью, затем со
второй и третьей. Время настойки каждой части
экстрагента составляло 7 дней.

Для идентификации полифенольных соедине-
ний в экстрактах, полученных мацерационным ме-
тодом, использовали высокоэффективную жид-
костную хроматографию (ВЭЖХ) в комплексе с
ионной ловушкой BRUKER DALTONIKS (тан-
демная масс-спектрометрия).

Высокоэффективная 
жидкостная хроматография

Для выполнения разделения многокомпонент-
ных смесей использовали жидкостный хрома-
тограф высокого давления Shimadzu LC–20 Promi-

Рис. 1. Географическое местонахождение ценопопуляций Dracocephalum jacutense Peschkova.
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nence HPLC (Shimadzu, Япония), оборудованный
UV-детектором и обратнофазной колонкой Sho-
dex ODP-40 4E. Программа элюции градиента
следующая: 0.0 – 4 мин, 100% CH3CN; 4 – 60 мин,
100% – 25% CH3CN; 60 – 75 мин, 25% – 0% CH3CN;
контрольная промывка 75 – 120 мин 0% CH3CN.
Весь ВЭЖХ-анализ сделан с UV-VIS-детектором
SPD-20A (Kanda-Nishikicho 1-chrome, Shimadzu,
Chiyoda-ku, Токио, Япония) при длинах волн 230
и 330 нм; температуре 50°С. Объем впрыска со-
ставлял 1 мкл.

Тандемная масс-спектрометрия

Масс-спектрометрические данные получены с
помощью ионной ловушки amaZon SL (произ-
водство фирмы “BRUKER DALTONIKS”, Герма-
ния), оснащенной источником ионизации с элек-
трораспылением ESI в режимах отрицательных и
положительных ионов. Оптимизированные пара-
метры получены следующим образом: температура
источника ионизации: 70°С, поток газа: 4 л/мин,
газ-небилайзер (распылитель): 7.3 psi, капилляр-
ное напряжение: 4500 V, напряжение на изгибе
торцевой пластины: 1500 V, фрагментатор: 280 V,
энергия столкновения: 60 eV. Масс-спектрометр
использовался в диапазоне сканирования m/z 100 –
1.700 для MС и МС/МС. Произведена фрагмента-
ция 4 порядка.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Уточнение метаболомного состава – чрезвы-
чайно важный результат в системе биохимиче-
ского анализа. Распределенный график тандем-
ной масс-спектрометрии анализируемых целе-

вых аналитов экстрактов D. jacutense Peschkova
представлен на рис. 2.

Всего на ионных хроматограммах было обна-
ружено 300 пиков выделенных целевых аналитов.
Для простоты идентификации составлена унифи-
цированная системная таблица молекулярных масс
целевых аналитов полифенольных соединений,
выделенных из экстрактов соцветий D. jacutense
(табл. 1).

В результате масс-спектрометрического ис-
следования экстрактов из соцветий D. jacutense бы-
ло определено 48 полифенольных соединений, из
них 30 химических соединений были идентифи-
цированы впервые в роду Dracocephalum. Иденти-
фикация соединений (значения m/z и фрагменти-
рованные ионы) производилась путем сравнения
полученных экспериментальных данных с извест-
ными опубликованными научными масс-спек-
трометрическими результатами [9–13].

Наиболее характерные примеры СID-спектров
(collision induced dissociation spectrum) ионных хро-
матограмм, полученных с помощью тандемной
масс-спектрометрии представлены на рис. 3 и 4.
CID-спектр кемпферола 3-О-рутинозида в режи-
ме положительных ионов, полученный из экс-
тракта D. jacutense, показан на рис. 3.

[M+H]– ион продуцирует два фрагментиро-
ванных иона: m/z 287.21 и m/z 449.31 (рис. 3).
Фрагментированный ион m/z 287.21 формирует
три характерных дочерних иона (m/z 213.2; m/z
185.24; m/z 137.24). В приведенных статьях по
масс-спектрометрии в экстрактах растений Dra-
cocephalum [6, 7], Lonicera japonica [9], Rhus coriaria
[11] это соединение классифицируется как флаво-
нол кемпферол 3-О-рутинозид. CID-спектр поли-
фенольной хлорогеновой кислоты в режиме по-

Рис. 2. Распределенный график тандемной масс-спектрометрии анализируемых целевых аналитов экстракта D. jacutense
Peschkova, представленный ионной хроматограммой.
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ложительных ионов, полученный из экстракта
D. jacutense, показан на рис. 4.

[M+H]+ ион продуцирует два фрагментирован-
ных иона, m/z 163.21 и m/z 179.16 (рис. 4). Фрагмен-
тированный ион с m/z 163.21 формирует один
дочерний ион с m/z 145.21. В нижеприведенных
научных статьях данное соединение идентифи-
цируется, как хлорогеновая кислота: Dracocepha-
lum palmatum [6, 7], Lonicera japonica [9], Andean
blueberry [10], Rhus coriaria [11].

ОБСУЖДЕНИЕ
Экстракты D. jacutense содержат большое ко-

личество полифенольных комплексов, являющих-
ся биологически активными соединениями. Для
наиболее полного и безопасного экстрагирования
был использован метод мацерации с помощью
MeOH. Для идентификации целевых аналитов в
экстрактах использована ВЭЖХ в комплексе с ион-

ной ловушкой BRUKER DALTONIKS. Результаты
предварительного исследования показали при-
сутствие 48 фенольных соединений в экстрак-
тах соцветий, из них 30 соединений идентифи-
цировано впервые в роду Dracocephalum. Это
флавоны: 5,7-диметоксилютеолин, диметокси-три-
гидрокси(изо)флавон, хризоэриол-7-O-глюку-
ронид, апигенин-O-рамнозид, хризоэриол O-гек-
созид C-гексозид, изорамнетин; флавонолы
таксифолин-3-O-гексозид, кемпферол-3,7-ди-
O-глюкозид, кемпферол дигексозид рамнозид,
антоцианы цианидин 3,5-O-диклюкозид, дель-
финидин 3-O-рутинозид-5-O-глюкозид, лигнан
филлигенин и др.

Ранее нами было проведено исследование по
скринингу полифенольных составов Dracocepha-
lum ruyschiana и Dracocephalum palmatum методами
тандемной масс-спектрометрии [6, 7]. При срав-
нении трех видов рода Dracocephalum выявились
18 полифенольных соединений, присутствующих

Рис. 3. CID-спектр соединения кемпферола 3-О-рутинозида, полученный из экстракта D. jacutense, m/z 611.41.
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в трех нами исследованных видах Dracocephalum.
Это флавоны апигенин, хризоэриол, генкванин,
апигенин 7-О-глюкозид, апигенин 7-О-глюко-
ронид, флавонолы кемпферол 3-О-глюкоро-
нид, кемпферол 3-О-рутинозид, п-кумаровая кис-
лота, сальвианоловая кислота G, гексозид кофей-
ной кислоты, хлорогеновая кислота и т.д.

Полученные данные важны для разработки и
производства различных составов биологически
активных добавок и функциональных продуктов,
содержащих целевые экстракты D. jacutense. Боль-
шое разнообразие биологически активных поли-
фенольных соединений открывает богатые воз-
можности для создания и новых лекарственных
препаратов, на основе экстрактов из семейства
Dracocephalum, и дальнейших исследований по
функциональному и специализированному пита-
нию, использующих в своей основе натуральные
экстракты растений.

Исследование выполнено в Северо-Восточ-
ном федеральном университете за счет гранта
Российского научного фонда №22–14–20031,
https://rscf.ru/project/22-14-20031/ и гранта Якут-
ского научного фонда на основании Соглашения
№194-06_22Д.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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