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В условиях эскалации климатических угроз во всем мире растет необходимость разработки новых
стратегий повышения стрессоустойчивости растений. Инновационные подходы в этом направ-
лении предоставляют нанотехнологии, обеспечивающие производство разнообразных наномате-
риалов (НМ). К ним относят структуры размером менее 100 нм, обладающие уникальными фи-
зическими и химическими свойствами. Благодаря этому НМ способны проникать через биоло-
гические барьеры и накапливаться в клетках растений. Эффекты НМ на растительный организм
могут быть как позитивными, так и негативными в зависимости от химической природы, разме-
ров и концентраций НМ, объекта исследования и условий среды. Многие НМ в определенной
концентрации способны регулировать практически все процессы в растительном организме:
рост, водный обмен, активность фотосинтетического аппарата и про-/антиоксидантный баланс.
Это позволяет предполагать возможность использования некоторых НМ как адаптогенов, усили-
вающих стрессоустойчивость растений. В настоящем обзоре представлен сравнительный анализ
экспериментальных данных об использовании НМ в физиологии растений и сельском хозяйстве
для защиты растений от действия неблагоприятных низких и высоких температур. Обсуждаются
возможные механизмы действия НМ на растения, а также стратегия их дальнейшего использова-
ния в фундаментальной науке и сельском хозяйстве.

Ключевые слова: адаптация, высшие растения, наноматериалы, неблагоприятные температуры,
стрессоустойчивость
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ВВЕДЕНИЕ
Проблемы глобального роста населения, эска-

лации климатических угроз и связанного с этим
сокращения пахотных земель во всем мире влекут
необходимость разработки новых стратегий, на-
правленных на повышение урожайности растений.
Бóльшая часть территории Российской Федерации
находится в зоне рискованного земледелия с не-
устойчивыми климатическими условиями, в ко-
торых перепады температур могут быть достаточ-
но резкими. Причем как низкая, так и высокая
температуры за пределами оптимальных значе-
ний создают существенные сельскохозяйственные
риски. В условиях глобального потепления кли-
мата даже незначительное повышение среднего-
довой температуры приводит к потерям урожая,
которые по прогнозам ученых в ближайшее деся-

тилетие вырастут на 40% [1]. Кроме того, для
большинства растений, использующихся в сель-
ском хозяйстве, снижение температуры выращи-
вания ниже 10–15°С является критическим [2].
Именно поэтому повышение устойчивости сель-
скохозяйственных культур к неблагоприятным
температурам – это не только актуальная проблема
современной науки, но и ключевой путь к сокраще-
нию потерь сельскохозяйственной продукции и по-
вышению эффективности растениеводства. В свя-
зи с этим, особую важность приобретает вопрос
применения искусственных соединений, способ-
ных в низких концентрациях защищать растения
в условиях действия неблагоприятных температур с
минимальными рисками для окружающей среды
и здоровья людей. В этом плане инновационные
подходы к повышению стрессоустойчивости рас-
тений предоставляют нанотехнологии, обеспечи-
вающие производство и внедрение в жизнь людей
различных наноматериалов (НМ).

Сокращения: АОС – антиоксидантная система, НМ – нано-
материалы, НЧ – наночастицы, ППР – поверхностный
плазмонный резонанс, ФСА – фотосинтетический аппарат.

УДК 581.1
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Изучение взаимодействия растений и НМ нача-
лось сравнительно недавно, однако к настоящему
моменту накоплен достаточно обширный экспери-
ментальной материал. Показано, что влияние НМ
на растения может носить как позитивный, так и
негативный характер [3–5]. НМ способны изме-
нять практически все процессы в растительном
организме – стимулировать или угнетать рост,
фотосинтез, водный обмен, влиять на про-/антиок-
сидантный баланс, структуру органелл и экспрес-
сию генов [5, 6]. При этом эффекты НМ зависят от
целого ряда факторов, прежде всего, химической
природы и размеров НМ, а также концентрации
коллоидных растворов, используемых при работе
с растительными объектами. Большую роль играют
условия среды, в которых происходит взаимодей-
ствие НМ и растений. Как показывают исследова-
ния, под влиянием неблагоприятных абиотических
факторов многие НМ способны повысить стрес-
соустойчивость растений. Например, обработка
растений подсолнечника, риса и пшеницы колло-
идными растворами наночастиц (НЧ) оксидов же-
леза или цинка снижала окислительный стресс, вы-
званный тяжелыми металлами [7–9]. В экспери-
ментах на пшенице, томате и люпине установлено,
что НЧ серебра и оксида цинка повышали соле-
устойчивость [10, 11] и регулировали экспрессию
генов стрессового ответа при солевом стрессе
[12]. Карбоновые нанотрубки изменяли экспрес-
сию генов, кодирующих белки водных каналов и
участвующих в клеточном делении, индуцируя
перенос воды, ионов кальция и железа, усиливая
рост корней и накопление биомассы, а также
стрессоустойчивость растений [13, 14]. Учитывая
изложенные выше риски климатических угроз и
связанные с ними сельскохозяйственные потери,
особый интерес представляет вопрос об участии
НМ в формировании повышенной устойчивости
растений к неблагоприятным температурам. В
данном обзоре проведена систематизация имею-
щихся в научной литературе данных об использо-
вании НМ для защиты высших растений в усло-
виях действия неблагоприятных низких и высо-
ких температур.

НАНОМАТЕРИАЛЫ: СВОЙСТВА, 
ПРОИСХОЖДЕНИЕ, КЛАССИФИКАЦИЯ

И ИСПОЛЬЗОВАНИЕ

К НМ, как правило, относят структуры, разме-
ры которых не превышают 100 нм, обладающие
необычными физико-химическими свойствами
[15]. Малые размеры и большая площадь поверх-
ности позволяют НМ проникать в клетки и орга-
неллы растений, распространяться по тканям и
аккумулироваться в них [6]. Для НМ характерна
высокая физическая и химическая активность,
благодаря чему некоторые из них обладают катали-
тическими свойствами [5]. Наличие уникальных

оптических свойств, связанных с возбуждением ло-
кализованных плазмонных резонансов при взаи-
модействии со светом, обусловливает возмож-
ность многих НМ влиять на фотосинтетический
аппарат (ФСА) растений – увеличивать скорость
электронного транспорта, фотофосфорилирова-
ния и выхода кислорода [4, 16]. С другой стороны,
НМ способны выступать в качестве протекторов
окислительного стресса и фотоингибирования,
играя роль “наноэнзимов” [17].

НМ могут иметь как природное (естествен-
ное), так и техногенное (искусственное) проис-
хождение. В природе источниками НМ являются
вулканы, лесные пожары и пыльные бури [5].
Огромное количество НМ создается искусственно
для целей науки и промышленности. Существуют
разные классификации искусственных НМ, ос-
нованные на их химической природе, структуре
или способе получения. Чаще всего НМ делят на
группы в зависимости от химической основы.
Например, выделяют НМ на основе металлов
(металлические), НМ на основе полуметаллов и
неметаллов, отдельно выделяют углеродсодержа-
щие нанотрубки, а также композитные (составные)
НМ, объединяющие несколько разных элементов
[5, 15]. По структуре НМ делят на НЧ, нанопленки
(нанослои) и объемные наноструктуры [15].

Методы получения НМ обычно разделяют на
две большие группы. К первой группе относят
дисперсионные методы, основанные на диспер-
гировании (измельчении) веществ различными
способами – механическим, с помощью лазера,
облучения и т. д. Вторая группа включает конден-
сационные методы, где НМ восстанавливаются
из ионов солей [18]. К этой группе относят также
биологический синтез НМ с помощью растений
или микроорганизмов [5].

Темпы производства НМ неуклонно растут, и
по оценкам ученых мировое потребление НМ уже
в 2019 году достигло 600000 тонн в год [19]. При
этом риски от попадания НМ в природную среду
до сих пор не ясны, что вызывает оправданные
сомнения исследователей. Возможно поэтому,
НМ считают одними из самых изучаемых матери-
алов сегодняшнего столетия [6]. Во всем мире
НМ используются в биологии, химии и физике, а
также медицине, сельском хозяйстве, косметологии
и электронике. В научную терминологию уже проч-
но вошли термины “нанофермерство” и “нанобио-
нические подходы”. Разработки последних лет сви-
детельствуют о возможности использования НМ
для профилактики и лечения онкологических за-
болеваний, а также в пищевой промышленности,
например, для очистки воды и пищевых продук-
тов [5, 20]. Все это позволяет с большой надеждой
смотреть на использование НМ в науке и сель-
ском хозяйстве в качестве стратегии для защиты
растений в условиях изменяющегося климата.
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ВЛИЯНИЕ НАНОМАТЕРИАЛОВ
НА РАСТЕНИЯ В УСЛОВИЯХ ДЕЙСТВИЯ 

НИЗКИХ ТЕМПЕРАТУР

Для большинства растений колебания темпера-
туры в пределах от 0 до 15°C могут вызывать серьез-
ные повреждения клеточных структур и функций,
связанные, прежде всего, с дегидратацией клеток,
окислительным стрессом и снижением текучести
мембран [2]. Еще более значительное понижение
температуры среды – ниже 0°C – могут перенести
только некоторые морозостойкие растения (на-
пример, озимые злаки), поскольку отрицатель-
ные температуры необратимо повреждают клетки
и органеллы вследствие образования в них кри-
сталлов льда [21]. К тому же при охлаждении все
метаболические процессы в растительном орга-
низме, включая рост и фотосинтез, существенно
ингибируются. Поглощаемая в условиях охла-
ждения световая энергия становится избыточной,
поскольку превосходит способность ФСА исполь-
зовать ее для фиксации СО2, а риски образования
АФК многократно возрастают [21, 22]. Генерация
АФК в клетках и тканях приводит к интенсифика-
ции процессов ПОЛ мембран, нарушениям струк-
туры белков и нуклеиновых кислот [23]. Как прави-
ло, в этих условиях снижается текучесть клеточных
мембран, что приводит к изменению их проницае-
мости, неконтролируемому выходу ионов из клеток
и дегидратации тканей. К основным механизмам
защиты растений от низкотемпературного стресса
относят структурно-функциональную, физиоло-
го-биохимическую и молекулярно-генетическую
адаптивную реорганизацию клеток и органелл,
включающую биохимическую перестройку мем-
бран, а также активацию антиоксидантной систе-
мы (АОС) [22]. При этом полностью изменяется
метаболизм растений [24], “включаются” гены
холодового ответа [25], в клетках и тканях накап-
ливаются белки, углеводы и аминокислоты, необ-
ходимые для холодовой адаптации [26]. Растения
отличаются по своей чувствительности к низким
температурам. Для холодоустойчивых растений
(пшеница, ячмень, картофель, горох, морковь и др.)
диапазон субповреждающих температур, не вызы-
вающих повреждения тканей и основных функций
организма, находится в пределах от 8–9°С до 0°С.
Считается, что теплолюбивые растения, среди
которых есть и экономически важные, например,
рис, томат, огурец, кукуруза, также способны ак-
климатизироваться к холоду, однако нижняя гра-
ница субповреждающих температур для этой груп-
пы растений составляет 6–10°С, в зависимости от
вида [27, 28]. Вопрос о расширении границ адапта-
ционного потенциала ценных сельскохозяйствен-
ных растений до сих пор остается острым и откры-
тым, а литературные данные свидетельствуют, что в
этом направлении могут применяться и нанотех-
нологии (табл. 1).

Как показал проведенный нами анализ лите-
ратуры, в большинстве случаев для повышения
устойчивости растений к неблагоприятным тем-
пературам использовались НЧ металлов (серебра,
золота, церия, оксидов кремния, титана и цинка),
а также НЧ селена и хитозановые нанотрубки.
Отметим, что ряд объектов, на которых испытыва-
ли НМ, был достаточно широк – от морозостойкой
пшеницы до тропического банана, а наиболее ис-
пользуемым способом внесения НМ было опрыс-
кивание листьев. Как выяснилось, чаще всего,
обработка растений НМ приводила к поддержа-
нию роста и фотосинтеза в условиях охлаждения,
а также снижению рисков окислительного стрес-
са (табл. 1). Например, растения фасоли, выра-
щенные из семян, обработанных растворами НЧ
серебра и закаленные в течение 9 сут. при режиме
15/10°С (день/ночь), отличались более высокими
показателями интенсивности роста и фотосинте-
за, а в их листьях отмечено большее содержание
хлорофиллов, чем у контрольных (необработан-
ных) растений в тех же условиях [29]. Сходные
данные об изменениях темпов роста и активности
ФСА в условиях охлаждения получены на томате,
резуховидке и пырее, обработанных НЧ селена,
церия и оксида кремния, соответственно [30–32].
В наших опытах на пшенице показано, что из се-
мян, обработанных НЧ золота, вырастали про-
ростки, у которых при низкотемпературном зака-
ливании интенсивность фотосинтеза была выше,
а содержание хлорофиллов и сахаров в листьях
больше, чем у контрольных (необработанных)
растений [33]. К тому же проростки, обработанные
НЧ золота, отличались большей морозоустойчиво-
стью, которую определяли по выживаемости и вы-
ходу электролитов из тканей после проморажива-
ния [34]. Накопление пролина и сахаров, обладаю-
щих осмопротекторными свойствами, наблюдали в
условиях охлаждения под влиянием НЧ оксида
титана и хитозановых нанотрубок у лакрицы и ба-
нана [35, 36]. Снижение накопления МДА и АФК
на фоне усиления активности ферментов АОС
отмечено у резуховидки, нута, лакрицы и риса
под влиянием НЧ церия, оксидов титана и цинка
[31, 35, 37–39].

В целом следует отметить, что НМ являются
перспективными адаптогенами, поддерживаю-
щими метаболизм и развитие растений в услови-
ях охлаждения, а также увеличивающими устой-
чивость как холодостойких, так и теплолюбивых
культур к низким температурам.

ВЛИЯНИЕ НАНОМАТЕРИАЛОВ
НА РАСТЕНИЯ В УСЛОВИЯХ ДЕЙСТВИЯ 

ВЫСОКИХ ТЕМПЕРАТУР
В условиях действия высоких температур у

растений развиваются обезвоживание и окисли-
тельный стресс. Это связано с тем, что с одной
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стороны, температура выше оптимальных значений
вызывает у растений резкое увеличение транспира-
ции и последующую дегидратацию. С другой сторо-
ны, высокие температуры стимулируют выработку
у растений АФК, создавая риск окислительного
стресса, обусловленного интенсификацией про-
цессов ПОЛ и потерей целостности структуры
клеточных мембран [1]. Под влиянием высоких
температур ингибируются рост и развитие расте-
ний, нарушается синтез хлорофиллов и белков,
угнетается активность ферментов, прежде всего
фотосинтетических. Основными мишенями в ФСА
при тепловом стрессе являются ФС II, РБФК/О и
АТФ-генерирующие системы. Важными меха-
низмами теплоустойчивости растений являются
увеличение стабильности ферментов, структуры
мембран, синтез белков теплового шока, усиле-
ние активности ферментов АОС [1].

Исследования, проведенные на широком ряде
объектов с разной чувствительностью к высокой
температуре, показали, что многие НМ могут
быть использованы для защиты растений от по-
следствий теплового стресса (табл. 2). В основном
в опытах применяли НЧ серебра, церия, железа и
селена, а также оксидов кремния, титана и цинка,
внесенные преимущественно через корни или ли-
стья. Увеличение интенсивности ростовых процес-
сов под влиянием НМ в условиях действия высоких
температур наблюдали на растениях пшеницы,
томата, огурца, кукурузы и сои [30, 40–46]. К тому
же обработка НМ влияла на водный обмен расте-
ний – регулировала транспирацию и содержание
воды в листьях [30, 41, 42, 45, 47], а также стиму-
лировала накопление пролина, сахаров и белков
[44, 45, 48], усиливала активность ферментов
АОС [41, 42, 45, 46, 49, 50]. Кроме того, некоторые
НМ в условиях повышенной температуры спо-
собны благотворно влиять на ФСА растений. В
этом плане были изучены НЧ селена, оксидов
кремния и титана [31, 47]. Например, под влиянием
НЧ селена наблюдали увеличение квантового вы-
хода ФС II, ассимиляции углерода и карбоксили-
рования РБФК/О на фоне снижения аккумуля-
ции АФК в тканях резуховидки [31].

Таким образом, обработка растений НМ за-
щищает их от действия как низких, так и высоких
неблагоприятных температур, и уже предложены
возможные механизмы, через которые НМ дей-
ствуют на растительный организм, повышая его
стрессоустойчивость.

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 
НАНОМАТЕРИАЛОВ НА 

СТРЕССОУСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ
Как показывают исследования, НМ поддер-

живают рост и водный обмен, благотворно влияют
на ФСА, а также про-/антиоксидантный баланс
растений, увеличивая их стрессоустойчивость и

способствуя выживанию в неблагоприятных усло-
виях (рис. 1). Остановимся на основных механиз-
мах действия НМ на растения.

Влияние НМ на рост и водный обмен. Стимули-
рующее действие НМ на рост и водный обмен
связывают с их способностью улучшать поглоще-
ние воды и питательных веществ [51, 52], видимо,
за счет активации генов, участвующих в регуля-
ции работы аквапоринов [6] и ответственных за
клеточный цикл [13, 53]. Показано, например,
что углеродные нанотрубки регулировали экс-
прессию генов, кодирующих белки аквапоринов
в семенной оболочке [54], а НЧ золота изменяли
распределение пектинов в клеточной стенке кор-
ней, увеличивая ее жесткость и стрессоустойчи-
вость [55]. Имеются данные, что НЧ золота влия-
ют на гены DGR1 и DGR2, кодирующие белки
клеточной стенки и участвующие в удлинении
корней [20]. НЧ способны влиять на дифферен-
цировку клеток через miRNA – малые некодиру-
ющие РНК, участвующие в контроле многих био-
логических процессов, и в том числе стрессового
ответа. Например, НЧ золота влияли на экспрес-
сию miR398, miR408, miR164, miR167 и miR169 у
растений резуховидки [56]. При этом экспрессия
miR167 была связана с работой генов, регулирую-
щих репродуктивные функции растений за счет
влияния на пути передачи ауксинового сигнала.
Изменение экспрессии miR169, miR398 и miR408
влияло на размеры проростков, развитие их корне-
вой системы и было причиной раннего цветения
растений и ускоренного созревания семян [56].
Кроме того, установлено, что НЧ железа регули-
ровали экспрессию гена AHA2, ассоциированно-
го с открытием устьиц при засухе [57]. Следует
также отметить, что некоторые НМ способны
стимулировать накопление в тканях растений
низкомолекулярных веществ, защищающих от
дегидратации. Так, обработка НЧ серебра и окси-
да титана приводила к существенному увеличе-
нию содержания пролина у пшеницы [11] и го-
рошка [58].

Влияние НМ на ФСА. Влияние НМ на ФСА
растений связано, прежде всего, с эффектом по-
верхностного плазмонного резонанса (ППР), ха-
рактерного для многих металлических НЧ. По-
верхностными плазмонами в физике называют
коллективные колебания электронов на поверхно-
сти металла, а возбуждение поверхностных плаз-
монов светом называют ППР [59]. Под влиянием
света определенной длины волны активность
электронов на поверхности НЧ многократно воз-
растает [60]. Предполагают, что активные элек-
троны на поверхности металлических НЧ могут
“улавливать” фотоны света и облегчать передачу
энергии в ССК, вызывая внутри него плазмонное
усиление фотонов и многократно увеличивая аб-
сорбцию света [60–62]. Считается, что именно
вследствие этих изменений под влиянием НЧ
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увеличиваются скорости электронного транспор-
та, фотофосфорилирования и выхода кислорода
[60, 63].

В наших опытах на проростках пшеницы по-
казано, что НЧ золота изменяли не только функ-
циональную активность ФСА и ультраструктуру
хлоропластов, но также биохимический состав
мембран, стимулируя формирование крупных
гран, в мембранах которых было увеличено коли-
чество ненасыщенных жирных кислот [64]. Это
способствовало увеличению морозоустойчивости
растений и их выживанию после промораживания
[33, 34]. Такого рода данные позволяют предпола-
гать, что НМ могут регулировать структурно-функ-
циональную организацию ФСА на молекулярно-
генетическом уровне. В пользу этого предположе-
ния свидетельствуют факты о том, что НЧ оксида
титана усиливали экспрессию генов, кодирую-
щих единицы РБФК/О (CaLRubisco, CasRubisco) и
хлорофилл-связывающие белки у нута при 4°С [65].
В условиях теплового стресса НЧ оксида кремния
усиливали экспрессию генов, кодирующих белки
сборки ФС II – PsbH, PsbB и PsbD [66].

Влияние НМ на про-/антиоксидантный баланс.
АФК традиционно считали нежелательными по-
бочными продуктами метаболических реакций,

однако, согласно исследованиям последних лет,
именно они играют центральную роль в акклима-
тизации растений. Известно, что в неблагоприят-
ных условиях чрезмерное накопление АФК при-
водит к ингибированию роста и развития, повре-
ждению мембран, белков, нуклеиновых кислот,
и, в конце концов, гибели растения. Однако, если
концентрация АФК не достигает определенного
порогового уровня, то они выступают как сиг-
нальные молекулы, играющие ключевую роль в
ответе растений на стресс [17, 23]. Активируя ге-
нерацию АФК, НМ не только индуцируют окис-
лительный стресс, но и регулируют их сигналь-
ные функции. Обработка растений НМ в опреде-
ленной дозе запускает генерацию АФК, а также
увеличивает стрессоустойчивость растений путем
стимуляции широкого спектра защитных путей
[17]. Поэтому НМ могут быть использованы, с од-
ной стороны, как нейтрализаторы АФК (“нано-
энзимы”), а с другой стороны, могут выступать в
роли триггеров АФК для стимуляции защитных
сил растительного организма, то есть своеобраз-
ной подготовки его к будущему стрессу.

С одной стороны, НМ влияют на про-/анти-
оксидантный баланс за счет высвобождения с их
поверхности ионов, которые повреждают клетки

Рис. 1. Защитные эффекты наноматериалов на растения в условиях температурного стресса.

Температурный стресс Температурный стресс +

Ингибирование роста,
водного обмена, активности

ФСА

Генерация АФК,
интенсификация ПОЛ

Потеря целостности
мембран и структур клетки

Дегидратация тканей

Нарушение структуры
белков, нуклеиновых кислот

и других макромолекул

наноматериалы

Поддержание роста, водного
обмена, активности ФСА

Регуляция про-/
антиоксидантного баланса

Сохранение целостности
мембран и структур клетки

Накопление совместимых
осмолитов

Регуляция стрессового
ответа и усиление

стрессоустойчивости
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и их структурные компоненты, усиливая образо-
вание АФК [15]. С другой стороны, благодаря эф-
фекту ППР, многие НМ (в частности, металличе-
ские НЧ) способны забирать на себя “лишнюю”
энергию возбужденных электронов в ФС и “га-
сить” избыточное возбуждение хлорофилла [67],
выступая в качестве протекторов окислительного
стресса и фотоингибирования. Скорее всего, с
эффектом ППР связаны и каталитические свой-
ства НМ, описанные, например, для НЧ оксида
церия, как “наноэнзима” с антиоксидантной ак-
тивностью, способного обезвреживать суперок-
сидрадикал и разлагать Н2О2. Схожие антиокси-
дантные свойства отмечены для НЧ золота, ко-
бальта и железа [68]. Показано влияние многих
НМ на экспрессию генов, кодирующих синтез
элементов АОС [69]. Например, НЧ оксида цинка
усиливали экспрессию генов OsCu/ZnSOD1,
OsCu/ZnSOD2, OsCu/ZnSOD3, OsPRX11, OsPRX65,
OsPRX89, OsCATA и OsCATB у риса при 10°С [39].

Участие НМ в регуляции стрессового ответа.
Имеются данные, что НМ действуют как стрессо-
вые сигнальные молекулы, которые в растительном
организме “включают” молекулярные механизмы
адаптационных процессов, незадействованные до
этого. Например, НЧ серебра регулировали экс-
прессию генов, кодирующих белки-переносчики
анионов, и ферменты, вовлеченные в протеоли-
тические процессы [70]. Авторы предполагают,
что НЧ серебра могли встраиваться в плазмалемму
и активировать ангидразы и целлюлозосинтазы,
регулируя протеолитические процессы.

В литературе имеются сведения о том, что не-
которые НЧ способны регулировать непосред-
ственно гены стрессового ответа. Например, НЧ
серебра изменяли экспрессию генов, вовлечен-
ных в стрессовый ответ на засоление [12, 70], а НЧ
оксида цинка влияли на экспрессию транскрип-
ционных факторов (ZIP, MIB и WRKY), участвую-
щих в ответе на холодовой стресс [39]. Интерес-
ные результаты получены в опытах на растениях
резуховидки, у которых в условиях теплового
стресса НЧ оксида цинка стимулировали экспрес-
сию генов hsfa2, hsp70 и hsp101, участвующих в син-
тезе белков теплового шока [71]. Показано также,
что НЧ серебра в оптимальных условиях регулиро-
вали 35% генов, вовлеченных в ответ на низкотем-
пературный стресс, в частности DREB1A/CBF3 (de-
hydration response element B1A), регулирующий
ICE-CBF-COR сигнальный путь [70].

В последние годы активно обсуждается спо-
собность НЧ запускать классические стрессовые
сигнальные реакции, например, Ca2+-ассоцииро-
ванный сигнальный путь. Известно, что кальций
является вторичным мессенджером, играющим
важнейшую роль в сигнальных реакциях растений
на стресс. Стрессовый стимул вызывает мобилиза-
цию Са2+ в цитозоле, а связывание ионов с кальци-

евыми каналами запускает изменения уровней экс-
прессии генов, отвечающих за адаптацию к стрессу
и ответ растительного организма на неблагопри-
ятное воздействие [6]. Использование протеом-
ного подхода показало, что НЧ серебра действуют
на белки, связанные с передачей кальциевого
сигнала [72]. Авторы выдвинули гипотезу, что ионы
серебра, освобождаясь с поверхности наночастиц,
вступают в клеточный метаболизм, связываясь с ре-
цепторами кальция и Ca2+/Na+-каналами. Установ-
лено, что нанокристаллы фуллерена С60 способны
функционально модулировать Ca2+-/кальмодулин-
зависимую протеинкиназу [73]. Предполагают, что
НМ могут заменять Ca2+ в кальциевых каналах и
имитировать действие кальция, вызывая каскад
стрессовых реакций [5, 6]. В пользу данного пред-
положения свидетельствует факт, что НЧ меди
именно через Са2+-сигналинг запускали SOS (salt
overly sensitive) сигнальные пути [19].

Полученные на сегодняшний день экспери-
ментальные данные позволяют сделать предвари-
тельные выводы о механизмах защитного дей-
ствия НМ на растительный организм. Главным
образом действие НМ на многие процессы в рас-
тительном организме объясняется их способно-
стью регулировать экспрессию ряда генов. Одна-
ко до сих пор не известен путь передачи сигнала
от НМ до генетической составляющей, в связи с
чем, необходимо продолжать исследования в
этом направлении для разработки определенных
стратегий использования НМ как адаптогенов.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НАНОМАТЕРИАЛОВ 
КАК СТРАТЕГИЯ ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

Эффекты НМ на растительный организм зави-
сят от целого ряда факторов, которые необходимо
учитывать при планировании экспериментальной
работы в зависимости от ее цели и задач (рис. 2).
Прежде всего, при работе с НМ необходимо учи-
тывать их химическую природу и стабильность. До-
статочно часто в исследованиях используют НМ
на основе металлов. Во-первых, металлосодержа-
щие НМ более активны с химической точки зре-
ния, а, во-вторых, более стабильны, чем сложные
композиты, включающие в себя органические и
неорганические соединения. Металлосодержащие
НМ достаточно легко синтезируются из недорогих
реактивов, как правило, солей, содержащих ионы
необходимого металла [18]. В итоге получают кол-
лоидные растворы (золи), обладающие уникаль-
ными свойствами. Именно для металлических
НЧ характерен эффект ППР, обеспечивающий их
влияние на ФСА и про-/антиоксидантный баланс
растений. Все это делает перспективным исполь-
зование НМ на основе металлов для защиты рас-
тений от действия абиотических стрессоров, в
том числе, температурного.
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Стабильность тех или иных НМ часто зависит
от их химической природы и способа получения.
В частности, ставший популярным в последние
годы “зеленый” синтез НМ с помощью бактерий
и растительных экстрактов не всегда дает нужный
результат, поскольку является длительным, а об-
разующиеся НМ редко обладают нужной ста-
бильностью [74, 75].

Существует мнение, что каждый тип НМ име-
ет свои специфические особенности действия на
растения [14, 76]. Например, НЧ оксида кремния
в основном действуют на рост растений за счет
увеличения использования воды и питательных
веществ [14]. Кроме того, эти НЧ способствуют
накоплению пролина, свободных аминокислот,
повышению активности антиоксидантных фер-
ментов и, таким образом, усиливают стрессо-
устойчивость растений.

Углеродные нанотрубки обладают уникальными
механическими, электрическими, термическими
и химическими свойствами, и, проникая через
клеточную стенку и мембрану, обеспечивают до-
ставку химических веществ в клетку. Поэтому
они используются как нанотранспортеры для пе-
реноса молекул ДНК и красителей в клетки рас-
тений [14]. Индуцируя перенос воды, ионов каль-
ция и железа, нанотрубки усиливают рост корней
и побегов, накопление биомассы, цветение и уро-
жайность растений. Было показано, что нано-
трубки регулируют экспрессию транскриптов,
кодирующих несколько типов белков водных ка-
налов, а также белки, участвующие в клеточном
делении [13, 14, 52, 53].

НЧ оксида титана регулируют окислительно-
восстановительные реакции и имеют свойства
фотокатализаторов. Эти НЧ стимулируют про-
растание семян, синтез хлорофилла, активность
РБФК/О и интенсивность фотосинтеза, а также

защищают хлоропласты от старения за счет уси-
ления активности ферментов АОС [14].

НЧ церия обладают свойствами “наноэнзимов”
и могут нейтрализовывать АФК [31]. По мнению
авторов, обработка НЧ цезия является перспек-
тивным способом утилизации АФК и защиты
растений от окислительного стресса. Эти НЧ увели-
чивают поглощение световой энергии, ускоряют
темновые реакции фотосинтеза, обеспечивают вы-
сокую скорость карбоксилирования РБФК/О [31].

НЧ золота считаются одними из перспектив-
ных НМ для использования в биологии из-за про-
стоты синтеза, высокой стабильности и каталити-
ческой активности [15, 77]. Именно НЧ золота,
благодаря высокой совместимости с живыми орга-
низмами и химической инертности, широко ис-
пользуются в медицине для лечения онкологиче-
ских заболеваний, а также в качестве лекарствен-
ных препаратов с высокой антибактериальной и
антигрибковой активностью [78, 79]. Предпола-
гается, что НЧ золота могут быть вовлечены в
процессы дифференцировки клеток и использо-
ваться в регенеративной медицине [80]. В наших
исследованиях на пшенице показано, что нано-
прайминг семян коллоидным раствором НЧ зо-
лота приводил к увеличению холодоустойчивости
проростков за счет влияния на ростовые процес-
сы, активность ФСА, адаптивную ультраструк-
турную и биохимическую реорганизацию фото-
синтетических мембран [33, 34, 64]. НЧ золота
обладают выраженными каталитическими свой-
ствами благодаря эффекту ППР [59, 66, 78, 79].
Однако необходимы дополнительные исследова-
ния для более глубокого понимания механизмов
влияния НЧ золота на стрессоустойчивость рас-
тений.

Второе, что следует учитывать при работе с
НМ – это эффект гормезиса. Для НМ характерен
четкий концентрационный эффект: низкие дозы

Рис. 2. Стратегии использования наноматериалов для защиты растений.
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НМ оказывают выраженный позитивный эффект
на организм, в то время как высокие дозы приво-
дят к обратной картине [75]. Например, в опытах
на растениях горчицы показано, что 10-суточная
экспозиция на растворах НЧ золота в концентра-
циях 50 и 100 мкг/мл не вызывала накопления
АФК в листьях, но оно наблюдалось при исполь-
зовании концентрации 400 мкг/мл [81]. Значение
имеют и размеры НМ. Считается, что НМ разме-
ром 15–20 нм наименее токсичны, поскольку им
легче проникать через биологические барьеры,
тогда как более крупные НМ могут их нарушать,
вызывая токсические эффекты [15].

Третьим важным фактором, который следует
учитывать при использовании НМ, является способ
проникновения в растительный организм – через
корни, листья (опрыскивание) или семена (нано-
прайминг). При попадании через корни НМ про-
никают сначала в корневые волоски, а затем могут
перемещаться по симпласту и/или апопласту.
Следует помнить, что внесение НМ в почву спо-
собствует агрегации, поэтому при корневом вне-
сении НМ лучше использовать водную культуру.
При внекорневом внесении (через листья) НМ
попадают в растения через устьица или кутикулу,
а далее проникают в клетки мезофилла и/или пе-
ремещаются по флоэме [17]. Одним из наиболее
эффективных способов обработки растений НМ
считают нанопрайминг, при котором НМ проника-
ют в семена, изменяя метаболизм растений. Имен-
но нанопрайминг семян приводит к увеличению
устойчивости и урожайности растений при мини-
мальном накоплении НМ в тканях [5]. На сего-
дняшний день это самая эффективная, рентабель-
ная и экологически чистая стратегия повышения
посевных качеств семян (энергия прорастания,
всхожесть, устойчивость к патогенам и др.), а также
стимуляции роста и урожайности растений [17].
Проникнув в семена, НМ стимулируют синтез и
накопление осмолитов, усиление АОС и активно-
сти ферментов – амилаз, липаз и протеаз, которые
разрушают макромолекулы, содействуя развитию
зародыша [17]. Однако дальнейшая судьба НМ,
возможность их попадания в корневую систему и
наземную часть растений изучены недостаточно.

Еще одним важным этапом в стратегии исполь-
зования НМ является выбор объектов исследования.
Реакция разных видов и даже сортов растений на
действие НМ может отличаться. Например, НЧ зо-
лота в концентрации 1000 мкг/мл стимулировали
рост и увеличение содержания фотосинтетиче-
ских пигментов у сои [60], в то время как у ячменя
даже концентрация 50 мкг/мл вызывала угнете-
ние роста [82]. В ряде работ отмечено отсутствие
эффекта НЧ золота на некоторые растения, на-
пример, на рис, латук, перец, цуккини, фасоль и
огурец [83–86]. В связи с этим приобретает важ-
ность проведения исследований с НМ на боль-
шом количестве разных объектов, отличающихся

по реакции на стрессовые факторы. Так, у холо-
достойких и теплолюбивых растений механизмы
формирования устойчивости, например, к низким
температурам будут иметь свои особенности, по-
этому и реакция на НМ у них может отличаться.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, НМ являются уникальными
структурами, позволяющими растениям пережи-
вать неблагоприятное действие низких и высоких
температур. Несмотря на это, использование НМ
в биологии и сельском хозяйстве является риско-
ванным и диктует необходимость разработки
стратегий (рис. 2), учитывающих химическую
природу НМ, их стабильность в среде, поиск дозы
НМ и способа обработки ими растений, которые
обеспечат максимальный прирост стрессоустой-
чивости при минимальном накоплении НМ в
тканях объекта, выбор которого тоже имеет боль-
шое значение. Разработка стратегий использова-
ния НМ как адаптогенов позволит достигнуть
снижения сельскохозяйственных рисков, то есть,
ориентирована на развитие устойчивого сельско-
го хозяйства. При этом важной остается задача
увеличения не только урожайности, но и стрессо-
устойчивости растений с нанесением минималь-
ного вреда природе и человеку. Эта задача позво-
ляет ученым говорить о развитии представлений
об устойчивой природной среде, необходимой
для успешного существования живых организмов
на планете.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 23-26-00054 (https://
rscf.ru/project/23-26-00054/).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов.
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Томат (Solanum lycopersicum L.) является важной агрокультурой и, благодаря существованию дико-
растущих родственных видов (Solanum секция Lycopersicon), моделью для изучения развития сочно-
го плода. В работе был проведен анализ экспрессии генов унипортеров сахаров SWEET1а, 1b, 1e, 3,
7a, 10a, 12c, 14 и 15 у видов и сортов томата. Для сорта Heinz (S. lycopersicum) выявлены гены, наи-
более активные в корнях (SWEET1e, 3, 10а и 12c), листьях (SWEET 1a, 1e, 3, 10а и 12c) и цветках
(SWEET1а, 1b, 7а, 10a, 12с, 14 и 15). Рост плода сопровождается повышением уровня транскриптов
SWEET110a и 12c, созревание плода – SWEET1a и 15. Продемонстрирована дифференциальная
экспрессия SWEET1a, 1b, 12c и 15 в спелом плоде инбредных линий от скрещивания S. lycopersicum
сорт М82 × S. pennellii. ПЦР-РВ анализ показал, что общим для спелого плода анализируемых видов
томата является экспрессия генов SWEET1а и 12c, а для видов S. pennellii, S. habrochaites и S. chees-
maniae – SWEET1b и 10a. Определено, что соотношение фруктоза : глюкоза эквимолярно у образ-
цов, за исключением сортов Black Jack и White Beauty (фруктоза : глюкоза ≥ 1.10). Корреляций между
уровнем транскриптов генов SWEET и соотношением гексоз не выявлено.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, дикорастущие виды томата, транспортеры сахаров, унипорте-
ры SWEET, содержание сахаров в спелом плоде, соотношение глюкоза : фруктоза
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ВВЕДЕНИЕ
Углеводы являются одними из наиболее важных

молекул-аккумуляторов энергии, которые обеспе-
чивают строительные компоненты для клеток
растений. Доля их в отдельных тканях может до-
стигать 90% и более сухого вещества. В результате
фотосинтеза образуются простые сахара, включая
глюкозу, количество и доступность которых ока-
зывает ключевое влияние на координацию роста,
развития и адаптивности растения [1]. Глюкоза,
фруктоза и сахароза, транспортируются от источ-
ника (листья) через флоэму к накапливающим
органам (цветы, плоды, семена и корни), где за-
пасаются и используются для поддержания их ро-
ста и развития [1, 2].

Ключевая роль сахаров в регуляции роста и
развития растения подчеркивается их участием в

определении хозяйственно ценных признаков у
агрокультур. Так, содержание и соотношение
фруктозы и глюкозы значительно влияют на вкус
спелых плодов томата Solanum lycopersicum L. [3]
или ягод винограда Vitis vinifera L. [4] в силу того, что
фруктоза слаще глюкозы и сахарозы в ~1.2–2.0 раз
(https://www.nutrientsreview.com/articles/sweeteners.
html).

Одна из самых популярных агрокультур – томат
Solanum lycopersicum L. – входит в секцию Lycopersi-
con рода Solanum вместе с 12 дикорастущими род-
ственными видами, относящимися к различным
эволюционным группам [5]. Более древние из
них (например, S. habrochaites, S. pennellii и другие
зеленоплодные виды) формируют плоды, кото-
рые накапливают преимущественно сахарозу, то-
гда как в составе плодов эволюционно более мо-
лодых видов (например, желто/красноплодные
виды S. lycopersicum, S. pimpinellifolium и S. chees-
maniae) преобладают глюкоза и фруктоза [6–9].
У первых низкое содержание гексоз сочетается с

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S001533032360002X для авторизованных поль-
зователей.

УДК 581.1.577.21:575.113.12

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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необычно высоким отношением фруктозы к глю-
козе [7], тогда как последние накапливают данные
гексозы в эквимолярных количествах [9]. При этом
признак преимущественного по отношению к
гексозам накопления сахарозы (сцеплен с актив-
ностью генов инвертаз и АДФ-глюкозопирофос-
форилазы) и признак неравного соотношения
гексоз (определяется локусом Fgr (fructose to glu-
cose ratio)) наследуются независимо [9]. Так, в
плодах линий томата S. lycopersicum, несущих ал-
лель FgrH, интрогрессированный из S. habrochaites
LA1777, содержание гексоз преобладает над со-
держанием сахарозы, а уровень фруктозы значи-
тельно выше уровня глюкозы [9, 10].

Локус Fgr идентифицирован в геноме томата как
ген SlFgr (Solyc04g0646410; https://solgenomics.net/;
другое название гена SlSWEET1a, LOC101244279,
Gene ID: 101244279), кодирующий белок семей-
ства транспортеров сахаров SWEET (Sugars Will
Eventually be Exported Transporters) [10]. Повы-
шенный уровень белка SlFgr соответствует высо-
кому соотношению фруктоза : глюкоза в плодах,
и оверэкспрессия гена SlFgr в трансгенных расте-
ниях томата ожидаемо приводит к увеличению
данного соотношения [11].

Белки SWEET относятся к унипортерам, кото-
рые участвуют во многих биологических процессах,
транспортируя сахара от фототрофных к гетеро-
трофным тканям растения [12, 13]. Семейство
SWEET разделено на четыре клады, где транспор-
теры клад I и II переносят гексозы, III – сахарозу,
и IV – фруктозу [14–16]. Считается, что различ-
ная локализация и углеводная специфичность
этих белков обуславливают многообразие их фи-
зиологических функций, что показано на модель-
ном виде Arabidopsis thaliana L. [17–25]. Так, в дву-
направленном переносе глюкозы участвуют AtS-
WEET1 и 2 (в том числе, в ризосфере, внося вклад
в устойчивость к патогенам), а также AtSWEET4–8
и 13. Дополнительно, AtSWEET5 транспортирует
галактозу и отвечает за дозозависимую чувстви-
тельность к ней во время прорастания пыльцы, а
AtSWEET8 и 13 задействованы в транспорте сахаро-
зы, ассоциированном с фертильностью пыльцы. В
транспорте сахарозы участвуют также AtSWEET9
(включая секрецию из паренхимы нектарника во
внеклеточное пространство, где сахароза гидро-
лизуется с образованием смеси сахарозы, глюкозы
и фруктозы), AtSWEET11, 12 и 15 (включая отток
сахарозы из оболочки семени в зародыш). С транс-
портом фруктозы связаны белки AtSWEET16 и 17 (в
тонопластах листьев и корней, включая ответ на
засуху) [17–25].

В геноме томата овощного S. lycopersicum сорта
Heinz 1706 также идентифицировано и охаракте-
ризовано (структура, филогения и профиль экс-
прессии) семейство генов SWEET. А именно, 9 ге-
нов клады I (SlSWEET1a–3; class Ia), 6 генов кла-

ды II (SlSWEET5–7; class Ic), 13 генов клады III
(SlNEC1 (SlSWEET15), SlSWEET10a–c, SlS-
WEET11a–d, SlSWEET12a–d, SlSWEET14; class II)
и 2 гена клады IV (SlSWEET16, SlSWEET17; class Ib)
[9, 15, 22]. На примере сортов Micro-Tom и Heinz
(S. lycopersicum), а также красноплодного дико-
растущего вида S. pimpinellifolium показано, что
плоды в процессе созревания характеризуются
высоким уровнем транскриптов SlSWEET1e,
SlSWEET3, SlSWEET7a, SlSWEET14, SlSWEET15,
SlSWEET12c и SlSWEET10a [22, 26, 27]. В случае
зеленоплодных видов томата информация огра-
ничена видом S. habrochaites и характеристикой
одного гена – Fgr (SWEET1a), активность которо-
го сцеплена с неравным соотношением фруктозы
и глюкозы в плодах [9, 10].

В настоящей работе было проведено сравнение
уровней транскриптов генов SWEET1а, SWEET1b,
SWEET1e, SWEET3, SWEET7a, SWEET10a,
SWEET12c, SWEET14, и SWEET15 в спелом плоде
у образцов четырех видов томата – трех дикорас-
тущих (зеленоплодные S. pennellii и S. habrochaites,
и желтоплодный S. cheesmaniae) и культивируе-
мого вида (S. lycopersicum, семь сортов). Кроме то-
го, был проведен сравнительный in silico анализ
экспрессии данных генов в растениях сорта Heinz
и вида S. pimpinellifolium, а также в спелом плоде
сорта М82 S. lycopersicum в сравнении с 74 инбред-
ными линиями М82 × S. pennellii LA0716. Экс-
прессионные данные были сопоставлены с пока-
зателями биохимического анализа содержания
сахарозы, глюкозы и фруктозы. Полученные ре-
зультаты будут способствовать углубленному по-
ниманию роли унипортеров SWEET в определении
содержания и соотношения растворимых сахаров в
спелом плоде, что может быть использовано в се-
лекции томата (в том числе, с помощью интрогрес-
сивной гибридизации с дикорастущими видами) с
улучшенными вкусовыми качествами плода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Для проведения ис-

следования были выбраны образцы трех дикорас-
тущих видов томата (зеленоплодные S. pennellii
LA0716 и S. habrochaites LA2144; желтоплодный
S. cheesmaniae LA0421) и семи сортов томата овощ-
ного S. lycopersicum (белоплодный White beauty;
желтоплодный Самохвал; красноплодные Heinz
и Long John; красно-коричневоплодные Paul
Robeson, Black Jack и Black Cherry) (рис. 1). Расте-
ния были выращены в 2022 году в условиях пле-
ночной теплицы ГБНУ “Федеральный научный
центр овощеводства” (ФНЦО, Московская об-
ласть, Россия). Плоды собирали в сентябре на
стадии биологической спелости. В случае сортов
томата S. lycopersicum и S. cheesmaniae, стадия био-
логической спелости соответствовала плоду мяг-
кой текстуры, полностью сменившему окраску с
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зеленой на финальную. В случае образцов зелено-
плодных видов спелые плоды отбирали по разме-
ру, соответствующему финальному, в сочетании с
мягкой текстурой. Для биохимического и экс-
прессионного анализов использовали по одному
спелому плоду от двух растений каждого анализи-
руемого образца (вид, сорт).

Получение препаратов суммарной РНК и кДНК.
Из ткани спелого плода (~ 0.05–0.10 г; кожица
вместе с мякотью), предварительно измельчен-
ной растиранием в жидком азоте, выделяли сум-
марную РНК с помощью набора RNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN, Германия). Препараты РНК
очищали от примеси геномной ДНК (RNase-free
DNase set, QIAGEN, Германия), анализировали
на качество (электрофорез в 1.5% агарозном геле)
и количество (флуориметрия) и использовали для
синтеза (с праймером oligo-dT) кДНК (GoScript
Reverse Transcription System, Promega, США). Ко-
личество РНК и кДНК определяли флуориметри-
чески на приборе Qubit® Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific) с помощью соответствующих ре-
активов (Qubit RNA HS Assay Kit и Qubit DS DNA
HS Assay Kit, Invitrogen, США).

Анализ профиля экспрессии генов SWEET. In sil-
ico анализ профиля экспрессии генов SWEET в
различных органах S. lycopersicum сорт Heinz и
S. pimpinellifolium, а также в спелом плоде S. lycop-
ersicum сорт М82 и 74 инбредных линий S. lycoper-
sicum сорт М82 × S. pennellii проводили с использо-
ванием базы данных Tomato Functional Genomics
(http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/digital/home.
cgi). Визуализацию данных осуществляли с помо-

щью программы для построения тепловых карт
(http://www2.heatmapper.ca/expression/).

Количественную ПЦР в реальном времени
(ПЦР-РВ) проводили в двух биологических и трех
технических повторах с использованием CFX96
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laborato-
ries, США), 3.0 нг кДНК, ген-специфических прай-
меров и смеси SYBR Green RT-PCR (Синтол, Рос-
сия) при следующих условиях: денатурация при
95°С в течение 5 мин, далее 40 циклов денатура-
ции (95°С, 15 с) и отжига/синтеза (60°С, 40 с).
Нормализацию данных генной экспрессии осу-
ществляли с применением референсных генов
Expressed и ACTIN2 [28]. Ген-специфичные прайме-
ры (Дополнительные материалы, табл. 1) разраба-
тывали на основе последовательностей исследуемых
генов в базе геномных данных томата (SlSWEET1а
Solyc04g064610; SlSWEET1b Solyc04g064620; SlS-
WEET1e Solyc06g060590; SlSWEET3 Solyc03g007360;
SlSWEET7a Solyc08g082770; SWEET12c Solyc05g024260;
SWEET10a Solyc03g097580; SlSWEET14 Solyc03g097560;
SlSWEET15 Solyc09g074530; https://www.solgenom-
ics.net/).

Анализ содержания сахарозы, глюкозы и фрук-
тозы. Для ферментативного определения сахарозы,
глюкозы и фруктозы с помощью спектрофотомет-
рии (340 нм) использовали тест-систему Enzytec™
Liquid Сахароза/D-Глюкоза/D-Фруктоза (R-Bio-
pharm AG, Германия) согласно протоколу произ-
водителя. Содержание сахаров измеряли в трех тех-
нических повторах. Соотношение фруктоза : глю-
коза вычисляли, исходя из полученных средних
значений с учетом средней ошибки (± SE).

Рис. 1. Фотографии спелого плода S. lycopersicum (сорта Black Jack (а), Самохвал (б), Black cherry (в), Heinz (г), Paul
Robeson (д), White beauty (е), Long John (ж)), S. habrochaites LA2144 (з), S. cheesmaniae LA0421 (и), S. pennellii LA0716 (к).
Черная черта соответствует длине 1 см.

(a) (б) (в) (г) (д)

(е) (ж) (з) (и) (к)
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Статистический анализ. Статистическая обработ-
ка результатов ПЦР-РВ (вычисление стандартного
отклонения) проводилась с помощью программы
Graph Pad Prism v.8 (https://www.graphpad.com,
США). Результаты выражали как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение (SD) на основе
трех технических и двух биологических повторов.
Для оценки различий применяли t-test (P < 0.01
указывает на статистическую значимость разли-
чия). Регрессионный анализ (поиск корреляции
между уровнем экспрессии гена и соотношением
глюкоза : фруктоза) проводили также с помощью
программы GraphPad Prism v.8.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Профиль экспрессии генов SWEET в различных

органах видов S. lycopersicum и S. pimpinellifolium.
Первичный анализ профиля экспрессии генов
SWEET был проведен in silico в различных органах
S. lycopersicum сорт Heinz и S. pimpinellifolium.

Было выявлено, что в корнях растений томата
сорта Heinz наиболее активны гены SWEET1e
(8.44 нормализованных чтений RPKM (Reads Per
Kilobase Million)), SWEET3 (8.99), 12c (3.83) и 10а
(5.22); транскрипты оставшихся генов отсутству-
ют (SWEET7а) или присутствуют в следовых ко-
личествах (0.09–1.85) (рис. 2). В листьях тех же
образцов высокий уровень транскриптов наблю-
дается для SWEET12c (25.18) и 10а (41.51), и сред-
ний – для SWEET1a (12.58), 1e (11.34) и 3 (5.11).
Транскрипты генов SWEET1b, 7a, 14 и 15 отсут-
ствуют или присутствуют в следовых количествах
(0.12–0.25) (рис. 2). В листьях дикорастущего ви-
да S. pimpinellifolium количество транскриптов
SWEET в ~ 1.4–7.3 раза ниже, чем в листьях сорта
Heinz; в то же время транскрипты некоторых ге-

нов, имеющих высокий и средний уровень экс-
прессии у сорта Heinz, у S. pimpinellifolium не экс-
прессируются (SWEET1b и 14) или детектируются
в следовых количествах (SWEET3 и 15) (рис. 2).

Было обнаружено, что в бутонах и цветках тома-
та сорта Heinz транскрибируются все анализируе-
мые гены (рис. 2). В бутонах наибольший уровень
транскриптов характерен для генов SWEET1а
(117.16) и 15 (73.00), и относительно высокие зна-
чения – для генов SWEET1b (45.54), 12с (43.07),
14 (24.86) и 7а (24.65), тогда как гены SWEET1е
(0.88) и 3 (1.00) имеют самую низкую активность.
При этом в цветках на стадии антезиса уровень
транскриптов генов SWEET1а, 1b, 12c и 14 сопоста-
вим (15.68–18.97) и снижен в сравнении с экспрес-
сией в бутонах в ~1.5–6.3 раза. Уровень транскрип-
тов остальных анализируемых генов (1.68–8.72) в
цветках падает (SWEET7a и 15) или растет
(SWEET1e, 3 и 10a) в сравнении с экспрессией в
бутонах (рис. 2).

В сравнении с цветком в образующихся плодах
сорта Heinz количество транскриптов генов
SWEET1a, 3, 12c, 14 и 15 снижается (в 56.1, 1.4, 86.2,
1.2 и 13.2 раза, соответственно), а генов SWEET1b
и 7a возрастает (в 1.7 и 7.3 раза, соответственно);
транскрипты SWEET1e и 10a отсутствуют (рис. 2).

По мере роста плода сорта Heinz до стадии MG
(mature green, зеленый жесткий плод финального
размера) существенно возрастает уровень тран-
скриптов SWEET12c и 10a (в ~170 и 2 раза, соот-
ветственно); активность SWEET3, 7a и 15 снижа-
ется, SWEET1b растет и затем падает, а SWEET1a
и 14 снижается и затем поднимается. В процессе
созревания плода (от MG до биологической спе-
лости) растет экспрессия SWEET1a и 15; уровень
транскриптов остальных генов падает до следо-

Таблица 1. Содержание сахаров в спелом плоде исследуемых образцов видов томата

Вид/Сорт
Содержание сахаров, мг/г сырой массы; среднее значение ± SE Соотношение 

фруктоза/глюкоза; 
среднее значение ± SEсахароза глюкоза фруктоза

Томат овощной S. lycopersicum
Black cherry 0.5 ± 0.1 30.1 ± 1.7 29.6 ± 0.8 0.98 ± 0.07
Heinz 1706BG 0 12.5 ± 1.0 13.7 ± 1.7 1.10 ± 0.22
Paul Robeson 0.6 ± 0.09 17.3 ± 0.9 17.1 ± 2.2 0.99 ± 0.17
Black Jack 2.0 ± 0.2 18.8 ± 2.6 23.5 ± 0.9 1.25 ± 0.19
Самохвал 0 18.2 ± 0.1 18.1 ± 3.4 0.99 ± 0.19
Long John 0 9.7 ± 1.9 9.8 ± 1.4 1.01 ± 0.29
White beauty 0 12.7 ± 9.0 14.2 ± 3.7 1.12 ± 0.41

Дикорастущие виды томата
S. cheesmaniae LA0421 0.00 3.2 ± 0.1 3.4 ± 0.2 1.06 ± 0.09
S. pennellii LA0716 3.9 ± 0.8 3.5 ± 0.4 3.7 ± 0.2 1.06 ± 0.16
S. habrochaites LA2144 7.4 ± 0.2 7.1 ± 0.1 7.4 ± 0.2 1.04 ± 0.04
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вых количеств, кроме SWEET12c (снижение от
172.52 до 95.86 RPKM) (рис. 2).

В процессе созревания плода S. pimpinellifolium
(от MG до биологической спелости) уровень
транскриптов SWEET12c, как и у сорта Heinz,
значителен и снижается (от 159.53 до 79.69 RPKM).
Другие гены ведут себя сходным образом в срав-
нении с генами сорта Heinz, кроме SWEET1e, 10a
и 15 (уровень транскриптов падает в ~ 16, 111 и
48 раз, соответственно), а также SWEET14 (уро-
вень транскриптов повышается в ~2.6 раз) (рис. 2).

Таким образом, среди анализируемых генов
были выявлены гены, наиболее активные в веге-
тативных органах растения томата сорта Heinz
(S. lycopersicum). В корнях это SWEET1e, 3, 10a и
12c, а в листьях – SWEET1a, 1e, 3, 10a и 12c. Важ-

но отметить, что есть гены, экспрессия которых
значительна в листьях сорта Heinz, но отсутствует
(SWEET1b и 14) или крайне низка (SWEET15) в
листьях дикорастущего красноплодного вида
S. pimpinellifolium. Кроме того, в листьях S. pimpi-
nellifolium все анализируемые гены менее актив-
ны, чем у сорта Heinz. Репродуктивные ткани (бу-
тоны и цветки) сорта Heinz характеризуются за-
метной активностью семи генов – SWEET1а, 1b,
7а, 10a, 12с, 14 и 15. В сравнении с цветком, в пло-
де уровень транскриптов данных генов суще-
ственно падает (SWEET1a, 3, 12c, 14 и 15) или по-
вышается (SWEET1b и 7a). Рост плода до стадии
MG сопровождается значительным увеличением
уровня транскриптов SWEET12c и 10a, тогда как в
процессе дальнейшего созревания плода (до био-
логической спелости) уровень транскриптов этих

Рис. 2. Тепловая карта экспрессии генов SWEET1а, SWEET1b, SWEET1e, SWEET3, SWEET7a, SWEET10а, SWEET12с,
SWEET14 и SWEET15 в различных органах S. lycopersicum сорт Heinz (1 – бутон, 2 – открытый цветок, 3 – плод диа-
метром 1 см, 4 –плод диаметром 2 см, 5 – плод диаметром 3 см, 6 – зеленый плод финального размера, 7 – зрелый плод
на стадии смены окраски, 8 – биологически спелый плод, 9 – корень, 10 – лист) и S. pimpinellifolium (11 – незрелый зеле-
ный плод, 12 – жесткий зеленый плод финального размера, 13 – мягкий зеленый плод финального размера, 14 – лист).
Тепловая карта построена на основе анализа in silico транскриптомных данных (Tomato Functional Genomics), цифрами
указаны значения RPKM для экспрессии генов.
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генов снижается, и, одновременно, растет экс-
прессия SWEET1a и 15. Созревание плода S. pimp-
inellifolium сопровождается сходной с сортовой
динамикой экспрессии SWEET12c и существен-
ными отличиями в случае генов SWEET1e, 10a, 14
и 15.

Наблюдаемая дифференциальная экспрессия
генов при сравнении сорта Heinz (S. lycopersicum)
и вида S. pimpinellifolium или же при сравнении
различных тканей или стадий развития плода
внутри образцов подтверждает правильность вы-
бора данных генов для дальнейшего сравнитель-
ного анализа между сортами и видами томата.

Профиль экспрессии генов SWEET в спелом пло-
де образцов популяции S. lycopersicum × S. pennellii.
Анализ экспрессии генов SWEET в спелом плоде
S. lycopersicum (сорт М82) и 74 инбредных линий
сорта М82, полученных от скрещивания с образ-
цом S. pennellii, был проведен in silico.

В результате было выявлено, что гены SWEET1e,
3 и 7a не экспрессируются ни в плоде сорта М82,
ни в инбредных линиях. Транскрипты генов
SWEET10a и 14 отсутствуют, или присутствуют в
следовых количествах (за исключением двух ли-
ний из 74, где наблюдается существенный уро-
вень транскриптов SWEET10a или 14) (рис. 3).
Относительно низкая активность характерна для
гена SWEET15 (0.08–10.19 RPKM), тогда как уро-
вень транскриптов генов SWEET1a (2.52–56.83),
1b (2.50–65.22) и 12c (11.91–249.91) высок (отно-
сительно SWEET15) и имеет значительный раз-
брос внутри популяции (рис. 3). В спелом плоде
сорта М82 наиболее высокий уровень транскрип-
тов наблюдается для генов SWEET12c (27.04) и 1a
(15.73), средний для SWEET1b (6.22) и низкий для
SWEET15 (1.12) (рис. 3).

Таким образом, среди анализируемых генов
были выделены четыре – SWEET12c, 1a, 1b и 15,
имеющие существенный уровень транскриптов в
спелом плоде инбредных линий, полученных в
результате скрещивания красноплодного сорта
М82 S. lycopersicum и дикорастущего зеленоплод-
ного образца S. pennellii. Показано, что в инбред-
ных линиях уровень транскриптов данных генов
может быть как ниже, так и значительно выше
сортового уровня (рис. 2, 3), что предполагает их
важную роль в определении содержания и состава
сахаров в плоде томата различных сортов и видов.

Уровень транскриптов генов SWEET в спелых
плодах образцов видов томата. Уровень тран-
скриптов генов SWEET1а, 1b, 1e, 3, 7a, 10a, 12c, 14
и 15 был определен в спелом плоде у образцов четы-
рех видов томата – трех дикорастущих (S. pennellii,
S. habrochaites и S. cheesmaniae) и культивируемого
(S. lycopersicum, семь сортов).

Транскрипты гена SWEET1e не были обнару-
жены ни в одном анализируемом образце, как ди-
корастущих видов, так и сортов. В плодах зелено-

плодного вида S. habrochaites выявлены тран-
скрипты остальных восьми анализируемых генов.
При этом наиболее высокий уровень экспрессии
был показан для генов SWEET10a и 15, другие ге-
ны экспрессировались примерно на 1–2 порядка
ниже. Другие два дикорастущих вида характери-
зовались наличием в плодах мРНК SWEET1b,
10a, 12c и 14 (зеленоплодный S. pennellii), и
SWEET1a, 1b, 7a и 10a (желтоплодный S. cheesma-
niae). Таким образом, общим для всех трех дико-
растущих видов оказалось присутствие мРНК
двух генов – SWEET1b и 10a (рис. 4).

В плодах сортов культивируемого вида S. lyco-
persicum транскрипты SWEET1а и 12c присутство-
вали у всех образцов, за исключением SWEET12c
у белоплодного сорта White Beauty. Наиболее вы-
сокий уровень транскриптов SWEET1а наблю-
дался у красноплодных сортов Heinz и Самохвал,
тогда как SWEET12c – только у сорта Heinz. Пло-
ды двух сортов отличались от 5 остальных сортов
наличием транскриптов SWEET14 и 15 (сорт Heinz,
красные плоды) и SWEET7a (сорт Black Jack,
красно-коричневые плоды) (рис. 4). Таким обра-
зом, за редким исключением, гены SWEET1а и 12c
в разной степени активны в спелых плодах и ди-
корастущих видов, и сортов S. lycopersicum. В то
же время, дифференциальная экспрессия осталь-
ных шести генов (вплоть до ее отсутствия) может
быть одной из причин межвидовых различий в
транспорте сахаров и, следовательно, качествен-
ных признаках плода.

Содержание сахарозы, глюкозы и фруктозы в
спелых плодах образцов видов томата. В тканях
спелого плода тех же образцов видов и сортов то-
мата было определено содержание сахарозы, глю-
козы и фруктозы (табл. 1). Показано, что только
плоды дикорастущих видов S. pennellii и S. habro-
chaites, имеющие зеленую окраску, содержат зна-
чительное количество сахарозы, сопоставимое
как с уровнем глюкозы, так и с уровнем фруктозы
(табл. 1). Плоды S. cheesmaniae, а также сортов
White Beauty, Самохвал, Heinz и Long John, имею-
щие окраску, отличную от зеленой (рис. 1), саха-
розы не содержали. В плодах остальных анализи-
руемых сортов S. lycopersicum (оттенки красного;
рис. 1) сахароза присутствовала в малых или сле-
довых количествах (табл. 1).

Для образцов S. lycopersicum и S. cheesmaniae
было характерно высокое содержание глюкозы и
фруктозы (каждой гексозы в ~3–30 раз больше,
чем сахарозы). В сопоставлении с S. pennellii и
S. habrochaites количество каждого моносахарида
в плодах анализируемых образцов накапливалось
больше в ~3.0–9.4 и ~1.4–4.2 раза, соответствен-
но (табл. 1).

Для каждого анализируемого образца было со-
поставлено содержание фруктозы и глюкозы. В
результате выявлено, что соотношение данных
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Рис. 3. Тепловая карта экспрессии генов SWEET1а, SWEET1b, SWEET1e, SWEET3, SWEET7a, SWEET10а, SWEET12с,
SWEET14 и SWEET15 в спелом плоде сорта S. lycopersicum сорт М82 (1) и инбредных линий S. lycopersicum сорт М82 ×
S. pennellii LA0716 (2–75). Тепловая карта построена на основе анализа in silico транскриптомных данных (Tomato
Functional Genomics). Указаны значения RPKM для экспрессии генов у сорта М83, а также наибольшие и минималь-
ное значение RPKM для генов SWEET1а, SWEET1b, SWEET12с и SWEET15. Значения RPKM для генов SWEET1e,
SWEET3, SWEET7a, SWEET10а и SWEET14 составили 0.00, 0.00, 0.00, 0.00–0.35 (исключение – 7.74 у линии 18) и
0.00–0.24 (исключение – 8.59 у линии 33) соответственно.
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гексоз эквимолярно (фруктоза : глюкоза = 0.98–1.10)
у большинства анализируемых образцов (и сор-
тов, и видов), за исключением сортов Black Jack и
White Beauty, в спелых плодах которых количество
фруктозы оказалось выше количества глюкозы на
~10–25% (фруктоза : глюкоза > 1.10) (табл. 1).

Проведенная оценка возможных корреляций
между уровнем транскриптов проанализирован-
ных генов SWEET и соотношением гексоз пока-
зала отсутствие какой-либо связи между данны-
ми параметрами.

ОБСУЖДЕНИЕ

Томат S. lycopersicum, представляя собой одну
из самых важных сельскохозяйственных культур,
одновременно является моделью для изучения
созревания сочного плода. Как селекции томата,
так и научным исследованиям способствует нали-
чие дикорастущих родственных видов, поскольку
отдаленная гибридизация позволяет интрогрес-
сировать в линии и сорта томата ценные призна-
ки – от устойчивости к различным биотическим
и абиотическим стрессам до измененных и даже
новых качеств урожая [29]. Одной из ключевых
целевых характеристик томата является вкус плода,
который определяется, в частности, содержанием
и соотношением сахаров [30]. Кроме вкусовых ва-
риаций, качество и количество сахаров оказывает
также не менее значимое влияние на интенсив-
ность различных метаболических путей [31, 32].

В развитии плода томата выделяют стадии ак-
тивного деления клеток завязи после оплодотво-
рения, быстрого роста (расширение плода за счет
увеличения клеток), медленного роста (созревание,
когда происходят значительные метаболические
изменения) и биологической спелости. Процесс со-
провождается постоянным экспортом сахарозы в
клетки запасающей паренхимы из ситовидных
клеток через апопласт [27]. Для этого использует-
ся локализованный в плазматической мембране
механизм транспорта сахаров с помощью белков-
транспортеров, специфичных для сахарозы и/или
отдельных гексоз [14–16, 33], который считается
основным фактором урожайности.

Целью настоящего исследования стал сравни-
тельный анализ экспрессии генов унипортеров
сахаров семейства SWEET в спелом плоде томата.
Гены SWEET1а, 1b, 1e, 3, 7a, 10a, 12c, 14, и 15 бы-
ли выбраны из всего семейства на основе опубли-
кованных данных, касающихся идентификации и
классификации генов SWEET S. lycopersicum [15,
22], анализа их экспрессии у сортов томата [22,
26, 27] и показанного участия аллеля SWEET1a в
увеличении соотношения фруктоза : глюкоза в
плодах [9, 10].

Для исследования мы использовали образцы
томата четырех видов, включая различные сорта
S. lycopersicum и три дикорастущих родственных
вида S. pennellii, S. habrochaites (древние виды) и
S. cheesmaniae (эволюционно сравнительно моло-
дой вид). Выбор был основан на связи окраски
плода с составом растворимых сахаров, а именно

Рис. 4. Профиль экспрессии генов SWEET1а, SWEET1b, SWEET1e, SWEET3, SWEET7a, SWEET10а, SWEET12с,
SWEET14 и SWEET15 в спелом плоде дикорастущих видов томата (S. pennellii LA0716, S. habrochaites LA2144 и S. chees-
maniae LA0421) и культивируемого вида S. lycopersicum (сорта Heinz, White Beauty, Самохвал, Long John, Paul Robeson,
Black Jack и Black Cherry). Буквами a–k обозначена существенная (P > 0.01) разница в уровне транскриптов между об-
разцами.
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том явлении, что спелые плоды зеленоплодных
видов томата накапливают преимущественно са-
харозу, тогда как для желто-красных плодов это
редуцирующие сахара – фруктоза и глюкоза. Та-
ким образом, отобранные нами образцы различа-
лись окраской спелого плода: зеленая у S. pennellii
и S. habrochaites, белая у сорта White Beauty, жел-
тая у S. cheesmaniae и сорта Самохвал и оттенки
красного в случае остальных сортов (рис. 1).

С учетом известной углеводной специфично-
сти унипортеров SWEET [14–16], анализируемые
нами гены, предположительно, участвуют в пере-
носе гексоз (гены клады I SWEET1a, 1b, 1e и 3, а
также ген клады II SWEET7a) и сахарозы (гены
клады III SWEET10a, 12с, 14 и 15). Из этого следу-
ет, что активность первых может оказывать влия-
ние на количество и соотношение гексоз, а по-
следних – на содержание сахарозы (в том числе, в
качестве источника гексоз) в спелом плоде. В ви-
ду известного участия аллеля SWEET1a S. habro-
chaites LA1777 в регуляции соотношения гексоз в
плоде [9, 10], для анализа был использован другой
образец (LA2144) вида S. habrochaites.

Проведенный in silico анализ экспрессии ото-
бранных генов в красноплодных образцах томата
сорта Heinz (S. lycopersicum) и дикорастущего вида
S. pimpinellifolium (рис. 2) позволил определить ге-
ны, которые наиболее активны в процессе роста и
созревания плода, а также те, которые ассоции-
рованы с различиями между видами. Судя по зна-
чительной активности генов SWEET1а, 1b, 7а, 10a,
12с, 14 и 15 в бутонах и цветках сорта Heinz, регу-
ляция содержания сахаров в плоде начинается за-
долго до оплодотворения семязачатков и связана
не только с завязью (будущим плодом), но и с раз-
витием зародышей, как это показано, к примеру,
для SWEET15 [27].

Данные проведенного анализа (рис. 2) под-
твердили, что среди генов SWEET в плоде актив-
ны SlSWEET3, 7a, 14, 15, 12c и 10a, что показано
ранее на примере сортов Micro-Tom и Heinz и ви-
да S. pimpinellifolium [22, 26, 27]. Однако высокий
уровень транскриптов SlSWEET1e, полученный
ранее [22, 26, 27], не согласуется с данными наше-
го анализа: транскрипты гена в спелом плоде не
были выявлены ни у вида, ни у сорта (рис. 2).

Сходный профиль экспрессии и значительная
при развитии плода активность генов SWEET12с
и 1b предполагает консервативность их функции
в транспорте сахарозы и гексоз, соответственно,
как минимум, на последних этапах эволюции ви-
дов томата. В отличие от сорта Heinz плоды S. pimp-
inellifolium характеризовались существенно более
высокими уровнями транскриптов SWEET10а и 14
(транспорт сахарозы) и низким уровнем SWEET7а
(транспорт гексоз) (рис. 2). Это говорит о том, что
даже у эволюционно и морфологически самого
близкого к S. lycopersicum вида томата (S. pimpinel-

lifolium) имеются отличия в регуляции переноса
сахаров в плоде. Возможно, это является отраже-
нием эволюции плодоспецифичного механизма
транспорта сахаров, тогда как в листе, с учетом
сходного между образцами профиля экспрессии
анализируемых генов (рис. 2), вероятные измене-
ния не так значимы.

Дальнейший сравнительный in silico анализ
экспрессии генов SWEET в спелом плоде сорта
М82 S. lycopersicum и 74 инбредных линий, полу-
ченных в результате скрещивания красноплодно-
го сорта М82 и дикорастущего зеленоплодного
образца S. pennellii [34], выявил значительные
уровни транскриптов SWEET1a, 1b, 12c и 15. Су-
щественные колебания этих уровней между ин-
бредными линиями (рис. 3) предполагают важ-
ную, зависимую от генотипа роль данных четырех
унипортеров в определении содержания и соста-
ва сахаров в плоде томата различных сортов и ви-
дов. При этом выдвинутое ранее предположение
(на основании тандемной локализации и высо-
кой идентичности аминокислотных последова-
тельностей) о сходных транспортных свойствах
SlSWEET1a и 1b в гомеостазе гексоз во время со-
зревания плода [9] не коррелирует с существен-
ными различиями в уровне транскриптов данных
генов в спелом плоде у образцов линий (рис. 3).
Тем не менее, данные унипортеры могут действо-
вать совместно, дополняя друг друга или же дуб-
лируя функцию при переносе гексоз.

Анализ экспрессии SWEET с помощью ПЦР-РВ
показал, что за редким исключением, гены
SWEET1а и 12c в разной степени активны в спе-
лых плодах, как у дикорастущих видов, так и у
сортов томата (рис. 4), что подтверждает консер-
вативность их функции в процессе эволюции ви-
дов томата. Поскольку аллель FgrH (SWEET1a),
сцепленный с увеличением соотношения фрук-
тоза : глюкоза в спелом плоде, является специ-
фичным для S. habrochaites LA1777 [9, 10], диффе-
ренциальная экспрессия остальных шести генов
как одна из причин различий в транспорте саха-
ров и качественных признаков плода между вида-
ми влияет, вероятно, на количество гексоз/саха-
розы, но не на соотношение гексоз.

Проведенная оценка возможных корреляций
между уровнем транскриптов генов SWEET и со-
отношением фруктоза : глюкоза в спелых плодах
выявила отсутствие какой-либо связи между дан-
ными параметрами. В том числе, это касается
уровня транскриптов SWEET1а, для которого ра-
нее показано соответствие между повышенной
экспрессией гена и изменением соотношения
гексоз в плоде [11]. Изменение соотношения гек-
соз (Ф : Г > 1.10) у сортов Black Jack и White Beauty
(табл. 1) может означать вероятное присутствие в
родословной данных сортов интрогрессии из
S. habrochaites LA1777 [10] или же наличие особен-
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ностей генотип-специфичной регуляции под воз-
действием совокупности генов SWEET.

Таким образом, в данной работе было прове-
дено сравнение профиля экспрессии генов
SWEET1а, 1b, 1e, 3, 7a, 10a, 12c, 14 и 15 в растени-
ях томата. Результаты, полученные при сравне-
нии сорта Heinz и S. pimpinellifolium, позволили
определить сходство и различия в профиле экспрес-
сии данных генов между культивируемым и дико-
растущим красноплодными видами. Анализ экс-
прессии генов в спелом плоде сорта М82 в сравне-
нии с 74 инбредными линиями М82 × S. pennellii
продемонстрировал влияние интрогрессии гене-
тического материала дикорастущего вида в сорт
на разброс экспрессионных данных между ин-
бредными линиями, что является перспективным
для селекции томата с улучшенными вкусовыми
качествами плода. ПЦР-РВ анализ экспрессии
генов SWEET в спелом плоде видов томата, разли-
чающихся содержанием сахаров в плоде, эволюци-
онным возрастом и окраской плода (S. pennellii,
S. habrochaites, S. cheesmaniae и S. lycopersicum), вы-
явил гены, специфично активные в дикорасту-
щих видах, а также 2 гена – SWEET1а и 12с, функ-
ция которых предположительно консервативна
между всеми анализируемыми образцами. Сопо-
ставление экспрессионных данных с показателями
биохимического анализа содержания сахарозы,
глюкозы и фруктозы корреляций не выявило. В
целом, было показано, что каждый образец тома-
та имеет свой специфичный профиль экспрессии
девяти генов SWEET, что предполагает существова-
ние особенностей механизма транспорта сахаров в
плоде томата для каждого отдельного генотипа. По-
лученные результаты будут способствовать углуб-
ленному пониманию роли унипортеров SWEET в
определении содержания и соотношения раство-
римых сахаров в спелом плоде, что может быть
использовано в селекции томата с улучшенными
вкусовыми качествами плода.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда (№ 19‒16‒00016) и
Министерства науки и высшего образования РФ.
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Инструменты для активации резистентности сельскохозяйственных культур к вирусам в настоящее
время становятся частью комплексной стратегии защиты растений. Искусственная устойчивость к
вирусам посредством экспрессии белка оболочки вируса в трансгенных растениях довольно хорошо
изучена. Актуальным вопросом является изучение малых РНК, вовлеченных в защитные механиз-
мы РНК-интерференции против вирусов. Понимание роли коротких интерферирующих РНК (siRNA)
в регуляции и выключении генов имеет важное значение. Вспомогательный компонент протеиназы
(HC-Pro) – мультифункциональный супрессорный белок, синтезируемый вирусом картофеля Y,
способен нейтрализовать защиту растений S. tuberosum путем захвата siRNA и выведения их из про-
цесса РНК-интерференции, тем самым вызывая системное заражение растения-хозяина. Жидкост-
ная хроматография белков в сочетании с высокоэффективным секвенированием может помочь в
распознавании большого количества малых РНК, образующихся в результате деградации вирусной
РНК, и идентифицировать 21–23 п.н. siRNA из PVY-инфицированных растений S. tuberosum. Нук-
леопротеиновый комплекс HC-Pro/siRNA обнаружен в хроматографических фракциях с помощью
антител против HC-Pro, Southern-blot указывал на наличие малых РНК в комплексе, а анализ дан-
ных глубокого секвенирования популяции малых РНК определил специфичность 21–23 п.н. siRNA
к белку оболочки вируса PVY. Результаты исследований могут быть применимы в изучении внутри-
клеточных сигнальных молекул и стимулировать новые исследования противовирусных механиз-
мов для разработки эффективных стратегий защиты растений от вирусов.

Ключевые слова: Solanum tuberosum L., вирусы, выделение siRNA, PVY, sRNA
DOI: 10.31857/S0015330322600711, EDN: IBNXFM

ВВЕДЕНИЕ
Фитопатогенные вирусы наносят огромный

ущерб сельскому хозяйству и экономике [1]. Из-
за распространения вирусов картофеля потери
урожая могут достигать 60% [2]. Существующие
методы борьбы с вирусами сводятся к получению
безвирусного семенного материала и своевремен-
ной диагностике вирусных инфекций. Однако ра-
бота по контролю вирусных инфекций осложняет-
ся тем, что каждый сезон появляется новый ви-
русный штамм, а патогенез вирусной инфекции
длительное время протекает в скрытой форме. В
связи с этим, особенно актуальны работы по раз-
работке актуальных стратегий борьбы с вирусами
и созданию устойчивых линий растений.

Одним из потенциальных инструментов повы-
шения устойчивости растений к вирусам являет-
ся РНК-интерференция (RNA-i) [3]. Существен-
ной особенностью защитного механизма РНК-

интерференции является наличие коротких дву-
цепочечных интерферирующих РНК длиной 21–
23 нуклеотид, которые являются мощными моду-
ляторами РНК-интерференции [4, 5]. При запус-
ке процесса RNA-i, двуцепочечная РНК вируса
(dsRNA) с помощью фермента DISER (рибону-
клеаза из семейства РНКазы III) фрагментирует-
ся на комплементарные вирусной РНК короткие
интерферирующие РНК, которые в дальнейшем
вовлекаются в эндорибонуклеазный эффектор-
ный комплекс RISC (RNA-induced silencing com-
plex) и напрямую участвуют в распознавании и
последующей деградации вирусных РНК-мише-
ней [6, 7]. Исследователи продемонстрировали,
как используя феномен защитной РНК-интерфе-
ренции можно придать значительную устойчи-
вость к вирусам путем создания генетически мо-
дифицированных растений [8]. В нашей работе
наглядно показан принципиально новый методо-
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логический подход изоляции специфичных к белку
оболочки вируса PVY (coat protein, CP) 21–23 п.н.
siRNA из PVY-инфицированных растений [9].

Вирусы из рода Potyviridae кодируют cупрес-
сорный белок HC-Pro (Helper component-protein-
ase), который является многофункциональным ви-
русным белком и принимает участие в таких важ-
ных процессах, как репликация вируса, системное
и межклеточное распространение вирусных ча-
стиц [10]. Наиболее важной биологической функ-
цией HC-Pro является его участие в подавлении
защитных механизмов RNA-i, в частности, в за-
хвате и удержании коротких 21–23 п.н. молекул
siRNA, необходимых для успешной активации
защитных механизмов RNA-i. Детальные биохи-
мические исследования HC-Pro показали, что его
способность образовывать димеры и мультимеры
имеет принципиально важное значение для функ-
ционирования в качестве супрессора RNA-i. Иссле-
дователи определили функциональную роль сайта
FRNK в структуре белка HC-Pro и показали, что
эта функция напрямую влияет на селективное свя-
зывание siRNA и интенсивность проявления симп-
томов вирусного заболевания [11]. Кроме того, су-
прессорная функция HC-Pro также может быть
связана со снижением стабильности siRNA, по-
скольку трансгенная экспрессия белка приводит к
значительному снижению 5'-концевой модифика-
ции вирусных 21-нуклеотидных siRNA. Также, бы-
ло обнаружено, что HC-Pro ингибирует функцио-
нальное метилирование siRNA и связывание siRNA
с эффекторным комплексом RISC [12].

Поскольку структурные и биохимические харак-
теристики супрессорного белка HC-Pro играют ре-
шающую роль в обнаружении и стабилизации
siRNA на поверхности субъединиц супрессор-
ного белка HC-Pro, образовавшийся комплекс
HC-Pro/siRNA в PVY-инфицированных расте-
ниях может послужить источником вирус-специ-
фичных коротких интерферирующих РНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использова-
ли растения картофеля (Solanum tuberosum L.), се-
мейство Пасленовые (Solanaceae), сорта Изольда
и Таврия (класс Элита).

Растения выращивали на жидкой питательной
МС-среде [13] в специальной вегетационной ка-
мере при влажности воздуха 85%, температуре
19–20°С и 16-часовом световом периоде. После
выращивания в ростовой камере, микрорастения
были высажены на территории сада Восточно-Ка-
захстанской сельскохозяйственной опытной стан-
ции (GPS: N50.03324°, E82.53346°). В каждом экс-
перименте использовали 60 растений каждого сорта
и проводили 3 биологические повторности в оди-
наковых условиях.

ELISA и RT-PCR диагностика
Диагностику инфекционных заболеваний кар-

тофеля (PVY, PVS, PVM, PVX, PLRV) проводили по
протоколу коммерческого тест-набора сендвич-ва-
рианта ELISA Федерального государственного бюд-
жетного научного учреждения “Федеральный иссле-
довательский центр картофеля имени А.Г. Лорха”,
Россия. Результаты проведения анализа учитывали
на спектрофотометре Multiskan FC (“Thermo Scien-
tific”, США) при длине волны 492 нм.

Нуклеиновые кислоты из растительного мате-
риала экстрагировали с помощью коммерческого
набора М-СОРБ (“Синтол”, Россия) с использо-
ванием магнитных частиц. Одностадийную реак-
цию обратной транскрипции и ПЦР в реальном
времени (ОТ-ПЦР-РВ) проводили с использова-
нием коммерческого набора реагентов (“Синтол”,
Россия) на ПЦР-анализаторе АНК-32 (“Синтол”,
Россия). Образцы проверяли на наличие вирусов
PVY, PVS, PVM, PVX, PLRV.

Фракционирование комплекса HC-Pro/siRNA 
методом колоночной гель фильтрации

Для проведения жидкостной хроматографии
белков (Fast protein liquid chromatography, FPLC) 6 г
свежего листового материала зараженных вирусом
PVY растений S. tuberosum, замораживали жидким
азотом (–196°С) и растирали пестиком в фарфо-
ровой ступке до гомогенной массы. К полученно-
му гомогенату добавляли экстракционный буфер
в объеме 1 мл (200 мМ Трис-HCl, рН 7.4). Экс-
тракты фильтровали и центрифугировали в тече-
ние 15 мин при 12000 g и 4°С. Супернатант загру-
жали на колонку (объем 150 мл, длиной 0.2 м) и
фракционировали на FPLC-установке AKTA pure
25 (“GE Healthcare”, США) через колонку с се-
факрилом S-200 (“Sigma”, США) со скоростью
50 мл/ч. В качестве подвижной фазы использова-
ли буфер 100 мМ Tris-HCl (рН 7.5). Анализ кон-
центрации белков в элюате проводили при длине
волны А280 нм. С помощью декстрана – 1000 кДа
(“Sigma”, США) определяли свободный объем
колонки V0 = 14 мл. Калибровку проводили с ис-
пользованием маркерных белков: алкогольдегидро-
геназа – 150 кДа, бычий сывороточный альбумин –
68 кДа, карбоангидраза – 40 кДа и цитохром –
12 кДа. (“Sigma”, США). Фракции объемом 1.5 мл
собирали с помощью автоматического коллектора с
последующим переносом на лед [14].

Выделение и очистка комплекса HC-Pro/siRNA
Комплекс HC-Pro/siRNA из фракций очища-

ли с помощью anti-rabbit Protein-G агарозы, со-
гласно прилагаемой к коммерческому набору мето-
дике (“Thermo Scientific”, США). Фракции смеши-
вали с антителами (anti-rabbit) и инкубировали
12 ч при 4°С. Затем в каждую пробирку прилива-
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ли по 30 мкл Protein-G и инкубировали 2 ч при
комнатной температуре. После инкубации к сме-
си добавляли 500 мкл буфера для иммунопреци-
питации, центрифугировали в течение 3 мин и
удаляли супернатант. Этап осаждения повторяли
троекратно. Иммунный комплекс выделяли пу-
тем добавления 50 мкл буфера для эллюции, ин-
кубации 5 мин и центрифугирования при 2500 g в
течение 3 мин.

Изоляция siRNA
Нуклеиновые кислоты из хроматографических

фракций, содержащих комплекс HC-Pro/siRNA,
выделяли модифицированным методом с исполь-
зованием стабилизированного раствора фенола
и TRI-реагента (“Sigma”, США) [15]. Образцы
последовательно смешивали с TRI-реагентом,
хлороформом, изопропанолом (99.9%), этанолом
(70%) и поэтапно выдерживали 5 мин при ком-
натной температуре с последующим центрифуги-
рованием в течение 10 мин при 12000 g и 4°C. Оса-
док высушивали на льду и разбавляли MilliQ-ди-
стиллированной водой, свободной от ферментов.

Концентрацию РНК определяли на спектраль-
ном анализаторе NanoDrop 2000c (“Thermo Scien-
tific”, США) при длине волны А260 нм. Чистоту
препарата анализировали в соотношении оптиче-
ской плотности при длинах волн А260/280 нм.

Секвенирование коротких интерферирующих РНК
Образцы sRNA подготавливали к высокоэф-

фективному секвенированию (HTS) по протоко-
лу Illumina (“Illumina Inc.”, США). sRNA лигиро-
вали с 3'- и 5'-адаптером. Реакцию обратной тран-
скрипции проводили с использованием 10 мкл
образцов РНК и обратной транскриптазы Super-
Script III (“Invitrogen Corp.”, США) в соответствии с
инструкцией производителя. Полученную кДНК
использовали в качестве матрицы для амплифи-
кации. После амплификации ДНК фракциони-
ровали в 8% полиакриламидном геле при 200 В в
течение 40 мин и тестировали на чипе Agilent 2100
Bioanalyzer (“Agilent Technologies Inc.”, США).
Полученную библиотеку кластеризовали и секве-
нировали с помощью анализатора генома Illumi-
na IIx (“Illumina Inc.”, США) в соответствии с ин-
струкцией производителя в течение 35 циклов.

Данные секвенирования проверяли на соот-
ветствие и сортировали по распространенности.
Дублирующиеся последовательности были удале-
ны. Из оставшихся последовательностей были ото-
браны 100 наиболее часто встречающихся последо-
вательностей и проанализированы путем сравне-
ния с нуклеиновой последовательностью coat
protein PVY в BLASTN на идентичность с исполь-
зованием алфавитной сортировки и таксономет-
рической идентификации для Solanum.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Использование PVY-инфицированных растений 

в качестве источника специфичных к вирусу 
коротких интерферирующих РНК

Как известно, одной из основных функций су-
прессорного белка HC-Pro является размер-спе-
цифичный захват и фиксация sRNA на поверхности
субъединиц белка [16]. Мы обнаружили в клеточ-
ных экстрактах PVY-инфицированных растений
картофеля специфичные к вирусу короткие ин-
терферирующие РНК, связанные с HC-Pro. Ви-
рус-специфичные siRNA были получены путем
очистки и диссоциации комплекса HC-Pro/siRNA
из тканей растений, инфицированных PVY. С це-
лью предотвращения контаминации образцов
другими вирусами картофеля, нами была прове-
дена комбинированная диагностика эксперимен-
тальных растений на наличие распространенных
в Казахстане вирусов данной культуры.

По результатам диагностики ELISA и RT-PCR
были отобраны образцы растений с подтвержден-
ной моноинфекцией PVY: Изольда 2, Изольда 3,
Изольда 5, Таврия 2, Таврия 5 (табл. 1). Экстрак-
ты растительного материала PVY-инфицирован-
ных образцов картофеля были фракционированы
методом гель-фильтрационной хроматографии на
колонке с сефакрилом S-200. Данная матрица была
выбрана, поскольку разрешающая способность се-
факрила S-200 позволяет эффективно разделять
белки с мол. м. до 200 кДа. FPLC-фракции после
хроматографического разделения анализировали
на наличие белков и нуклеиновых кислот (рис. 1а).
При помощи anti-HC-Pro поликлональной кро-
личьей сыворотки были идентифицированы фрак-
ции с мол. м. 60 кДа, содержащие белок-супрес-
сор HC-Pro, связанный с siRNA (рис. 1б). Из хрома-
тографических фракций комплекс HC-Pro/siRNA
был осажден с помощью Protein-G агарозы, после
чего короткие РНК из комплекса HC-Pro/siRNA
были изолированы с помощью тризола, фенол-
хлороформа и метанола. В результате siRNA отде-
лились от супрессорного белка HC-Pro без каких-
либо структурных повреждений и потерь специ-
фичности.

Спектральный анализ подтвердил наличие
нуклеиновых кислот во фракциях 3–5, эквива-
лентных мол. м. комплекса HC-Pro/siRNA 60 кДа
(рис. 1) [10, 16]. Концентрация РНК в очищенных
препаратах определена в пределах 120–210 нг/мкл.
Southern blot показал наличие коротких моле-
кул РНК длиной 21–23 нуклеотида в хромато-
графических фракциях, содержащих вирусный
супрессор HC-Pro (рис. 1б). После 3 независи-
мых повторов FPLC, выделения и очистки ком-
плекса HC-Pro/siRNA и изоляции sRNA ком-
плекс HC-Pro/siRNA всегда обнаруживался во
фракциях, соответствующих мол. м. 60 кДа. Весь
пул изолированных siRNA после серии процедур по
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Рис. 1. Выделение и идентификация компонентов нуклеопротеинового комплекса HC-Pro/sRNA из PVY-инфициро-
ванных растений картофеля. (а) FPLC-хроматограмма профиля элюции белков, выделенных из образцов PVY-инфи-
цированных растений. 1 – основной профиль элюции; 2 – элюция комплекса HC-Pro/siRNA (60 ± 5 кДа). (б) Western
blot (сверху) с anti-HC-Pro поликлональной кроличьей сывороткой для идентификации комплекса HC-Pro/siRNA;
Southern blot (снизу) для идентификации 21–23 п.н. sRNA. М – молекулярный маркер, цифрами отмечены номера
FPLC-фракций. Примечание: было проведено 3 независимых повтора эксперимента. Комплекс HC-Pro/siRNA всегда
обнаруживался во фракциях, эквивалентных мол. м. 60 кДа.
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Таблица 1. Результаты ИФА и ПЦР диагностики сортов Изольда и Таврия на наличие вирусов картофеля

Примечание: было проведено 3 независимых биологических повтора эксперимента. Значение представляет собой среднее ± стан-
дартная ошибка среднего. N/a (no amplification) – нет амплификации, результат отрицательный. Pos – положительный, Neg – от-
рицательный. Были отобраны образцы, содержащие моноинфекцию PVY (Изольда 2, Изольда 3, Изольда 5, Таврия 2, Таврия 5).

Сортообразец

Анализ образцов методом ИФА на наличие вирусов, 
ед. поглощения (AU, n=3)

Анализ образцов методом ОТ-ПЦР-РВ на 
наличие вирусов, порог цикла (Ct, n=3)

PLRV PVM PVS PVX PVY PLRV PVM PVS PVX PVY

Изольда 2 Neg Neg Neg Neg Pos 1.688 ± 
0.027

N/a N/a N/a N/a N/a Pos 21.70 ± 
0.1

Изольда 3 Neg Neg Neg Neg Pos 1.372 ± 
0.031

N/a N/a N/a N/a N/a Pos 19.62 ± 
0.1

Изольда 5 Neg Neg Neg Neg Pos 1.372 ± 
0.037

N/a N/a N/a N/a N/a Pos 19.67 ± 
0.3

Таврия 2 Neg Neg Neg Neg Pos 1.042 ± 
0.030

N/a N/a N/a N/a N/a Pos 27.24 ± 
0.1

Таврия 5 Neg Neg Neg Neg Pos 1.663 ± 
0.027

N/a N/a N/a N/a N/a Pos 25.80 ± 
0.2

Положитель-
ный контроль

1.195 ± 
0.039

0.901 ± 
0.025

0.889 ± 
0.029

1.118 ± 
0.034

1.047 ± 
0.031

14.23 ± 0.1 17.10 ± 
0.1

15.15 ± 
0.1

16.20 ± 
0.1

16.70 ± 0.1

Отрицатель-
ный контроль

0.067 ± 
0.018

0.091 ± 
0.021

0.068 ± 
0.025

0.052 ± 
0.020

0.089 ± 
0.017

N/a N/a N/a N/a N/a N/a
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выделению и очистке комплекса HC-Pro/siRNA из
растений, инфицированных PVY, был подвергнут
глубокому секвенированию.

Высокопроизводительное секвенирование 
подтверждает наличие специфичных к белку 

оболочки вируса PVY коротких интерферирующих 
РНК в комплексе HC-Pro/siRNA

Последовательности нуклеотидов анализирова-
ли на наличие CP-PVY siRNA с помощью высоко-
производительного секвенирования. Секвенирова-
ние коротких РНК, изолированных из FPLC-фрак-
ций, содержащих комплекс HC-Pro/siRNA, после
хроматографии образцов листьев картофеля сор-
тов Таврия и Изольда показало от 1342011 до
2410094 прочтений. Для детального анализа были
выбраны 50 лучших прочтений длиной от 19 до
24 оснований и от 3428 до 251090 прочтений для
одной последовательности. Полученные после-
довательности были отсортированы в алфавитном
порядке и проанализированы с помощью BLASTN
на идентичность последовательности CP-PVY.

После удаления коротких (менее 20 основа-
ний), более длинных sRNA (более 23 оснований)
и больших наборов перекрывающихся последо-
вательностей из 50 наиболее распространенных

последовательностей оставшиеся уникальные и
простые наборы перекрывающихся последова-
тельностей были идентифицированы в базе дан-
ных miRNA (табл. 2).

CP-PVY siRNA были обнаружены в 50 наибо-
лее распространенных последовательностях sRNA,
в диапазоне от 2 до 7 уникальных последова-
тельностей. Результаты секвенирования коротких
РНК, полученных из хроматографических фракций
PVY-инфицированных экспериментальных сортов
Таврия и Изольда, представлены в табл. 3. Иденти-
фицированные CP-PVY siRNA были комплемен-
тарны к различным участкам генома вируса как к
положительной, так и к отрицательной цепям, в
разных точках начала и конца трансляции. Таким
образом, нам удалось выделить нуклеопротеино-
вый комплекс HC-Pro/siRNA из зараженных ви-
русом картофеля Y растений и идентифицировать
специфичные к белку оболочки вируса PVY ко-
роткие интерферирующие РНК.

ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние коротких интерферирующих РНК на

защитные противовирусные механизмы РНК-ин-
терференции в данный момент активно изучается
во всем мире. Наиболее эффективно антивирус-

Таблица 2. Идентификация CP-PVY siRNA в образцах листьев картофеля сортов Таврия и Изольда, инфициро-
ванных вирусом PVY

Примечание: sRNA были изолированы из FPLC-фракций, содержащих HC-Pro/sRNA комплекс.

Сортообразец Количество прочтений 21-п.н. РНК miRNA CP-PVY siRNA

Изольда 2 1 342 011 22 12 6

Изольда 3 856215 14 17 4

Изольда 5 1784321 7 10 7

Таврия 2 2410094 3 5 2

Таврия 5 1982016 18 11 2

Таблица 3. Нуклеотидные последовательности CP-PVY siRNA

Последовательность Количество 
прочтений Длина Начало Конец Цепь

GATAAGGATGTGAATGCTGGT 4839 21 п.н. 101 121 Положительная

TAAGGATGTGAATGCTGGTAC 7901 21 п.н. 103 123 Положительная

GGCATTCTCATTTTGGACGTG 3428 21 п.н. 180 160 Отрицательная

GAGAAACTGAGATGCCAACTG 14762 21 п.н. 321 341 Положительная

TGCCAACTGTGATGAATGGGC 39016 21 п.н. 333 353 Положительная

GTTTAATTCGAAATCTGCGGG 6109 21 п.н. 564 564 Положительная

TCGAGGTTGGGCTGATTTCAA 27330 21 п.н. 683 703 Отрицательная
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ную защиту активируют siRNA специфичные к
белку оболочки PVY [17]. Остаются не ясными мно-
гие аспекты молекулярного взаимодействия ин-
струментов противовирусной защиты РНК-ин-
терференции, важное значение в которой имеют
короткие РНК. При попадании вирусной РНК в
растительную клетку продуцируются dsRNA, ко-
торые посредством фермента DICER запускают
внутриклеточный механизм, генерирующий ко-
роткие РНК. Короткие интерферирующие РНК
активируют резистентность к вирусам путем про-
граммирования эффекторного комплекса RISC.
Однако, в связи с постоянным появлением новых
вредоносных рекомбинантных штаммов PVY во-
прос изучения профилей sRNA для инициации
устойчивости к вирусам приобретает особую ак-
туальность. Более того, PVY использует клеточ-
ные механизмы для синтеза супрессорного белка
HC-Pro, который блокирует защитную РНК-ин-
терференцию путем захвата и удержания коротких
РНК на поверхности субъединиц белка [11, 12, 18].
Мы обнаружили, что это свойство HC-Pro можно
использовать для изоляции и очистки PVY-специ-
фичных siRNA с целью последующего изучения
их влияния на антивирусную защиту растений.
Из PVY-инфицированных растений картофеля
сортов Таврия и Изольда с помощью FPLC был
фракционирован комплекс HC-Pro/siRNA (60 кДа)
и осажден из фракций с использованием Protein
G-agarose. Мол. вес выхода фракций, содержащих
нуклеопротеиновый комплекс HC-Pro/siRNA, со-
ответствует суммарному значению мол. м. HC-Pro,
равной 50 кДа, и массе связанного с ним дуплекса
21–23 п.н. siRNA [11, 16]. После 3 независимых
повторов FPLC, выделения и очистки комплекса
HC-Pro/siRNA и изоляции sRNA комплекс HC-
Pro/siRNA всегда обнаруживался во фракциях,
соответствующих мол. м. 60 кДа. С помощью глу-
бокого секвенирования коротких РНК в составе
комплекса HC-Pro/siRNA были идентифициро-
ваны siRNA, специфичные к coat protein PVY, по-
скольку именно этот тип коротких интерфериру-
ющих РНК способен модулировать стабильную
устойчивость к PVY у растений картофеля [17, 18].
Супрессорный белок HC-Pro с высокой специ-
фичностью способен связывать множество фраг-
ментов siRNA (примерно 30% из 50 наиболее рас-
пространенных sRNA). Профиль siRNA листовых
экстрактов показал присутствие в комплексе HC-
Pro/siRNA комплиментарных различным участкам
CP-PVY как из положительной, так и отрицатель-
ной цепей. Количество прочтений последователь-
ности для CP-PVY siRNA в листовых пробах состав-
лял от 3428 до 251 090, что свидетельствует о не-
большом количестве CP-PVY siRNA, связанных
HC-Pro, относительно всего пула коротких РНК в
комплексе HC-Pro/sRNA. Это объясняется тем,
что вовлечение в нуклеопротеиновый комплекс
происходит на основании размера молекулы РНК

длиной 20–23 п.н. Тем не менее, идентифициро-
ванные CP-PVY siRNA потенциально смогут с
высокой эффективностью активировать антиви-
русную резистентность к PVY у растений карто-
феля путем препятствования репликации вирус-
ной РНК.

Методологический подход изоляции коротких
РНК из тканей PVY-инфицированных растений
S. tuberosum с помощью FPLC-фракционирова-
ния комплекса супрессорного протеина HC-Pro с
молекулами коротких РНК с последующим секве-
нированием sRNA позволяет в значительной степе-
ни пополнить существующую базу данных нуклео-
тидных последовательностей коротких РНК,
которые можно использовать в качестве объек-
та изучения регуляторных сигналов устойчивости
к новым рекомбинантным штаммам PVY. Это ис-
следование будет полезным для изучения и ана-
лиза PVY-специфичных siRNA, а также стимулиро-
вать новые исследования в области защиты расте-
ний от вирусных инфекций.

Исследования были проведены в рамках науч-
ного проекта “Разработка и внедрение инноваци-
онной технологии, направленной на придание
антивирусной резистентности сортам сельскохо-
зяйственных культур”, финансируемого Мини-
стерством науки и высшего образования Респуб-
лики Казахстан, Индивидуальный регистрацион-
ный номер (ИРН): AP08052163.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в каче-
стве объектов исследований. Авторы заявляют об
отсутствии конфликта интересов. Спонсоры не
участвовали в разработке исследования; при сборе,
анализе или интерпретации данных; в написании
рукописи или в решении опубликовать результаты.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Loebenstein G., Manadilova A. Virus and virus-like dis-

eases of major crops in developing countries // Spring-
er, Dordrecht, Netherlands. 2003. P. 195. 
https://doi.org/10.1007/978-94-007-0791-7_8

2. Chikh-Ali M., Tran L.T., Price W.J., Karasev A.V. Ef-
fects of the age-related resistance to potato virus Y in
potato on the systemic spread of the virus, incidence of
the potato tuber necrotic ringspot disease, tuber yield,
and translocation rates into progeny tubers // Plant
Disease. 2020. V. 104. P. 269. 
https://doi.org/10.1094/PDIS-06-19-1201-RE

3. Ghildiyal M., Zamore P.D. Small silencing RNAs: an ex-
panding universe // Nat. Rev. Genet. 2009. V. 10. P. 94. 
https://doi.org/10.1038/nrg2504

4. Bushra T., Idrees A.N., Usman A., Tayyab H. How RNA
interference combat viruses in plants // Functional Ge-
nomics. 2012. V. 6. P. 113. 
https://doi.org/10.5772/51870

5. Carthew R.W., Sontheimer E.J. Origins and mechanisms
of miRNAs and siRNAs // Cell. 2009. V. 136. P. 642. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.01.035



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

ИЗОЛЯЦИЯ CP-PVY-СПЕЦИФИЧНЫХ siRNA 371

6. Dunoyer P., Himber C., Voinnet O. DICER-LIKE 4 is re-
quired for RNA interference and produces the 21-nucleo-
tide small interfering RNA component of the plant cell-
to-cell silencing signal // Nat. Genet. 2005. V. 37. P. 1356. 
https://doi.org/10.1038/ng1675

7. Omarov R., Sparks K., Smith L., Zindovic J., Scholthof H.B.
Biological relevance of a stable biochemical interaction
between the tombusvirus-encoded P19 and short inter-
fering RNAs // J. Virol. 2006. V. 80. P. 3000. 
https://doi.org/10.1128/JVI.80.6.3000-3008.2006

8. Li F., Ding S. Virus counterdefense: diverse strategies
for evading the RNA-silencing immunity // Annu. Rev.
Microbiol. 2006. V. 60. P. 503. 
https://doi.org/10.1146/annurev.micro.60.080805.142205

9. Sutula M.Y., Akbassova A.Z., Yergaliev T.M., Nurbe-
kova Zh.A., Mukiyanova G.S., Omarov R.T. Endowing
plants with tolerance to virus infection by their prelim-
inary treatment with short interfering RNAs // Russ.
J. Plant Physiol. 2017. V. 64. P. 939. 
https://doi.org/10.1134/S1021443717060103

10. Valli A.A., Gallo A., Rodamilans B., Lopez-Moya J.J.,
García J.A. The HCPro from the Potyviridae family: an
enviable multitasking Helper Component that every vi-
rus would like to have // Molecular plant pathology.
2018. V. 19. P. 744. 
https://doi.org/10.1111/mpp.12553

11. Shiboleth Y.M., Haronsky E., Leibman D., Arazi T.,
Wassenegger M., Whitham S.A., Gaba V., Gal-On A. The
conserved FRNK box in HC-Pro, a plant viral suppres-
sor of gene silencing, is required for small RNA binding
and mediates symptom development // J. Virol. 2007.
V. 81. P. 13135. 
https://doi.org/10.1128/JVI.01031-07

12. Rawlings R.A., Krishnan V., Walter N.G. Viral RNAi
suppressor reversibly binds siRNA to outcompete Dicer
and RISC via multiple turnover // J. Mol. Biol. 2011.
V. 408. P. 262. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2011.02.038

13. Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid
growth and bioassays with tobacco tissue cultures //
Physiol Plant. 1962. V. 15. P. 473. 
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1962.tb08052.x

14. Coskun O. Separation techniques: Chromatography //
North Clin Istanb. 2016. V. 3. P. 156. 
https://doi.org/10.14744/nci.2016.32757

15. Toni L.S., Garcia A.M., Jeffrey D.A., Jiang X.,
Stauffer B.L., Miyamoto Sh.D., Sucharov C.C. Optimi-
zation of phenol-chloroform RNA extraction // Meth-
odsX. 2018. V. 5. P. 599. 
https://doi.org/10.1016/j.mex.2018.05.011

16. Plisson C., Drucker M., Blanc S., German-Retana S.,
Le Gall O., Thomas D., Bron P. Structural characterisa-
tion of HC-Pro, a plant virus multifunctional protein //
J. Biol. Chem. 2003. V. 278. P. 23753. 
https://doi.org/10.1074/jbc

17. McCue K.F., Ponciano G., Rockhold D.R., Whitworth J.L.,
Gray S.M., Fofanov Yu., Belknap W.R. Generation of
PVY Coat Protein siRNAs in Transgenic Potatoes Re-
sistant to PVY // American J. Potato Res. 2012. V. 89. 
https://doi.org/10.1007/s12230-012-9257-0

18. Del Toro F.J., Donaire L., Aguilar E., Chung B.N., Tenl-
lado F., Canto T. Potato virus Y HCPro suppression of an-
tiviral silencing in Nicotiana benthamiana plants correlates
with its ability to bind in vivo to 21- and 22-nucleotide
small RNAs of viral sequence. J. Virol. 2017. V. 91. 
https://doi.org/10.1128/JVI.00367-17



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 4, с. 372–381

372

Памяти Игоря Михайловича Андреева посвящается

Са2+-ЗАВИСИМАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ПРОТОННОЙ ПРОНИЦАЕМОСТИ 
ВНУТРЕННЕЙ МЕМБРАНЫ МИТОХОНДРИЙ СЕМЯДОЛЕЙ ЛЮПИНА

© 2023 г.   А. Г. Шугаева, *, П. А. Буцанеца, Н. А. Шугаеваа

а Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт физиологии растений
им. К.А. Тимирязева Российской академии наук, Москва, Россия

*e-mail: ag-shugaev@ifr.moscow
Поступила в редакцию 27.12.2022 г.

После доработки 12.01.2023 г.
Принята к публикации 12.01.2023 г.

Изучено влияние экзогенного Са2+ на дыхание, генерацию мембранного потенциала, изменение
объема и проницаемость для протонов внутренней мембраны митохондрий, выделенных из семя-
долей этиолированных проростков люпина узколистного (Lupinus angustifolius L.). Используемые в
работе митохондрии характеризовались прочным сопряжением процессов окисления и фосфори-
лирования. Высокая функциональная активность митохондрий подтверждалась их способностью
генерировать при окислении сукцината трансмембранный градиент протонов на внутренней мем-
бране (мембранный потенциал или ∆Ψ), а также устойчиво поддерживать его в течение длительного
времени, как за счет работы электрон-транспортной цепи, так и за счет гидролиза АТФ в условиях
анаэробиоза. Показано, что присутствие 60–120 мкМ СаСl2 в среде инкубации митохондрий не ока-
зывало существенного влияния на скорость окисления сукцината и параметры окислительного
фосфорилирования, однако индуцировало диссипацию ∆Ψ в условиях исчерпания кислорода в
среде инкубации. Максимально полное удаление Са2+ из среды в присутствии хелаторов (ЭГТА,
ЭДТА) предотвращало сброс мембранного потенциала. Са2+-зависимая деполяризация внутренней
мембраны ингибировалась дитиотрейтолом, что предполагает участие в этом процессе активных
форм кислорода. Сброс мембранного потенциала не сопровождался набуханием митохондрий и не
был чувствителен к циклоспорину А. С использованием металлохромного Са2+-индикатора арсена-
зо III, было показано, что митохондрии семядолей люпина способны активно поглощать экзоген-
ный Са2+ и накапливать его в матриксе. Са2+-индуцируемая диссипация ∆Ψ в условиях анаэробио-
за сопровождалась выходом Са2+ из митохондрий, скорость которого резко возрастала в присут-
ствии кальциевого ионофора А23 (А23187). Предполагается, что накопление Са2+ и повышение
уровня активных форм кислорода в матриксе, индуцирует в условиях анаэробиоза обратимую пер-
меабилизацию внутренней мембраны митохондрий семядолей люпина, которая обусловлена от-
крытием поры неспецифической проницаемости в состоянии низкой проводимости, проницаемой
для протонов и, возможно, для других небольших катионов (Na+, K+, Ca2+).

Ключевые слова: Lupinus angustifolius, митохондрии, мембранный потенциал, окисление сукцината,
проницаемость внутренней мембраны, семядоли люпина, транспорт кальция
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение механизма регулируемого изменения

(увеличения) проницаемости внутренней мембра-
ны митохондрий животных, растений и дрожжей

для протонов и других небольших молекул, благо-
даря открытию в ней специального канала или
поры, получившей название РТР (от Permeability
Transition Pore) позволило выявить еще одну важ-
нейшую функцию этих органелл. Было установле-
но, что наряду с процессом окислительного фосфо-
рилирования и синтеза АТФ, необходимого для
обеспечения жизнедеятельности любой клетки, ин-
дукция РТР, под влиянием различных неблаго-
приятных и патологических факторов иниции-
рует, по крайней мере, в митохондриях млекопи-
тающих, процесс программируемой клеточной

Сокращения: А23 (А23187) – кальциевый ионофор; МРК –
митохондриальный разобщающий канал; ПГК – програм-
мируемая гибель клеток; СДГ – сукцинатдегидрогеназа;
CК – салициловая кислота; ETH129 – кальциевый ионофор;
MCU (mitochondrial calcium uniporter) – митохондриальный
Ca2+ – унипортер; PTP (Permeability Transition Pore) – пора
неспецифической проницаемости во внутренней мембране
митохондрий; ∆Ψ (дельтапси) – мембранный потенциал.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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гибели (ПГК) по пути апоптоза, благодаря выходу
из органелл различных проапоптозных белков [1–
3]. Хотя в отношении структуры РТР продолжаются
дискуссии, установлено, что этот канал может
функционировать в митохондриях в двух состоя-
ниях или подсостояниях. Гораздо лучше изучена
работа РТР в состоянии высокой проводимости,
когда через этот мегаканал через внутреннюю
мембрану митохондрий могут проникать доста-
точно крупные молекулы с массой до 1.5 кДа, на-
пример, сахароза. Функционирование РТР в этом
состоянии, кроме диссипации ∆Ψ приводит к вы-
сокоамплитудному набуханию митохондрий, на-
рушению целостности их внешней мембраны и
выходу из органелл цитохрома с и ряда других
белков, запускающих процессы программируе-
мой клеточной гибели (ПГК) по пути апоптоза
(или некроза) [2]. Учитывая особую важность для
клетки данного физиологического процесса, ре-
гуляция функционирования РТР чрезвычайно
сложна, она включает десятки эффекторов и
остается не до конца изученной, даже в митохон-
дриях животных. Возможно, это связано с недо-
статочной изученностью молекулярной природы
этого канала. Вместе с тем, среди исследователей
существует консенсус относительно того, что ос-
новными индукторами РТР, наряду с активными
формами кислорода (АФК), являются ионы Ca2+,
и основная масса публикаций по данной пробле-
ме посвящена изучению влияния именно этих эф-
фекторов на функционирование РТР в митохон-
дриях животных, дрожжей и растений [1, 3–8]. В
состоянии низкой проводимости РТР проницаема
для протонов и низкомолекулярных катионов (К+,
Na+, и, по-видимому, Са2+). В этом состоянии
функционирование РТР легко обратимо, не со-
провождается набуханием органелл, но приводит к
диссипации мембранного потенциала (∆Ψ). По-
стулируется, что в данном состоянии РТР может
вовлекаться в передачу Са2+-сигнала и/или в регу-
ляцию концентрации этого иона в матриксе за
счет его быстрого выхода из органелл [2–4].

Доказательства присутствия РТР в митохон-
дриях растений были получены 20 лет назад [8–
10], однако, публикации, посвященные изучению
этого канала остаются немногочисленными, а
полученные результаты достаточно противоречи-
выми. Трудности в изучении РТР возникают, в
частности, вследствие того, что органеллы, выде-
ленные из митохондрий ряда растительных объ-
ектов (клубней картофеля, листьев кабачка), ока-
зались не способны активно поглощать из среды
инкубации и накапливать в матриксе ионы Са2+,
по-видимому, вследствие отсутствия или низкой
активности Са2+-унипортера (MCU) [8, 11, 12].
Поэтому, для создания условий накопления Са2+

в матриксе и индукции РТР в таких митохондри-
ях исследователи вынуждены использовать или

очень высокие, нефизиологические концентра-
ции этого катиона в среде инкубации [8–10] или
Ca2+-ионофы [12]. Кроме того, было обнаружено,
что некоторые механизмы, регулирующие функ-
ционирование РТР в митохондриях животных, не
работают у растений. Так, например, открытие
РТР в митохондриях растений, может быть нечув-
ствительно к ингибированию циклоспорином А
(ЦсА), что является диагностическим тестом для
выявления функционирования данного канала в
митохондриях животных [8, 10]. Наконец, было
обнаружено, что многие последствия индукции
РТР в митохондриях растений (набухание орга-
нелл, выход цитохрома с, ингибирование в присут-
ствии аденилатов), могут быть имитированы от-
крытием во внутренней мембране другого канала –
АТФ-чувствительного К+-канала (РмитоКАТФ) [13].
Эти результаты свидетельствуют, что функциони-
рование РТР в митохондриях растений имеет ряд
особенностей, в частности, открытие этого канала
может быть не чувствительно к ЦсА, и не всегда
приводит к набуханию органелл [7, 8, 12].

Ранее нами было показано, что присутствие в
среде инкубации митохондрий семядолей люпи-
на стрессового фитогормона, салициловой кис-
лоты (СК), которое активировало образование
АФК, вызывало, резкое увеличение протонной
проницаемости внутренней мембраны органелл и
диссипацию ∆Ψ, которые предотвращались при-
сутствием антиоксидантов и полностью обраща-
лись внесением в среду инкубации митохондрий
восстановителей, например, дитиотрейтолом (ДТТ)
[14, 15]. Полученные результаты позволили пред-
положить, что СК способна индуцировать пермеа-
билизацию внутренней мембраны митохондрий
растений в результате открытия АФК-зависимого,
проницаемого для протонов разобщающего канала
(МРК), который, по-видимому, является особым
состоянием (подсостоянием) РТР функционирую-
щей в состоянии низкой проводимости [14]. В дан-
ной работе для выяснения механизмов регуляции
МРК в митохондриях семядолей люпина нами бы-
ло изучено влияние на его индукцию ионов Са2+,
который, как уже отмечалось, наряду с АФК, явля-
ется ключевым регулятором работы РТР в мито-
хондриях животных, растений и дрожжей.

Таким образом, целью данной работы явля-
лось изучение влияния экзогенного кальция на
дыхание и проницаемость внутренней мембраны
митохондрий семядолей люпина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили митохондрии,
выделенные из семядолей этиолированных про-
ростков люпина узколистного (Lupinus angustifo-
lius L., сорт “Ладный”). Проростки люпина выра-
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щивали в течение 5 дней на дистиллированной
воде в термостате при 24–25°С в темноте.

Выделение митохондрий из семядолей проростков
люпина осуществляли, используя единую методику
дифференциального центрифугирования, описан-
ную ранее [16] в небольшой модификации. Семядо-
ли массой 12 г промывали дистиллированной водой,
высушивали, охлаждали в холодной комнате, из-
мельчали в ступке со средой гомогенизации (в со-
отношении 1 : 4), содержащей: 0.5 М сахарозу,
50 мМ HEPES-буфер (рН 8.0), 10 мМ ЭДТА, 5 мМ
ДТТ и 0.1% БСА, свободный от ЖК. Гомогенат
отфильтровывали через 4 слоя мираклоса и центри-
фугировали при 4000 g в течение 5 мин. Получен-
ный супернатант центрифугировали при 15000 g в
течение 5 мин. Осадок митохондрий ресуспенди-
ровали и отмывали в среде, содержащей: 0.4 М са-
харозу, 20 мМ HEPES-буфер (рН 7.4), 5 мМ ЭДТА,
0.5 мМ ЭГТА, 0.1% БСА, затем центрифугировали
при 4000 g в течение 5 мин. Полученный суперна-
тант, содержащий митохондрии центрифугировали
при 13000 g в течение 10 мин. Осадок митохондрий
ресуспендировали в малом объеме среды, содержа-
щей: 0.3 М сахарозу, 20 мМ HEPES-буфер (рН 7.2) и
0.1% БСА, свободный от ЖК. Пробирку с суспен-
зией митохондрий (10–15 мг/мл) хранили на
льду. Все операции проводили в холодной комна-
те при 2–4°С.

Поглощение кислорода митохондриями изме-
ряли полярографическим (или амперометриче-
ским) методом с использованием кислородного
электрода типа Кларка. Стандартная инкубаци-
онная среда (1 мл) содержала: 0.3 М сахарозу, 20 мМ
HEPES-буфер (рН 7.4), 1 мМ MgCl2, 2 мМ
КН2РО4 (рН 7.4) и 0.1% БСА, свободный от ЖК и
0.6–0.8 мг белка митохондрий. В качестве суб-
страта окисления использовали 5 мМ сукцинат в
присутствии 100 мкМ АТФ необходимого для
предотвращения ингибирования СДГ оксалоаце-
татом и поддержания мембранного потенциала в
условиях анаэробиоза за счет работы АТФазы.
Остальные добавки и условия экспериментов
приведены в подписях к рисункам. Скорость погло-
щения кислорода при окислении дыхательного суб-
страта митохондриями в различных метаболических
состояниях, величину коэффициента дыхательного
контроля (ДК) и отношения АДФ/О рассчитывали
по методу Chance и Williams [17]. Количество мито-
хондриального белка определяли по методу Бред-
форд [18], используя БСА в качестве стандарта.

За генерацией мембранного потенциала (ΔΨ) на
внутренней мембране митохондрий следили по
изменению разности поглощений при 511 и 533 нм
сафранина О [19] на спектрофотометре Hitachi-
557 в двухволновом режиме работы. Стандартная
среда инкубации (2 мл) при комнатной темпера-
туре дополнительно содержала 5 мкМ сафранин и

около 0.5 мг/мл митохондриального белка. Осталь-
ные добавки приведены в подписях к рисункам.

Изменение уровня ионов Са2+ в среде инкуба-
ции митохондрий регистрировали по разности
поглощений металлохромного индикатора арсе-
назо III при двух длинах волн (665 и 685 нм) на
спектрофотометре Hitachi-557 [20]. Среда инку-
бации содержала 0.3 М сахарозу, 20 мМ HEPES-
буфер (рН 7.4), 2 мМ КН2РО4 (рН 7.4), 25 мкМ ар-
сеназо III, 5 мМ сукцинат, 200 мкМ АДФ, 0.1%
БСА свободный от ЖК, а также 20 или 100 мкМ
СаСl2. Остальные добавки приведены в подписях
к рисункам.

Изменение объема митохондрий. Набухание и
сжатие митохондрий (0.25–0.35 мг белка/мл) ре-
гистрировали по изменению поглощения (мутно-
сти) суспензии при 540 нм в двухлучевом режиме
с помощью спектрофотометра Hitachi-557. Среды
опытной кюветы и кюветы сравнения (2 мл) со-
держали: 0.3 М сахарозу и 10 мМ HEPES-буфер
(рН 7.4). Дополнительный состав сред опытной
кюветы приведен в подписях к рисунку. Добавки,
там, где это указано на рисунке, вносили в мини-
мальных объемах, при необходимости проводи-
лась соответствующая коррекция оптической
плотности сред вследствие разведения.

В работе использованы следующие реактивы:
СаСl2, MgCl2, КН2РО4 и другие соли были отече-
ственного производства марки о.с.ч. или х.ч. Ды-
хательные субстраты, нуклеотиды, БСА свобод-
ный от ЖК, MOPS, HEPES, ЭГТА, FCCP, NADH,
сафранин О, А23, аламецитин и др. – фирмы
“Sigma”(США), арсеназо III – фирмы “Serva”
(Германия).

Все опыты и серии опытов были выполнены в
трех биологических и трех аналитических по-
вторностях. На рисунках представлены данные
характерных опытов, в таблицах и графиках пред-
ставлены средние значения и их стандартные от-
клонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние Cа2+ на окисление сукцината 

митохондриями семядолей люпина
В таблице 1 приведены результаты полярогра-

фических опытов по изучению влияния различных
концентраций экзогенного Са2+ на окисление сук-
цината митохондриями семядолей проростков лю-
пина. Судя по представленным данным, исполь-
зуемые в работе митохондрии имели высокую
функциональную интактность. В частности, окис-
ление митохондриями дыхательных субстратов,
например, сукцината, осуществлялось с высокой
скоростью, оно существенно стимулировалось
добавками АДФ (состояние 3), а затем тормози-
лось после его исчерпания в процессе синтеза
АТФ (состояние 4). При этом величина дыхатель-
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ного контроля (ДК) по Чансу (состояние 3/состо-
яние 4) составляла около 3, что свидетельствовало
о прочном сопряжении процесса окислительного
фосфорилирования, а близкая к теоретической
величина отношения АДФ/О (равная 1.6–1.5)
указывала на его высокую эффективность. Ранее
нами было показано, что выделенные аналогич-
ным способом митохондрии люпина столь же
эффективно окисляли малат и другие НАД-за-
висимые дыхательные субстраты [16]. Далее бы-
ло установлено, что присутствие в среде инкуба-
ции митохондрий ионов Са2+ даже в сравнитель-
но высокой концентрации (50–100 мкМ) не
оказывало существенного влияния, ни на скорости
окисления сукцината в различных метаболических
состояниях, ни на величину коэффициента ДК и
отношения АДФ/О (табл. 1). Незначительное разоб-
щение дыхания, которое выражалось в увеличении
скорости окисления сукцината в состоянии 4, а так-
же в снижении величины ДК и АДФ/О, проявля-
лось только при использовании достаточно высо-
ких (300 мкМ и выше) концентраций Са2 (табл. 1).

Транспорт Са2+ в митохондриях семядолей люпина

С учетом, отмеченных во введении, противо-
речивых литературных данных относительно осо-
бенностей функционирования Са2+-транспорти-
рующих механизмов в митохондриях растений, а
также отмеченного выше слабого действия Са2+

на дыхание митохондрий люпина, представляло
интерес выяснение возможности этих органелл к
поглощению и накоплению в матриксе экзоген-
ного Са2+. С этой целью для регистрации измене-
ния уровня Са2+ в среде инкубации митохондрий
нами был использован металлохромный индикатор
арсеназо III. Было обнаружено, что митохондрии
семядолей в присутствии дыхательного субстрата
(сукцината) и кислорода способны поглощать
экзогенный Са2+ в диапазоне концентраций 20–
200 мкМ с достаточно высокой для растительных
митохондрий скоростью, примерно, 15 нмоль
Са2+/(мин/мг белка) (рис. 1а). Необходимо отме-
тить, что процесс поглощения Са2+ в митохон-

дрии зависел от присутствия в среде инкубации
неорганического фосфата (Pi) и был активным,
поскольку тормозился, как в отсутствие Pi, так и в
присутствии разобщителей дыхания, например,
FCCP (рис. 1а, кривые 1, 2). Кроме того, перенос-
чик, катализирующий транспорт Са2+ в матрикс,
характеризовался достаточно низким сродством к
кальцию, поскольку при внесении в среду инкуба-
ции 20 мкМ Са2+ скорость его поглощения мито-
хондриями быстро снижалась, но восстанавлива-
лась после следующей добавки 20 мкМ Са2+ (рис. 1а,
кривая 3). Если добавка FCCP в среду инкубации
происходила после нескольких минут поглоще-
ния Са2+, тогда торможение транспорта кальция в
матрикс выявляло существование противопо-
ложного процесса, а именно, выхода поглощен-
ного Са2+ из митохондрий (рис. 1а, кривая 3).

На рис. 1б показана динамика транспорта
100 мкМ Са2+ через внутреннюю мембрану мито-
хондрий люпина. Видно, что в течение 10–12 мин
наблюдалась практически линейная скорость по-
глощения Са2+ митохондриями, после чего направ-
ленность процесса резко менялась и регистрировал-
ся выход накопленного кальция из матрикса. Как
было показано в полярографических исследова-
ниях с использованием кислородного электрода,
за указанный временной период (10–12 мин) по-
глощения митохондриями Са2+ происходило ис-
черпание кислорода в среде инкубации при окис-
лении сукцината. Обращение транспорта Са2+ при
наступлении условий анаэробиоза подтвержда-
лось и тем фактом, что внесение в среду инкуба-
ции небольшого количества кислорода, напри-
мер, в результате ее барбатирования воздухом, и
последующее его исчерпание при окислении суб-
страта, было способно неоднократно изменять
направленность транспорта Са2+ в митохондриях
люпина. Наконец, быстрое удаление всего накоп-
ленного митохондриями Са2+ происходило после
добавки ионофора А23 (рис. 1б). Добавка хелатора
кальция – ЭГТА (500 мкМ) снижала содержание
Са2+ в среде инкубации митохондрий до исходного
уровня. Таким образом, интактные митохондрии
семядолей люпина способны катализировать

Таблица 1. Влияние СаСl2 на дыхание и параметры окислительного фосфорилирования при окислении сукцина-
та митохондриями семядолей люпина

Примечание. Состав стандартной среды инкубации см. в разделе МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Дополнительно вносили 5 мМ
сукцинат, 100 мкМ АТФ, а также 100 мкМ АДФ при окислении сукцината в состоянии 3. Скорости окисления субстрата вы-
ражены в нг-атом О2/(мин/мг белка митохондрий).

Вариант Состояние 3 Состояние 4 ДК АДФ/О

Контроль 186 ± 20 69 ± 14 2.7 ± 0.5 1.6 ± 0.1
50 мкМ СаСl2 190 ± 25 67 ± 15 2.8 ± 0.5 1.6 ± 0.2
100 мкМ СаCl2 196 ± 21 73 ± 20 2.7 ± 0.3 1.5 ± 0.2
300 мкМ CaCl2 209 ± 27 82 ± 26 2.5 ± 0.3 1.4 ± 0.3



376

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

ШУГАЕВ и др.

процессы активного поглощения (импорта) эк-
зогенного Са2+, а также его выхода (экспорта) во
внешнюю среду, который проявлялся в условиях
ингибирования транспорта этого катиона в мат-
рикс.

Влияние Са2+ на генерацию мембранного 
потенциала на внутренней мембране 

митохондрий люпина

Генерацию мембранного потенциала (ΔΨ), ко-
торый является наиболее чувствительным индика-
тором процессов разобщения и сопряжения в ЭТЦ,
изучали в тех же экспериментальных условиях, что
и дыхание митохондрий. Как и следовало ожидать,
высокая функциональная активность, используе-
мых в данной работе митохондрий, подтвержда-
лась их способностью к быстрой генерации ∆Ψ
при окислении сукцината в присутствии АТФ и
его поддержанию в течение продолжительного
времени даже после исчерпания кислорода в сре-
де инкубации (рис. 2, кривая 1). Поскольку ско-

рость дыхания митохондрий люпина при окисле-
нии сукцината была достаточно высокой, условия
анаэробиоза в среде инкубации органелл возни-
кали по истечении короткого интервала времени
(10–12 мин), длительность которого определялась в
полярографических опытах с использованием кис-
лородного электрода (данные не приведены). Этот
интервал времени также соответствовал результа-
там опытов по изучению динамики транспорта
Са2+ (рис. 1б). В отсутствие кислорода потенциал
на внутренней мембране митохондрий люпина
поддерживался благодаря гидролизу АТФ, что
подтверждалось его диссипацией под влиянием
олигомицина (рис. 2, кривая 1). Таким образом,
полученные результаты показали, что митохон-
дрии люпина способны генерировать и в течение
длительного времени поддерживать ΔΨ, как в
условиях аэробиоза при окислении сукцината,
так и в условиях анаэробиоза, за счет гидролиза
АТФ. Эти данные также подтверждают целост-
ность внутренней мембраны органелл и ее низ-
кую проницаемость для протонов.

Рис. 1. Транспорт экзогенного Са2+ в митохондриях семядолей люпина. Условия измерения – в разделе МАТЕРИА-
ЛЫ И МЕТОДЫ. Стандартная реакционная среда в присутствии 0.3–0.4 мг/мл митохондриального белка, а также
20 мкМ Са2+ (рис. 1а) или 100 мкМ Са2+ (рис. 1б), дополнительно вносили, где указано: 20 мкМ Са2+, 5 мкМ А23,
0.5 мкМ FCCP, 1 мМ ЭГТА. ↑О2 – барбатирование инкубационной среды воздухом. 1, 2 – транспорт Са2+ в митохон-
дриях в отсутствие неорганического фосфата или в присутствии FCCP соответственно; 3 – кинетика поглощения
20 мкМ Са2+ митохондриями люпина.
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Далее нами было изучено влияние Са2+ на ге-
нерацию ΔΨ и возможность индукции МРК (или
РТР) в митохондриях люпина. Следует отметить,
что в выборе действующих концентраций Са2+

мы опирались на литературные данные, согласно
которым для индукции РТР в митохондриях рас-
тений и дрожжей требуются достаточно высокие
(вплоть до миллимолярных) концентрации этого
катиона [8, 9, 12, 21–24]. Причиной этого, воз-
можно, является низкая активность и/или низкое
сродство основного переносчика (по-видимому,
унипортера), катализирующего транспорт Са2+ в
матрикс митохондрий ряда растений и дрожжей
[8, 23, 24]. На рис. 2, кривая 2 показано действие
ионов Са2+ на величину ΔΨ в митохондриях лю-
пина. Видно, что добавка 200 мкМ СаСl2 в среду
инкубации органелл или совсем не влияла, или
незначительно снижала величину потенциала.
Судя по этим данным, ионы Са2+ не оказывают
существенного разобщающего действия на окис-
ление сукцината, что согласуется с результатами
полярографических опытов (табл. 1). Тем не ме-

нее, присутствие ионов Са2+ индуцировало, после
лаг-периода (10–12 мин), быструю диссипацию
ΔΨ (рис. 2, кривая 2). Деполяризация мембраны
была полностью обратима после аэрации среды,
однако, после исчерпания кислорода в ходе дыха-
ния митохондрий, вновь наблюдался сброс потен-
циала (рис. 2, кривая 2). Деполяризацию мембраны
под влиянием Са2+ можно было предотвратить вне-
сением в среду инкубации ЭГТА, а, кроме того,
удалением из нее Pi, необходимого, как было по-
казано выше, для транспорта этого катиона в мат-
рикс (рис. 2, кривые 3 и 4). Интересно, что ЭГТА
ингибировала диссипацию ΔΨ, если была добав-
лена в реакционную среду предварительно или
через 1–2 мин после добавки Са2+, более позднее
внесение хелатора не предотвращало и не обра-
щало диссипацию ΔΨ. Следует отметить, что
Са2+-зависимая деполяризация внутренней мем-
браны митохондрий люпина не ингибировалась
ЦсА (данные не приведены), но полностью
предотвращалась в присутствии мощного восста-
новителя – ДТТ, что предполагает участие в этом
процессе АФК (рис. 2, кривая 5).

Рис. 2. Влияние ионов Са2+ на генерацию мембранного потенциала (∆Ψ) в митохондриях семядолей люпина. Условия
измерения – в разделе МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Стандартная среда инкубации содержала 5 мкМ сафранин и около
0.5 мг/мл митохондриального белка. Дополнительно вносили 100 мкМ Са2+, 20 мкМ олигомицин, 0.5 мкМ FCCP,
1 мМ ЭГТА, 1 мМ ДТТ. ↑О2 – барбатирование инкубационной среды воздухом. 1 – контроль, генерация и длительное
поддержание ∆Ψ на внутренней мембране при окислении сукцината и гидролизе АТФ; 2 – диссипация ∆Ψ под влия-
нием 100 мкМ Са2+ в условиях анаэробиоза (через 10–12 мин окисления субстрата), 3, 4 – ингибирование Са2+-инду-
цируемой (в присутствии 100 мкМ Са2+) деполяризации внутренней мембраны митохондрий под влиянием ЭГТА или
ДТТ соответственно.
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Влияние транспорта Са2+ на изменение
объема митохондрий семядолей люпина

Судя по литературным данным, индукция РТР
в митохондриях животных, как правило, сопро-
вождалась не только диссипацией ∆Ψ, но и высо-
коамплитудным набуханием органелл, ведущего
к нарушению целостности внешней мембраны и
выходу из межмембранного пространства цито-
хрома с и других проапоптозных белков [1–3].
Что касается митохондрий растений, то здесь ситу-
ация неоднозначная. В ряде работ была обнаружена
взаимосвязь между индукцией РТР и набуханием
митохондрий [8–10], однако, в других исследовани-
ях этого не наблюдалось [12, 22]. В используемых
нами условиях, внесение Са2+ в среду инкубации
дышащих митохондрий люпина, даже при ис-
пользовании довольно высоких его концентраций
(до 200 мкМ), сопровождалось не набуханием, а
сжатием органелл (рис. 3). В этих условиях набу-
хание митохондрий регистрировалось только по-
сле добавки аламецитина, способного образовы-
вать во внутренней мембране митохондрий пору,
диаметр которой примерно равен диаметру РТР в
состоянии высокой проводимости, проницаемой
для молекул с мол. массой до 1.5 кДа, в том числе,
для молекул сахарозы (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты показали, что митохон-
дрии семядолей люпина обладали способностью к
поглощению Са2+ из внешней среды и накоплению
его в матриксе. Также было установлено, что этот

процесс является энергозависимым и характери-
зуется абсолютной необходимостью присутствия
Pi в среде инкубации. Кроме того, было показано,
что поглощение Са2+ митохондриями семядолей
люпина осуществлялось с относительно низкой
скоростью, около 15 нмоль Са2+/(мин/мг белка),
которая на порядок ниже аналогичной скорости
импорта этого катиона в митохондрии животных,
катализируемого Са2+-унипортером [24]. При
этом, она соответствовала низкой интенсивности
поглощения Са2+ митохондриями, выделенными из
ряда других растительных объектов [10, 11, 25]. В
этой связи высказывается сомнение в том, что ми-
тохондрии могут участвовать в регуляции уровня
Са2+ в цитозоле клеток растений [25]. Полученные
результаты также подтвердили, имеющиеся в ли-
тературе, данные о низкой затрате энергии, требу-
емой для активного транспорта Са2+ в митохон-
дриях растений, что выражалось в слабом разоб-
щении дыхания, т.е. в незначительном увеличении
скорости окисления субстрата в состоянии 4 и
снижении величины ΔΨ [24]. Очевидно, это обу-
словлено особенностями механизмов транспорта
Са2+ в митохондриях растений, функционирова-
ние которых остается малоизученным несмотря
на почти полувековую историю проведения по-
добных исследований.

Результаты, полученные в данной работе, позво-
лили получить новую важную информацию о роли
ионов Са2+ в индукции проницаемости внутренней
мембраны в митохондриях люпина, вследствие
открытия в ней разобщающего канала, проница-
емого для протонов (МРК). Судя по ряду показа-
телей, индукция МРК под влиянием Са2+ в этих
органеллах, оказалась достаточно близка к Са2+-за-
висимой индукции РТР в митохондриях, выделен-
ных из некоторых других растительных объектов,
например, из корней пшеницы [10]. В частности,
интактные митохондрии корней пшеницы, как и
митохондрии люпина, в ходе дыхания активно
поглощали экзогенный Са2+ и транспорт этого
катиона зависел от присутствия в среде инкуба-
ции Pi. Далее, наступление анаэробиоза в среде
инкубации митохондрий сопровождалось быст-
рой диссипацией ∆Ψ и выделением из матрикса
поглощенных ионов Са2+ [10]. При этом, в отсут-
ствие экзогенного кальция одна только аноксия
была не способна индуцировать РТР в митохон-
дриях пшеницы. Кроме того, при низких микро-
молярных концентрациях Са2+ его накопление в
матриксе и индукция РТР не сопровождались на-
буханием митохондрий пшеницы и выходом из
них цитохрома с. Сопоставление этих данных с
результатами, представленными в этой работе,
позволяет заключить, что закономерности индук-
ции и регуляции активности РТР в митохондриях
корней пшеницы во многом схожи с аналогичными

Рис. 3. Влияние Са2+ на изменение объема митохон-
дрий семядолей люпина. Условия опытов и составы
сред – в разделе МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Там, где
указано на рисунке в опытную кювету дополнительно
вносили: 100 мкМ АДФ, 100 мкМ Са2+, 15 мкг/мл
аламецитин.
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предпосылками открытия разобщающего канала в
митохондриях семядолей люпина, т.е. накоплени-
ем в матриксе ионов Са2+ и возникновением усло-
вий анаэробиоза. В этой связи высказывается
предположение, что в условиях анаэробиоза уве-
личивается чувствительность РТР к основным ее
регуляторам [10, 26, 27]. Однако, конкретный ме-
ханизм подобной сенсибилизации РТР низким
уровнем кислорода, например, к ионам Са2+ оста-
ется невыясненным.

Как уже отмечалось во введении, особенностью
интактных митохондрий, выделенных из ряда рас-
тительных объектов, например, стеблей гороха и
клубней картофеля, а также митохондрий некото-
рых дрожжей является отсутствие или низкая ак-
тивность унипортера (MCU), обеспечивающего
транспорт экзогенного Са2+ в матрикс [9, 12, 22, 23].
Вследствие этого, для увеличения уровня Са2+ в та-
ких митохондриях используются Са2+-ионофоры,
например, ЕТH129 или А23. Интересно, что ката-
лизируемое ЕТH129 накопление Са2+ в митохон-
дриях стеблей гороха приводило к индукции РТР
и сопровождалось диссипацией ∆Ψ, но не вело к
изменению объема матрикса, а в митохондриях
клубней картофеля использование очень высоких
(милимолярных) концентраций экзогенного Са2+

индуцировало PTP и высокоамплитудное набуха-
ние органелл [9, 12]. В митохондриях дрожжей
Endomyces magnusii открытие РТР и диссипация
∆Ψ при накоплении Са2+ в присутствии ЕТH129
также не сопровождалась набуханием матрикса,
она совпадала по времени с наступлением анок-
сии и могла быть легко обращена дополнитель-
ной аэрацией суспензии органелл [23]. Подобные
особенности в “поведении” и механизмах регуля-
ции РТР, отражающие функционирование поры
в различных состояниях свидетельствуют, по-ви-
димому, о многообразии функций РТР в мито-
хондриях дрожжей, растений и животных.

Хотя в отношении молекулярной структуры
РТР продолжаются дебаты, в экспериментах in vivo
и in vitro давно установлено, что этот канал в ми-
тохондриях животных может функционировать в
двух основных состояниях или подсостояниях
(высокой и низкой проводимости) [4, 28]. Основные
характеристики, механизмы регуляции и функ-
циональное значение РТР в состоянии высокой
проводимости или “классической РТР” хорошо
известны и многократно описаны, в том числе
для митохондрий растений [1–3, 7, 27]. Поэтому,
более подробно рассмотрим особенности работы
РТР в состоянии низкой проводимости, которое,
как нам представляется, характерно для митохон-
дрий растений и, возможно, некоторых дрожжей.
Основными характеристиками этого состояния
РТР являются: легкая, иногда спонтанная, обрати-
мость индукции, отсутствие высокоамплитудного
набухания матрикса и нарушения целостности

мембран, проницаемость канала только для про-
тонов и небольших катионов (К+, Na+), включая,
по-видимому, ионы Са2+ [4, 28]. Судя по имеющей-
ся литературе, часть из которой была приведена
выше, РТР в митохондриях растений и некоторых
дрожжей, если ее активность удается обнаружить,
по-видимому, также может функционировать в
двух состояниях – высокой и низкой проводимо-
сти. При этом, следует отметить, что открытие
РТР в состоянии высокой проводимости, напри-
мер, в митохондриях клубней картофеля, сопро-
вождающееся высокоамплитудным набуханием,
нарушением целостности внешней мембраны ор-
ганелл и выходом из них цитохрома с достигалось
только при использовании высоких или очень
высоких (миллимолярных) концентраций экзо-
генного Са2+ [8, 9]. Трудно сказать, насколько ре-
ально достижение подобных, пусть даже локаль-
ных, концентраций ионов Са2+ в цитозоле клет-
ки. Вместе с тем, нельзя полностью исключать
возможность того, что в физиологических усло-
виях свойства MCU могут существенно изме-
няться под влиянием целого семейства различ-
ных белков-регуляторов, образующих единый
комплекс с этим переносчиком [24]. В недавней
работе итальянских ученых были приведены ха-
рактеристики функционирования РТР в мито-
хондриях стеблей проростков гороха [12]. Как уже
отмечалось, в этих митохондриях отсутствовали,
или были неактивны, переносчики, катализиру-
ющие импорт экзогенного Са2+, поэтому, был ис-
пользован ETН129, обеспечивающий возмож-
ность электрофоретического транспорта и на-
копления этого катиона в матриксе, а также
индукцию РТР. Подобно митохондриям живот-
ных РТР в этих органеллах индуцировалась Са2+,
прооксидантами (диамидом), окислителями SH
групп белков (фениларсен-оксидом) и ингибиро-
валась Mg-АДФ, указывая на существование об-
щих компонентов в механизме регуляции канала.
Вместе с тем были обнаружены и существенные
особенности функционирования РТР в митохон-
дриях гороха, которые, с другой стороны, сбли-
жают их с митохондриями люпина. Основными
из них являются отсутствие набухания органелл,
а также ее низкая чувствительность к ЦсА и высо-
кая – к антиоксидантам и ДТТ [12]. Анализируя
полученные результаты авторы высказывают
предположение, что в митохондриях гороха РТР
представляет собой АТФазу, точнее Са2+-АТФа-
зу, которая в ходе длительной эволюции приоб-
рела дополнительную функцию, благодаря чему
она может использоваться в качестве канала,
обеспечивающего быстрый выход из матрикса
ионов Са2+ [12].

Для выяснения физиологической роли РТР
действительно важным является вопрос о способ-
ности транспортировать из матрикса ионы Са2+,
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при функционировании этого канала в состоя-
нии низкой проводимости. К сожалению, этот
вопрос пока не решен окончательно даже для ми-
тохондрий животных, хотя многие исследователи
считают, что именно благодаря этому свойству
РТР митохондрии способны играть ключевую
роль в гомеостатировании уровня Са2+ в цитозоле
клеток, принимать активное участие в Са2+ сиг-
налинге, а также защищать органеллы от крити-
ческого повышения уровня АФК и Са2+ в матриксе
[4, 29–31]. Полученные в данной работе результа-
ты также оставляют этот вопрос открытым, хотя
было показано, что пермеабилизация внутренней
мембраны митохондрий семядолей люпина, вслед-
ствие открытия РТР, сопровождалось довольно
быстрым выходом из матрикса накопленного Са2+.
Тем не менее, эта скорость была существенно ниже,
чем в присутствии Са2+-ионофора, а, кроме того,
выход Са2+ мог быть связан с активацией или де-
маскированием (в результате торможения энер-
гозависимого импорта Са2+) других транспортных
механизмов, например, Са2+/Na+ или Ca2+/Н+ ан-
типортеров, катализирующих экспорт этого катио-
на из митохондрий животных и растений. В этой
связи следует отметить, что в митохондриях живот-
ных (печень, сердце) выход накопленного Са2+ из
митохондрий с участием указанных переносчиков
происходит с низкой скоростью (5–10 нмолей
Са2+/(мин/мг белка)), которая в 100–500 раз ни-
же, чем скорость поглощения Са2+ катализируе-
мая MCU. Вследствие этого необходимость суще-
ствования механизма, обеспечивающего возмож-
ность быстрого выброса Са2+ из матрикса
митохондрий достаточно очевидна и это может
быть одной из функций РТР (т.е. в качестве Са2+-
канала) [3, 29].

В заключение следует отметить, что сопоставле-
ние полученных результатов с данными о функцио-
нировании Ca2+-зависимой PТР в митохондриях
растений и некоторых дрожжей, позволяет утвер-
ждать, что аналогичный механизм, регулирующий
проницаемость внутренней мембраны, существует
в митохондриях семядолей люпина. Открытие РТР
в состоянии низкой проводимости в этих орга-
неллах легко обратимо, не чувствительно к ЦсА,
сопровождается деполяризацией мембраны и ин-
дуцируется при повышении в матриксе уровня
ионов Са2+, а также при возникновении условий
анаэробиоза. Безусловно, необходимы дополни-
тельные исследования для выяснения конкрет-
ных механизмов транспорта Са2+, а также его ро-
ли в регуляции функциональной активности ми-
тохондрий растений, включая индукцию РТР. В
этой связи, митохондрии семядолей люпина пред-
ставляются, на наш взгляд, перспективным объ-
ектом, поскольку выяснение указанных вопросов
может проводиться на интакных органеллах.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства образования и науки Рос-
сийской Федерации (номер темы 121040800153-1
“Механизмы адаптации растений к факторам
аридизации глобального климата и антропоген-
ному загрязнению окружающей среды”).

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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Растения в ходе всей своей жизни подвергаются различным стрессовым воздействиям. Плазмати-
ческая мембрана – основной компартмент клетки, отвечающий за адаптацию растений к стрессу и
способный ремоделировать состав входящих в нее белков посредством эндоцитоза. Основным пу-
тем эндоцитоза у растений служит клатрин-зависимый эндоцитоз, но кроме него также известны
несколько альтернативных, клатрин-независимых путей эндоцитоза. Одним из белков, участвую-
щих в таком эндоцитозе, является Flot1. В данном исследовании на модельной системе корней про-
ростков A. thaliana дикого типа и нокаут-мутанта (Atflot1ko) методами световой микроскопии с флу-
оресцентным липофильным зондом FM4-64 и электронной микроскопии была исследована роль
Flot1 в процессе эндоцитоза. Одновременная обработка корней проростков ингибитором клатри-
нового эндоцитоза (1-нафталинуксусной кислотой) и агентом, обедняющим плазмалемму по сте-
ринам (метил-β-циклодекстрином), блокировала эндоцитоз в клетках корней дикого типа. Вслед-
ствие этого, наблюдалось снижение везикуляции цитоплазмы (ранних эндосом, мелких везикул,
образованных агранулярным эндоплазматическим ретикулумом, и микровакуолей из его фрагмен-
тов, а также клатриновых везикул) как в контрольном варианте, так и в условиях стресса – при вне-
сении в среду 100 мМ NaCl. При этом у мутанта Atflot1ko происходило замыкание цистерн комплекса
Гольджи в кольцо с полным блокированием процесса формирования ранних эндосом. Таким обра-
зом, полученные результаты наводят на мысль, что при действии ингибиторов на клетки корней
A. thaliana присутствующий в микродоменах плазматической мембраны белок Flot1 сохраняет
структуру комплекса Гольджи и его способность к формированию на транс-стороне ранних эндо-
сом, а также принимает участие в образовании ранних эндосом из транс-Гольджи сети.
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ВВЕДЕНИЕ

В течение всей своей жизни клетки постоянно
сталкиваются со случайными и сложными изме-
нениями в окружающей среде. Ярким примером
такого действия является солевой стресс. Отклоне-
ния от гомеостатических условий часто неблагопри-
ятны для клеточной жизни и вызывают различные
стрессовые реакции, что обеспечивает адаптацию и
выживание клеток в неблагоприятных условиях [1].

Плазматическая мембрана (ПМ) считается цен-
тральным компартментом в клеточной адаптации
к разным стрессовым условиям, поскольку она
является барьером между внутренней и внешней
средой клеток [2]. Динамическое ремоделирова-
ние ПМ является важнейшим процессом клеточ-
ной адаптации к различным стрессовым условиям.
Регулируемый обмен молекулами и сигналами
через ПМ достигается с помощью трансмембран-
ных белков – таких как каналы, транспортеры и
рецепторы [3]. Белки удаляются из ПМ путем ин-
тернализации мембранных участков в везикулы
при эндоцитозе [4]. Внутри эндосом этот материал
затем сортируется для деградации или рециркули-
руется обратно на поверхность клетки. Перерабо-
танные белки вместе с вновь синтезированными
секретируются в виде транспортных пузырьков
для пополнения функциональной популяции бел-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600067 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: НУК – 1-нафталинуксусная кислота, MβЦД –
метил-β-циклодекстрин, ПМ – плазмалемма, ТГС –
транс-Гольджи сеть, РЭ – ранние эндосомы, КГ – ком-
плекс Гольджи, МВ – микровакуоли, ПП – переплазмати-
ческое пространство, КЗЭ – клатрин-зависимый эндоцитоз,
КНЗЭ – клатрин-независимый эндоцитоз.
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ков плазматической мембраны [5]. У растений
описано несколько вариантов эндоцитоза, обу-
словленных специфическим набором белков в
различных местах вдоль эндоцитарного пути [4].
Наиболее заметным из них считают клатрин-за-
висимый эндоцитоз (КЗЭ), при котором на ПМ
образуются впячивания с высокой концентраци-
ей белков, подлежащих транспортировке [6]. Ре-
зультатом инвагинации мембраны является обра-
зование пузырьков, покрытых клатрином, кото-
рые затем нацеливаются на перенос груза (карго)
в эндосомальные компартменты [7]. Значитель-
ная часть зарождающихся пузырьков может не
созреть, тем самым блокируя процесс поглоще-
ния и переноса груза. КЗЭ – строго регулируе-
мый процесс, ориентированный только на пере-
нос груза.

На сегодняшний день наиболее широко ис-
пользуемый метод визуализации и количествен-
ной оценки скорости эндоцитоза – использова-
ние липофильного красителя FM4-64, который
флуоресцирует только при связывании с мембра-
нами и легко проникает в клетки корней посред-
ством эндоцитоза, что позволяет оценить потоки
мембранного транспорта [8–10]. Эксперименты
по отслеживанию эндоцитоза FM4-64 показыва-
ют, что нарушение КЗЭ с использованием доми-
нантно-негативной формы клатрина резко сни-
жает общую интернализацию материала ПМ, по-
этому данный путь может быть преобладающим в
клетках растений. Было обнаружено, что КЗЭ
функционирует во всех клетках корня A. thaliana,
что указывает на его глобальное значение в фи-
зиологии растений [11, 12].

Ингибиторы КЗЭ дрожжей и животных также
являются мощными ингибиторами эндоцитоза
растений [11, 13]. Они препятствуют взаимодей-
ствию между белками-грузами и клатрин-рекру-
тинговыми адаптерными белковыми комплексами
в растениях, тем самым блокируя процесс КЗЭ [14].
Неспецифически воздействуя на КЗЭ, ауксины
могут увеличивать свой собственный отток, ста-
билизируя мембранные белки (например, PIN) и,
следовательно, организуя свой полярный транс-
порт в тканях [15, 16]. Различные эффекты аукси-
нов на транспорт PIN в клетке были получены
при использовании его изоформ, преимущественно
1-нафталинуксусной кислоты (НУК) [15–17].

Большинство изученных до сих пор трансмем-
бранных белков следуют по клатрин-зависимому
пути поглощения, который действует во всех кле-
точных слоях корня A. thaliana [12, 16, 18]. Однако
в растениях существуют альтернативы КЗЭ. Не-
зависимый от клатрина путь, нацеленный на за-
крепленные на мембране, но не трансмембран-
ные белки, был описан в клетках эпидермиса кор-
ней A. thaliana при стандартных условиях роста
[12]. В то же время обнаружено, что солевой

стресс индуцирует другой независимый от кла-
трина путь для трансмембранных и мембраносвя-
занных (заякоренных GPI) белков, на который
влияет сортировка вакуолярных белков фактора
АДФ-рибозилирования, т.е фактора обмена гуа-
нидина (ARF-GEF) 6. Данный факт согласуется с
тем, что независимый от клатрина эндоцитоз бел-
ка плазмалеммы – трансмембранного аквапори-
на 2;1 (PIP2;1) – усиливался при солевом стрессе
[12, 19]. Таким образом, тип эндоцитоза, которо-
му будет подвергаться растительный белок, не яв-
ляется фиксированным и может зависеть от мно-
жества факторов, таких как положение клетки,
состояние ее развития и сигналы/стимулы, фак-
торы окружающей среды. Одним из клатрин-не-
зависимых путей эндоцитоза (КНЗЭ) является
флотиллин-опосредованный эндоцитоз. Мем-
бранные рафты ПМ, богатые сфинголипидами и
холестерином, представляют собой упорядочен-
ные микродомены с уникальным белком флотил-
лином (Flot1). Нокдаун флотилина-1 ингибирует
поглощение GPI-связанных белков [20]. Мем-
бранный микродомен-ассоциированный эндо-
цитоз с помощью Flot1, обнаруженный у A. thaliana,
участвует в регуляции передачи сигнала посред-
ством эндоцитоза [19, 21–23]. Ранее нами было
показано, что у мутанта со сверхэкспрессией гена
flot1 наблюдалось снижение числа диктиосом в
комплексах Гольджи (КГ) и их деформация с об-
разованием кольцеобразных структур на транс-
стороне КГ, что было особенно заметно в условиях
засоления. Такие изменения КГ также могут от-
ражать активирование везикулярного транспорта
и ускоренное расходование материала транс-сторо-
ны КГ на образование эндосом [24]. Хотя функции
флотиллинов у растений исследованы в значи-
тельно меньшей степени, чем у представителей
других царств, их участие в ряде процессов тоже
было показано. Однако есть данные об очень низ-
кой частоте образования инвагинаций, связанных с
Flot1, что согласуется с отсутствием действия исто-
щения флотилина на скорость эндоцитоза холер-
ного токсина [25].

КНЗЭ заякоренных GPI-белков в клетках жи-
вотных критически зависит от содержания стери-
нов в мембране [26]. Предварительная обработка
корней проростков метил-β-циклодекстрином
(MβЦД) – соединением, обедняющим ПМ расте-
ний по стеринам [19, 27], снижает поглощение
FM4-64 в эпидермальных клетках корня A. thali-
ana [12]. MβЦД может выводить стерины из ПМ,
тем самым способствуя MβЦД-индуцированно-
му истощению мембраны, что, в свою очередь,
приводит к ослаблению динамики фосфорилиро-
вания, димеризации и интернализации расти-
тельных белков [28].

Целью данной работы было показать участие
белка Flot1 в образовании ранних эндосом (РЭ)
на транс-стороне комплекса Гольджи. Для дости-



384

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

ХАЛИЛОВА, ВОРОНКОВ

жения данной цели были проведены исследова-
ния с ингибиторами эндоцитоза на клетках кор-
ней проростков A. thaliana дикого типа (ДТ) и его
нокаут-мутанта по гену flot1, а также изучена уль-
траструктура клеток корней этих растений при
действии на них данных ингибиторов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Работу выполняли на рас-
тениях Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (экотип Col-0)
ДТ и его нокаут-мутанте Atflot1ko (SALK_205125C).
Данные о вставке и характеристика мутанта были
показаны нами ранее [29]. 5-дневные проростки
A. thaliana ДТ и нокаут-мутанта Atflot1ko как для
FM-окрашивания, так и для трансмиссионной
электронной микроскопии (ТЭМ) были выраще-
ны на агаризованной ½ МС-среде с 0.5% сахаро-
зой при температуре 23 ± 2°С, относительной
влажности воздуха 70 ± 5%, фотопериоде 16 ч/сут
и интенсивности света 80 мкмоль квантов/м2 с,
полученного от люминесцентных ламп ЛБ-80
(“Philips”, Польша).

FM4-64 окрашивание. В ходе эксперимента
5-дневные проростки инкубировали в 1 мл жидкой
½ MС-среде (без 0.5% сахарозы, рН 5.8). В кон-
трольном варианте опыта проростки инкубирова-
ли с эндоцитозным красителем FM4-64 (2 мкМ)
при комнатной температуре в течение 30 мин. В
опытном варианте в среду инкубации одновре-
менно с красителем вносили 100 мМ NaCl. Далее
проростки переносили на предметное стекло и
визуализировали с помощью микроскопа Axio-
Imager Z2 (“Carl Zeiss”, Германия). Изображения
получали с помощью монохромной высокочув-
ствительной камеры AxioCamMRm (“Carl Zeiss”,
Германия) в программе AxioVision 4.8. Флуоресцен-
цию FM4-64 (красный псевдоцвет) детектировали,
используя наборы фильтров №14 (λex 510–560 нм,
λem > 590 нм; “Carl Zeiss”, Германия). Средняя
интенсивность пикселей цитозольной стороны
клеток, исключая плазматическую мембрану, бы-
ли измерены с помощью программы ZEN Blue
(“Carl Zeiss”, Германия). Для анализа использо-
вали не менее 50 снимков в каждой точке.

Обработка корней НУК и MßЦД. 5-дневные
проростки инкубировали в 1 мл жидкой ½ MС-
среде (без 0.5% сахарозы, рН 5.8) с добавлением
100 мкМ НУК (“Sigma”, #N1641, Великобрита-
ния) и прединкубировали в течение 30 мин. Далее
в инкубирующий раствор добавляли 2 мкМ FM4-64
при комнатной температуре и продолжали инку-
бацию еще 30 мин. В опытном варианте в среду
инкубации вместе с FM4-64 добавляли 100 мМ
NaCl. При одновременной обработке проростков
НУК и MßЦД в раствор ½ MС-среды добавляли
100 мкм НУК и 10 мМ MßЦД (“Sigma”, #128446-
36-6, Китай) и прединкубировали при комнатной

температуре в течение 30 мин. Далее все так же,
как при обработке НУК. Обработка изображений
была такая же, как при окрашивании FM4-64.

Трансмиссионная электронная микроскопия.
Изучение ультраструктуры клеток корней про-
ростков A. thaliana ДТ и нокаут-мутанта Atflot1ko
проводили с помощью трансмиссионной элек-
тронной микроскопии. Образцы подготавливали
в соответствии со стандартной методикой [24].
Кусочки корней (2–3 мм) для ТЭМ были выреза-
ны на расстоянии 1‒2 мм от кончика корня. Об-
разцы фиксировали в 2.5% растворе глутарового
альдегида в течение 3 ч и далее постфиксировали
в 1% OsO4 при 4°С в течение одних суток. Фикси-
рующие растворы готовили на основе 0.05 М ка-
кодилатного буфера, рН 7.2. После фиксации об-
разцы обезвоживали в спиртах (30 и 40% ‒ 2 раза
по 15 мин; 50 и 60% ‒ 2 раза по 30 мин; 70% ‒ на
ночь при 4°С). На следующий день образцы пере-
носили в 96% этанол ‒ 1 ч; 100% этанол : 100%
ацетон – 1 : 1 (об/об) – 1 ч; 100% ацетон – 1 ч и да-
лее в смесь эпоксидной смолы (“Fluka”, cat.
№ 2920114, Германия) и ацетона в соотношении
1 : 8, 1 : 4, 1 : 1 (об/об). После полимеризации об-
разцов с помощью ультрамикротома Om U3
(“Reihert”, Австрия) были получены ультратон-
кие срезы. Для просмотра в ТЭМ LIBRA 120
(“Carl Zeiss”, Германия) срезы помещали на сет-
ки и контрастировали 1% уранилацетатом.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали факторный дисперсион-
ный анализ с апостериорным критерием HSD для
неравных выборок в программе STATISTICA10
(StatSoft). На графиках представлены средние
значения и их стандартные отклонения, разными
буквами указаны достоверно отличающиеся ве-
личины при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для мониторинга общего эндоцитоза, проте-
кающего в клетках корней 5-дневных проростков
растений A. thaliana ДТ и его нокаут-мутанта (At-
flot1ko), мы проанализировали внутриклеточное
накопление эндоцитарного индикатора FM4-64,
гидрофобные молекулы которого поглощаются
клетками корня путем связывания с липидами
ПМ. Поглощенный краситель интернализуется с
помощью эндоцитозных пузырьков [30].

Интенсивность флуоресценции FM4-64 в клет-
ках корня у Atflot1ko в зоне растяжения была в 2 ра-
за больше, чем у ДТ, как в отсутствие соли, так и
при внесении 100 мМ NaCl в среду (рис. 1; Допол-
нительные материалы, рис. 1). Внесение NaCl в
среду инкубирования не оказало влияния на ско-
рость интернализации красителя у ДТ и у At-
flot1ko, что согласуется с данными, полученными
нами ранее [28]. Инкубация проростков в раство-
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ре, содержащем 2 мкМ FM4-64, привела к замет-
ному эндоцитозу красителя клетками корня
Atflot1ko в исследуемой зоне.

Анализ влияния НУК на эндоцитоз в клетках
корней проростков исследуемых нами линий
A. thaliana показал, что в корнях ДТ, предобрабо-
танных раствором 100 мкМ НУК, и в отсутствие
соли в среде ингибирование эндоцитоза состави-
ло 70%. Внесение в среду инкубации 100 мМ NaCl
возвращало значения интенсивности флуорес-
ценции FM4-64 у растений ДТ до контрольных
значений (рис. 1). Следует отметить, что клеточ-
ные мембраны оставались очерченными FM4-64,
поэтому доступ красителя ко всем клеткам корня
не нарушался обработкой корней НУК (Допол-
нительные материалы, рис. 1).

Обработка корней проростков Atflot1ko 100 мкМ
НУК ингибировала эндоцитоз FM4-64 в клетках
на 35% в условиях отсутствия соли в среде. Внесе-
ние NaCl в среду инкубации не оказало действия
на интернализацию красителя клетками корней
проростков и оставалось на том же уровне, что и в
контроле (рис. 1).

Одновременная обработка корней проростков
растений A. thaliana ДТ и нокаут-мутанта НУК и
MßЦД (агентом, вымывающим стерины из ПМ),
способствовала сильному снижению сигнала флуо-
ресценции маркера FM4-64. Совместное действие
этих двух агентов на клетки корня проростков ДТ
в контрольных условиях привело к снижению
сигнала FM4-64 на 84% от контрольных значе-
ний, а у нокаут-мутанта – на 82% в аналогичных
условиях. Внесение в среду 100 мМ NaCl также
приводило к ингибированию сигнала флуорес-
ценции на 76% у ДТ и на 75% у нокаут-мутанта по
сравнению с контролем (рис. 1; Дополнительные
материалы, рис. 1). Общий эффект ингибирова-
ния сохранялся у обеих линий. Кроме того, по-
глощение FM4-64, которое было невосприимчи-
вым к обработке НУК в клетках корней ДТ в
условиях засоления, было значительно снижено в
ответ на одновременное действие двух агентов
(рис. 1; Дополнительные материалы, рис. 1). Од-
новременная обработка корней НУК и MßЦД
блокировала все вызванные солью увеличения
поглощения FM4-64 у ДТ.

Трансмиссионная электронная микроскопия. Изу-
чение ультраструктуры клеток корней 5-дневных
проростков растений A. thaliana ДТ и его нокаут-
мутанта по гену flot1 (Atflot1ko) в исследуемой на-
ми зоне растяжения как в контрольных условиях,
так и в условиях стресса (100 мМ NaCl) (рис. 2а–в)
показало отсутствие различий с морфологией
структур клеток зоны поглощения, которая была
описана нами ранее [29]. Обработка ауксином
корней проростков ДТ в контрольных условиях
привела к выраженному уменьшению кривизны
ПМ (рис. 2ж–и) и ее плотному прилеганию к кле-

точной стенке, за исключением редких участков
скопления экзосом (Экз) между ПМ и периплаз-
маческим пространством (ПП) (рис. 2з). ТГС ак-
тивно формировала РЭ на транс-стороне (рис. 2з).
Действие НУК сказалось и на структуре хорошо
развитого эндоплазматического ретикулума (ЭР),
имеющего в контроле форму разветвленных тру-
бочек (рис. 2а–е), которое привело к расшире-
нию просветов и переходу из трубчатой формы в
форму цистерн, а затем и к его фрагментирова-
нию. Мелкие фрагменты ЭР образовывали мно-
жество микровакуолей (МВ) угловатой формы
(рис. 2и). Наблюдалась повышенная извилистость
тонопласта (рис. 2ж–и), что, по-видимому, связано
с усилением потока транспорта везикул в сторону
вакуоли и увеличением общей площади мембраны.
Активное состояние ТГС в условиях контроля де-
монстрировало усиление везикуляции цитоплазмы
в целом (рис. 2з, и) и активацию процесса экзоци-
тоза в клетках корней проростков при ингибирова-
нии КЗЭ. В корнях растений ДТ, не обработанных
ауксином, в условиях отсутствия соли в среде такой
сильной везикуляции не наблюдалось (рис. 2а–в).

При внесении в среду инкубации 100 мМ NaCl
наблюдались некоторые изменения ультраструк-
туры клеток. Обработка ауксином в этих условиях
деформировала ТГС с образованием полукольце-
образных структур (рис. 2л, м), однако на транс-
стороне КГ автивно формировались РЭ крупных
размеров (рис. 2л), по сравнению с контролем.
Просветы ЭР были также расширены, фрагмен-
тированных участков ЭР в цитоплазме не наблю-
далось (рис. 2м). Уменьшение общей везикуля-
ции и вакуолизации цитоплазмы при обработке
корней ДТ 100 мМ NaCl является результатом
снижения интенсивного образования везикул и

Рис. 1. Интенсивность флуоресценции FM4-64 в клет-
ках корней 5-дневных проростков растений A. thaliana:
1 – дикий тип, 0 мМ NaCl; 2 – дикий тип, 100 мМ NaCl;
3 – Atflot1ko, 0 мМ NaCl; 4 – Atflot1ko, 100 мМ NaCl.
Контроль – FM4-64, 2 мкМ; НУК – 100 мкМ; МßЦД –
10 мМ.
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активирования экзоцитоза в сторону вакуоли
(рис. 2к–м). При этом в условиях засоления и от-
сутствия ауксина в среде инкубирования в клет-
ках корней проростков ДТ наблюдалась повы-
шенная вакуолизация цитоплазмы (рис. 2г–е).

Изучение ультраструктуры клеток нокаут-му-
танта, обработанных НУК, показало, что мутация
Atflot1 не выявила особых различий между кон-
трольными и опытными вариантами растений.
Тем не менее, в условиях отсутствия соли в среде
в клетках корня нокаут-мутанта наблюдалось от-
сутствие извилистости ПМ и ее плотное прилега-
ние к клеточной стенке, кроме редких участков
скопления Экз в ПП (рис. 3ж–и, и-(вставка)).
ТГС дефомировались с образованием кольцеоб-
разных структур (рис. 3ж, з) по сравнению с ана-
логичными условиями инкубации корней про-
ростков ДТ (рис. 2ж–и). На транс-стороне КГ
формировались единичные эндосомы. Просветы
ЭР были расширены, при этом сам ЭР не был
фрагментирован (рис. 3з, и). Цитоплазма клеток
не была вакуолизирована. Внесение NaCl в среду
инкубирования и обработка проростков нокаут-му-
танта НУК не привело к заметным ультраструктур-
ным изменениям (рис. 3к–м) по сравнению с кон-
трольными условиями (рис. 3ж–и). Однако, следует
отметить, что в условиях засоления ТГС полно-
стью замыкалась в кольцо, тем самым блокируя
образование РЭ на транс-стороне. В аналогичных
условиях, но без обработки НУК, КГ сохраняли
структуру и процесс образования РЭ на транс-
стороне был ярко выражен (рис. 3г–е).

Обработка корней проростков ДТ одновре-
менно НУК и MßЦД не привела к заметным из-
менениям в ультраструктуре клеток – они были
аналогичны действию ауксина на корни. В усло-
виях отсутствия соли в среде КГ активно отшнуро-
вывал от транс-стороны РЭ (рис. 2н–п). Расшире-
ние ЭР, его фрагментация и образование мелких
МВ неправильной формы вызвало усиление вези-
куляции и вакуолизации цитоплазмы (рис. 2н–п).
Внесение в среду 100 мМ NaCl имело аналогич-
ное действие на структуру клеток корня ДТ, как и
при действии только НУК в условиях засоления
(рис. 2р–т). Следует отметить, что у растений ДТ
изменение ультраструктуры КГ наблюдалось
только в условиях засоления как при обработке
НУК, так и при одновременной обработке НУК
и MßЦД.

Совместная обработка корней нокаут-мутан-
та НУК и MßЦД в контрольных условиях приво-
дила в целом к увеличению везикуляции и ваку-

олизации цитоплазмы за счет образования более
крупных РЭ на транс-стороне КГ и увеличению
просветов ЭР с образованием МВ неправильной
формы (рис. 3н–п). В условиях засоления выра-
женная везикуляция цитоплазмы снижалась,
ТГС замыкались в кольцо, активности на их
транс-стороне не происходило (рис. 3с). Фраг-
ментации и расширения просветов ЭР не наблю-
далось (рис. 3т), в отличие от варианта, когда кор-
ни были обработаны только НУК (рис. 3м).

Таким образом, все описанные изменения уль-
траструктуры клеток корней были вызванны скорее
действием НУК, чем двойным действием агентов.
Добавление в среду инкубации NaCl приводило к
уменьшению вакуолизации цитоплазмы клеток
корня как у ДТ, так и у нокаут-мутанта.

ОБСУЖДЕНИЕ
Мембранный транспорт у эукариот включает

сложную сеть транспортных систем везикул, иду-
щих во многих направлениях и соединяющих прак-
тически каждый внутриклеточный компартмент.
По большей части, внутренний транспорт опосре-
дован клатрином, тогда как транспортные везику-
лы, происходящие из ПМ, могут иметь различное
происхождение. Эти эндоцитарные пузырьки, как
правило, имеют разные размеры (60–200 нм) [30,
31]. После формирования везикулы сливаются и
обмениваются грузом в пре-вакуолярном ком-
партменте, в том числе и в ТГС/РЭ [32, 33].

Ранее нами было показано, что в зоне погло-
щения в клетках корня ДТ и нокаут-мутанта не
было выявлено различий в скорости поглощения
зонда FM4-64 как в контрольном варианте, так и
в присутствии NaCl в среде [29]. Исследования
показали, что в разных зонах корня, а также в раз-
личных слоях клеток корня протекают разные
процессы эндоцитоза (клатрин-зависимые и кла-
трин-независимые) [12]. В данной работе исследо-
вания были проведены в зоне растяжения корня.
Известно, что в зоне роста (растяжения) клетки
сильно удлиняются путем растяжения. Интенсив-
ность данного процесса во всей зоне роста не оди-
наковая и своего максимума достигает в цен-
тральной части. Для этих процессов необходим
постоянный активный транспорт веществ и мем-
бранного материала, который доставляется в ре-
зультате везикулярного транспорта (эндо- и экзо-
цитоза), идущего в обоих направлениях в клетке.

Единственным хорошо охарактеризованным
эндоцитарным путем в растениях является кла-

Рис. 2. Ультраструктура клеток корней 5-дневных проростков дикого типа растений A. thaliana: а–в – 0 мМ NaCl;
г–е – 100 мМ NaCl; ж–и – 0 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; к–м – 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; н–п – 0 мМ NaCl +
+ 100 мкМ НУК + 10 мМ MßЦД; р–т – ДТ 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК + 10 мМ MßЦД. ЭР – эндоплазматический
ретикулум, В – вакуоль, белая звездочка – транс-Гольджи сеть/ранние эндосомы, черная стрелка – плазматическая
мембрана, белая стрелка – экзосомы. Масштаб – 0.5 мкм.
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трин-зависимый путь, в основном из-за доступ-
ности специфических химических ингибиторов –
НУК, Tyr-A23, HUB1 [11, 18]. Каждый из этих
агентов эффективно блокирует поглощение боль-
шинства трансмембранных белков (PIN2, LTI6b,
PIN1), подтверждая, что эти белки поглощаются
исключительно клатрин-зависимым путем. Было
показано, что этот путь действует конститутивно
во всех слоях корня [12].

Для выявления эффектов ауксина на транс-
порт везикул предпочтительно используется син-
тетическая форма НУК из-за ее более высокой
стабильности по сравнению с природным аукси-
ном, индол-3-уксусной кислотой (ИУК) [15, 16].
Ауксины влияют на эндоцитоз, а точнее на кла-
трин-зависимый эндоцитоз, что подтверждено
ауксин-опосредованным ингибированием интер-
нализации эндоцитарного индикатора FM4-64 [8] и
снижением его сигнала в клетках [15, 16]. Показа-
но, что при добавлении 100 мкМ НУК в среду ин-
кубации практически отсутствует внутриклеточ-
ный сигнал FM4-64 [34]. В нашей работе такая
концентрация НУК вызвала максимальный эф-
фект ингибирования КЗЭ в клетках обоих иссле-
дуемых линий растений (рис. 1; Дополнительные
материалы, рис. 1). Обработка проростков ДТ
ауксином привела к сильному ингибированию
КЗЭ (на ≈70%), тогда как эффект ингибирования
этого процесса у нокаут-мутанта составил ≈15%
(рис. 1). Вероятно, КЗЭ в клетках корней нокаут-
мутантов является доминирующим, и полное ин-
гибирование данного процесса в клетках корней
мутантных растений могло бы привести к нару-
шению транспортных функций клетки в целом.
При этом не исключено, что у данных растений
существуют альтернативные пути КНЗЭ, в кото-
ром не участвует Flot1 (например, рецептор-опо-
средованный эндоцитоз). Отсутствие усиления
сигнала в ответ на внесение в среду ингибирования
100 мМ NaCl в клетках корней нокаут-мутанта под-
тверждает данные об усилении КНЗЭ в условиях
засоления с участием белка Flot1 [19, 21].

Использование ТЭМ показало, что обработка
проростков НУК привела к изменению уль-
траструктуры клеток как у ДТ, так и у нокаут-му-
танта (рис. 2ж–м, 3ж–м). По-видимому, НУК в
высокой концентрации (100 мкМ) эффективно
ингибирует КЗЭ и оказывает сильное влияние на
эндомембранную систему, в том числе и на ее
морфологию (деформация ТГС, фрагментация ЭР).
Действие ауксина в контрольных условиях при-
вело к скоплению Экз в ПП (рис. 3з), что, в свою

очередь, указывает на активный процесс экзоцито-
за, протекающий в клетках корней ДТ. Усиление
сигнала FM4-64 в клетках корней ДТ в условиях
засоления, по-видимому, происходит за счет пе-
рераспределения потоков везикулярного транс-
порта (активации КНЗЭ и направления экзоци-
тоза в сторону вакуоли).

В клетках корней растений A. thaliana клатрин-
зависимый и клатрин-независимый пути эндо-
цитоза действуют повсеместно [12]. Показано,
что обработка кончиков корней растений A. thali-
ana ауксинами снижала скорость КЗЭ и ингиби-
ровала поглощение мембранного белка PIP2;1
[19, 21, 35]. Однако следует отметить, что эндоци-
тоз PIP2;1 также происходит независимо от кла-
трина через нанодомен-опосредованный путь.
Действительно, при солевом стрессе (100 мМ NaCl)
совместная локализация между PIP2;1 с нанодо-
менным постоянным белком Flot1 увеличивалась
[19]. Это согласуется с нашими данными по инги-
биторному анализу эндоцитоза с НУК у ДТ и уси-
ления сигнала FM4-64 при добавлении NaCl в
среду (рис. 1).

Одновременное внесение НУК и MβЦД в сре-
ду инкубирования проростков ДТ блокировало
все индуцированные солью увеличения поглоще-
ния FM4-64. Внесение NaCl в среду не приводило
к увеличению внутриклеточного сигнала марке-
ра. Это наблюдение указывает на то, что все до-
полнительные и индуцированные различными
факторами пути эндоцитоза чувствительны к то-
му или иному из этих реагентов.

Микродомены мембран, обогащенные стери-
нами и сфинголипидами, могут модулировать ло-
кализацию и активность определенных мембран-
ных белков [36]. Флотиллины были обнаружены в
мембранных рафтах ПМ у A. thaliana, что указывает
на его потенциальную связь с доменами, богатыми
стеринами [21]. Известно, что флотиллины в соста-
ве рафтов входят в состав детергент-устойчивых
мембран (ДУМ). Показано, что обработка фракции
ДУМ MßЦД, выделенной в градиенте сахарозы
[37], приводит к истощению фитостеринов и уда-
лению плавающей фракции ДУМ из градиента
плотности сахарозы, что, скорее всего, связано с
нарушением свойств ДУМ [38], при этом гло-
бальный белковый состав ПМ после обработки
MßЦД сохранялся [27]. По-видимому, истоще-
ние свободного фитостерина из ПM клеток после
обработки корней MßЦД приводит к полному
удалению фракции ДУМ и, в некоторой степени,
к нарушению гетерогенности мембраны, в част-

Рис. 3. Ультраструктура клеток корней 5-дневных проростков нокаут-мутанта A. thaliana: а–в – 0 мМ NaCl; г–е – 100 мМ
NaCl; ж–и – 0 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; к–м – 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; н–п – 0 мМ NaCl + 100 мкМ НУК +
+ 10 мМ MßЦД; р–т – ДТ 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК + 10 мМ MßЦД. ЭР – эндоплазматический ретикулум, В – ва-
куоль, белая звездочка – транс-Гольджи сеть/ранние эндосомы, черная стрелка – плазматическая мембрана, белая
стрелка – экзосомы. Масштаб – 0.5 мкм.
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ности богатых стерином доменов. Таким образом,
фитостерины в ПМ клеток, возможно, являются
ключевыми соединениями для структурирования
липидных рафтов путем упорядочивания ациль-
ной цепи липидов и продвижения их в качестве
платформ рекрутирования мембранных белков, в
состав которых входит и Flot1. Таким образом,
наблюдаемые нами изменения в ультраструктуре
клеток исследуемых линий растений A. thaliana
(деформация ТГС, фрагментация ЭР), обрабо-
танных отдельно ауксином и одновременно НУК
с MßЦД, могут быть объяснены изменениями в
уровнях и/или составе свободных стеринов в
мембранах в целом.

Одновременная обработка корней нокаут-му-
тантов ауксином и MßЦД оказала сильное ингиби-
рующее действие на КЗЭ. Изучение ультраструкту-
ры клеток растений Atflot1ko, обработанных одно-
временно двумя агентами, показало, что небольшое
количество РЭ и МВ в цитоплазме клеток, на-
блюдаемых в условиях отсутствия соли в среде,
полностью исчезло при внесении в среду 100 мМ
NaCl. Вероятно, засоление среды приводит к
быстрому слиянию образовавшихся в цитоплазме
клеток РЭ между собой и/или с вакуолью, а также
к полному замыканию цистерн КГ в кольцо, что,
в свою очередь, блокирует процесс образования
РЭ на транс-стороне.

Нами показано, что наличие в микродоменах
ПМ клеток корней белка Flot1 сохраняет структуру
КГ и его способность к формированию на транс-
стороне РЭ при ингибировании КЗЭ и обработке
корней MßЦД как в контрольных условиях, так и
при засолении. При этом аналогичное действие
ауксина и MßЦД на клетки корней нокаут-мутанта
сильно деформировало структуру ТГС. Внесение
в среду NaCl приводило к полному блокированию
способности ТГС формировать везикулы на транс-
стороне. Таким образом, мы можем утверждать,
что функционирование микродоменного белка
ПМ Flot1 сохраняет структуру КГ в клетках кор-
ней A. thaliana и принимает участие в образова-
нии РЭ из ТГС.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства образования и науки Рос-
сийской Федерации (№ темы 122042700044-6).

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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Получены каллусные культуры in vitro цикория обыкновенного (Cichorium intybus L.) и исследованы
их ростовые и биохимические особенности в зависимости от гормонального состава МС-среды и
спектрального состава света. Изучение влияния светокультуры на формирование каллусной ткани
и накопление в ней инулина проводили в светонепроницаемых гроутентах с излучением выровнен-
ным по плотности потока фотосинтетических фотонов и различным соотношением его уровней в
области 660 нм (R – красный) и 730 нм (FR – дальний красный). Контрольный вариант размещали
под белыми линейно-люминесцентными лампами. Полученные культуры характеризовались высо-
кой пролиферативной активностью и способностью к морфогенезу. Установлено, что взаимодей-
ствие двух факторов – присутствие в составе питательной среды ауксинов (ИУК или НУК в концен-
трации 7.5 мг/л в сочетании с БАП 0.5 мг/л) и культивирование в условиях светокультуры (FR > R,
FR = R, FR < R) – оказало существенное влияние на биосинтетический потенциал культур клеток.
В полученных культурах проведено исследование количественного содержания инулина. Показано, что
высокое содержание инулина (7.55–7.95%) в каллусных культурах было характерно при выращивании
на МС-среде в сочетании с ИУК при режиме освещения FR > R. Вероятно, это обусловлено тем, что
именно в этих условиях формировалась хорошо пролиферирующая и высокоморфогенная каллусная
ткань. Полученные результаты подтверждают выдвинутую гипотезу о специфичности культивиру-
емых клеток in vitro синтезировать и накапливать вторичные метаболиты в дедиффенцированных
клетках и зависимости этого процесса от факторов химической и физической природы.

Ключевые слова: Cichorium intybus, гормоны роста, инулин, каллусогенез, спектральный состав света
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее время уделяется большое внимание
развитию фарминдустрии, одним из приоритетных
направлений которой является производство каче-
ственных лекарственных препаратов. Основное
требование, предъявляемое к препаратам − их без-
опасность и высокая эффективность действия. Ис-
точником производства таких препаратов могут
служить растительные объекты, в частности, ле-
карственные растения, позволяющие расширить
ассортимент лечебных средств [1–3]. Кроме того,
такое производство позволит получать конкурен-
тоспособные импортозамещающие лекарственные
препараты, что будет способствовать успешной ре-
ализации Государственной программы Россий-
ской Федерации “Развитие здравоохранения”. В
соответствии с прогнозом ВОЗ, через 15–20 лет
доля фитопрепаратов в общем ассортименте ле-
карственных средств может возрасти до 60% [4].

Данный прогноз объясняется стратегией ВОЗ в
области народной медицины 2014–2023 гг.

Интерес исследователей к лекарственным рас-
тениям постоянно растет, так как они являются
источником биологически активных веществ, ко-
торые могут широко применяться не только в
фарминдустрии, но и в пищевой промышленности.
В настоящее время особое внимание уделяется
производству продуктов питания диетического и
функционального назначения, в состав которых
входят, например, пищевые волокна, антиокси-
данты, пребиотики и др. [5]. Одним из эффектив-
ных пребиотиков является инулин, который со-
держится в таких растениях как цикорий (Cichorium
intybus L.), топинамбур (Helianthus tuberosus L.),
девясил (Inula helenium L.) и др. Однако для про-
мышленного производства инулина используют
C. intybus [6], а основные производители – Герма-
ния, Бельгия и Китай. Поэтому необходимо пере-
смотреть системы управления производством и
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получать отечественную конкурентоспособную
продукцию высокого качества.

Инулин представляет собой гетерогенный на-
бор полимеров фруктозы. Он состоит из глюко-
зильных фрагментов и повторяющегося фрукто-
зильного фрагмента, которые связаны между собой
β-2,1-связями [7]. Степень полимеризации (DP)
стандартного инулина колеблется от 2 до 60 [8, 9].
Из-за наличия β-2,1-связей инулин не расщепля-
ется ферментами пищеварительной системы че-
ловека, что способствует его функциональным
свойствам: пониженной калорийности и пребио-
тическим эффектом [10].

Цикорий обыкновенный (C. intybus L.) – мно-
голетнее травянистое растение семейства Астро-
вые (Asteraceae), широко распространенное в
Азии и Европе [11, 12], используемое в промышлен-
ности в качестве сырья для производства инулина и
биологически активных соединений. Различные
части растения являются источником таких соеди-
нений, как алкалоиды, сесквитерпеновые лактоны,
кумарины, витамины, ненасыщенные стерины,
флавоноиды, сапонины и дубильные вещества [13–
16]. Согласно данным Meehye и Shin (1996) [17], в
свежих корнях цикория обычно содержится 68%
инулина, 14% сахарозы, 5% целлюлозы, 6% белка,
4% золы и 3% других соединений, в то время как
в сушеных корнях цикория содержание инулина
возрастает до 98% и только 2% приходится на все
остальные соединения. Цикорий традиционно
используют для лечения гипертермии различной
этиологии, диареи, желтухи и выведения камней
из желчного пузыря [18, 19], а также сообщается, что
растение обладает мощным гепатопротекторным,
антиоксидантным, гипогликемическим, мочегон-
ным, антитестикулярным и иммуномодулирующим
действием [20–24]. Кроме того, его корни после об-
жаривания и измельчения часто используют в каче-
стве заменителя кофе или добавки к кофе, особенно
в Средиземноморском регионе Индии и Южной
Африке [25].

Применение методов биотехнологии, в част-
ности культуры клеток, органов и тканей высших
растений, позволяет не только размножать и по-
лучать высококачественный посадочный матери-
ал, но и создавать культуры клеток in vitro редких,
исчезающих и лекарственных растений, с повы-
шенным содержанием целевого вещества [26].
Что касается цикория, то такие исследования in vitro
малочисленны. Основное внимание уделяется
технологии клонального микроразмножения с
целью получения растений-регенерантов из раз-
личных частей цикория. Так, например, в литера-
туре приводятся данные о зависимости регенера-
ции растений из каллусной ткани, полученной из
листовых [27–33] и черешковых [34, 35] эксплан-
тов, от гормонального состава питательной среды.
Как правило, в качестве индукторов каллусо- и

морфогенеза применяют БАП, ИУК или НУК в
различных концентрациях и соотношениях [29–
31, 33]. Другим абиотическим фактором, который
оказывает влияние на процесс фотосинтеза, раз-
витие и морфогенез растений [36], регулирует
первичный и вторичный метаболизм − является
свет. Экспериментальные данные ряда авторов
показывают зависимость синтеза вторичных ме-
таболитов от спектрального состава света, особенно
длинноволновой (красной) области. Что касается
цикория, то аналогичные исследования ранее не
были проведены.

Цель настоящей работы − получение каллу-
сной культуры C. intybus с разной степенью диф-
ференциации (морфогенной и каллусной) и ис-
следование особенностей их роста и накопления
инулина в зависимости от гормонального состава
питательной среды и условий освещения in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения культуры in vitro цикория (C. in-
tybus L.) использовали семена элитной репродук-
ции сорта Петровский (урожай 2019 г.), селекции
Ростовской опытной станции.

Семена стерилизовали 0.1% раствором HgCl2 в
течение 9 мин, трижды промывали стерильной
дистиллированной водой [33] и высевали в чашки
Петри диаметром 90 мм на агаризованную МС-
среду [37] без добавления регуляторов роста. рН
МС-среды доводили до 5.6–5.8 перед автоклави-
рованием. Чашки Петри помещали на стеллажи
под белые линейно-люминесцентные лампы
(OSRAM AG, Германия) (интенсивность осве-
щения 150 мкмоль/м2 с) и проращивали при тем-
пературе 23 ± 1°C и 16-часовом световом дне.

В дальнейшем 16-дневные проростки переса-
живали в культуральные сосуды объемом 200 мл
на МС-среду, дополненную 1.0 мг/л БАП (Merck,
Германия) и 0.1 мг/л ИУК (Merck, Германия) для
формирования асептических растений с правиль-
ной морфологией.

Все работы по стерилизации семян, введению в
культуру in vitro, по изучению каллусогенеза и мор-
фогенеза проводили в асептических условиях лами-
нарного бокса (BIOBASE BBS-H1800(X), КНР).

Каллусную ткань получали из листовых экс-
плантов, изолированных с 30-дневных асептиче-
ских растений, на МС-среде, дополненной регу-
ляторами роста – БАП (2.0 мг/л) в сочетании с
различными ауксинами НУК, ИУК и 2,4-Д (Mer-
ck, Германия) в концентрации 5.5–9.5 мг/л. Вы-
ращивание каллусной культуры осуществляли в
чашках Петри с диаметром 90 мм, при освеще-
нии белыми линейнолюминесцентными лампами
(OSRAM AG, Германия), (интенсивность осве-
щения 150 мкмоль/м2 с) и 16-часовом световом дне.
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Каждые 4 недели каллусную ткань пересажи-
вали на свежую питательную среду. При этом
учитывали структуру и цвет каллусной ткани.
Интенсивность роста каллусной ткани определя-
ли по ее массе (мг). Для этого осуществляли взве-
шивание ткани в условиях ламинар-бокса в нача-
ле и в конце цикла выращивания. Биомассу кал-
лусной ткани определяли на аналитических весах
(AND GR-202, Япония). На основании получен-
ных результатов вычисляли прирост каллусной
культуры на 28 сутки культивирования (Gr) (IV и
V циклы выращивания). Для расчетов использо-
вали следующую формулу: Gr = Xmax/X0, где Xmax и
X0 – максимальное и начальное значения сырой
массы каллусной ткани.

Изучение влияния светокультуры на форми-
рование каллусной ткани и накопление в ней
инулина проводили в светонепроницаемых гро-
утентах (Urban Grower, Россия) с излучением выров-
ненным по плотности потока фотосинтетических
фотонов и различным соотношением его уровней в
области 660 нм (R – красный) и 730 нм (FR – даль-
ний красный) (FR > R, FR = R, FR < R). Контроль-
ный вариант размещали под белыми линейно-лю-
минесцентными лампами (OSRAM AG, Германия)
(интенсивность освещения 150 мкмоль/м2 с)
(рис. 1). Каллусную ткань получали из сегментов
листьев 30-дневных асептических растений ци-

кория, на агаризованной МС-среде с добавлени-
ем 2.0 мг/л БАП в сочетании с 7.5 мг/л НУК или
7.5 мг/л ИУК. Выращивание каллусной культу-
ры осуществляли в чашках Петри с диаметром
90 мм, при температуре 23 ± 1°С и 16-часовом
световом дне.

Варианты соотношения R/FR:
(1) R/FR = 1, плотность потока фотосинтети-

ческих фотонов (PPFD) = 142 ± 10 мкмоль/м2 с;
(2) R/FR = 1/2, PPFD = 142 ± 10 мкмоль/м2 с;
(3) R/FR = 2, PPFD = 142 ± 10 мкмоль/м2 с;
(4) Контроль: белая линейно-люминесцент-

ная лампа (OSRAM AG, Германия), PPFD 40 ±
± 10 мкмоль/м2 с.

Спектры излучения измеряли с помощью при-
бора PLA-20 (Everfine, КНР).

Количественный анализ инулина в каллусных
культурах определяли методом спектрофотомет-
рии [38]. Анализ проводили на высушенном мате-
риале. Биомассу всех полученных культур высу-
шивали в сушильном шкафу при температуре
50°C в течение 24 ч. Для одного анализа брали су-
хой образец каллуса в количестве 600 мг, помеща-
ли в мерную колбу, заливали 9.5 мл 90% этанола и
выдерживали в течение 30 мин на водяной бане
(BioSan, Латвия) при температуре 80°C, периоди-

Рис. 1. Варианты соотношения R/FR: (а) – R = FR, (б) – R < FR, (в) – R > FR, (г) – контроль (люминесцентные лампы).
Спектры излучения получены с помощью прибора PLA-20 (Everfine, КНР).
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чески перемешивая его содержимое. В качестве
контроля к образцу каллуса добавляли такой же
объем воды. После охлаждения в обе колбы
(пробную и контрольную) добавляли 0.05 мл 25%
раствора NaOH и объем доводили до 10.0 мл эта-
нолом. Содержимое колб оставляли на 10–20 мин,
после чего проводили центрифугирование при
4000–6000 об/мин в течение 3–5 мин. После это-
го брали пустые мерные колбы объемом 10 мл и
переносили в них 0.05 мл центрифугата обоих
экстрактов (образца и контроля), а также раство-
ра 3.0 мг/мл фруктозы (стандарт) и воды (кон-
троль). На следующем этапе к полученному объе-
му добавляли 1.0 мл реагента (2.0 мг/мл резорци-
на + 96% этанол и концентрированную соляную
кислоту в равных объемах). Колбы выдерживали
на водяной бане в течение 35 мин, а затем охла-
ждали. Объем доводили до 10 мл водой и переме-
шивали. Оптическую плотность анализируемых
образцов и стандартного раствора измеряли на
спектрофотометре СФ-104 (Россия) при длине
волны 480 нм. Содержание фруктозосодержащих
сахаров в образцах рассчитывали по формуле:

где Apr и Ast – оптическая плотность опытного об-
разца и стандартного раствора соответственно; Cst –
концентрация стандартного раствора фруктозы
(3 мг/мл); mpr – масса навески анализируемого
образца каллуса, г. Результат, полученный для
водного экстракта, отражает общее содержание
водорастворимых углеводов. Результат для экстрак-
та этанола отражает содержание низкомолекуляр-
ных фруктозидов. Разница между этими двумя по-
казателями дает содержание инулина [38].

Определение сырой биомассы каллусных куль-
тур проводили в 5 биологических и 2 аналитиче-
ских повторностях. Количественное определение
инулина в каллусной ткани проводили в 2–3 био-
логических и 2 аналитических повторностях.
Средние значения всех данных были рассчитаны
с использованием Microsoft Excel 2013 (Microsoft,
США). Дисперсионный анализ (ANOVA) прово-
дили в программном обеспечении AGROS (вер-
сия 2.11, Россия) и сравнивали средние значения
с использованием критерия наименьшей значи-
мой разницы Фишера (LSD) при уровне значи-
мости P ≤ 0.05. На диаграммах и в таблицах пред-
ставлены средние арифметические значения и их
стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Первым этапом работ было получение хорошо

растущей стерильной культуры C. intybus. Приме-
нение в качестве стерилизующего агента HgCl2 в
концентрации 0.1% привело к получению 94.7%

pr st

st pr

10
,

A C
X
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×

=

стерильных проростков. Семена C. intybus прора-
щивали на безгормональной МС-среде в чашках
Петри в условиях световой комнаты. Экспери-
ментально установлено, что прорастание семян
начиналось на 5 сут, а на 16 сут формировались
полноценные проростки. Последующее культи-
вирование на МС-среде, содержащей 1.0 мг/л
БАП и 0.1 мг/л ИУК, в культуральных сосудах
объемом 200 мл, приводило к появлению первых
настоящих листьев, а в базальной части – адвен-
тивных почек, которые в дальнейшем развива-
лись в растения.

Из полученных растений изолировали настоя-
щие листья, которые делили на сегменты 5 × 5 мм
и культивировали на МС-среде с БАП (2 мг/л) в
сочетании с различными ауксинами (ИУК, НУК,
2,4-Д в концентрации 5.5–9.5 мг/л). В результате
проведенных исследований были установлены
некоторые закономерности в образовании каллу-
сной культуры цикория. Стоит отметить, что во
всех вариантах исследуемых питательных сред
пролиферация дедифференцированных клеток
происходила на 3–7 сут с начала культивирова-
ния в местах среза и поранения листовой пла-
стинки. Установлено, что существенное влияние
на интенсивность образования каллусной ткани,
ее структуру и цвет оказывали применяемые аук-
сины.

Культивирование листовых эксплантов на пи-
тательной среде, содержащей ИУК в различных
концентрациях приводило к формированию кал-
лусной ткани ярко-желтого цвета, средней плот-
ности и с образованием меристематических оча-
гов (рис. 2а). Причем начало каллусогенеза было
отмечено уже на 3 сут с начала культивирования.
При использовании НУК каллусная ткань имела
плотную консистенцию и была белого или свет-
ло-желтого цвета (рис. 2б). Начало каллусогенеза
отмечено на 5–7 сут. Иная картина наблюдалась
при культивировании листовых эксплантов на
среде, содержащей 2,4-Д. В этих условиях каллу-
сная ткань формировалась бурого цвета и имела
рыхлую консистенцию (рис. 1в). Следует отме-
тить, что в этом варианте интенсивность каллусо-
генеза была минимальной и в процессе культиви-
рования сформировавшаяся каллусная ткань по-
гибала. Поэтому в дальнейших экспериментах
питательные среды с содержанием 2,4-Д не ис-
пользовали.

Изучение каллусной ткани на временных пре-
паратах позволило установить, что ткань, полу-
ченная на питательной среде, содержащей ИУК,
состояла из меристемоподобных и паренхимопо-
добных клеток округлой формы с крупной вакуо-
лью (рис. 2д). В варианте с НУК каллусная ткань
состояла из гетерогенных по форме и размеру па-
ренхимоподобных клеток, как правило, вытяну-
той формы с крупной вакуолью (рис. 2г).
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Для характеристики каллусной ткани исполь-
зовали такой показатель, как прирост, который
оценивали на IV и V циклах выращивания. Опреде-
ляли прирост каллусной ткани в зависимости от ис-
следуемого ауксина и его концентрации (табл. 1).

Наибольший и стабильный прирост каллу-
сной ткани отмечен при добавлении в состав пи-
тательной среды НУК в концентрации 8.5 мг/л. В
этом варианте в IV и V циклах выращивания при-
рост каллусной ткани составил 6.28 и 5.96 соот-
ветственно, что превышает данный показатель в
варианте с ИУК (8.5 мг/л) примерно в 2.0–2.4 ра-
за. Однако следует отметить, что на МС-среде,
содержащей НУК, пролиферативная активность
дедифференцированных клеток уменьшалась с
увеличением числа субкультивирований. Что ка-
сается варианта с ИУК, то независимо от числа
пересадок и применяемых концентраций наблю-
дали стабильный прирост каллусных клеток.
Кроме того, в этих вариантах в каллусной ткани в
конце цикла культивирования было отмечено об-
разование множественных меристематических оча-
гов (рис. 3а), из которых в дальнейшем на безгормо-
нальной МС-среде формировались растения-реге-
неранты (рис. 3б). Следует отметить, что длительное
выращивание растений-регенерантов на безгор-
мональной МС-среде приводило к прохождению
растениями всех фаз онтогенеза. Об этом свиде-
тельствует образование на растениях цветочных
почек с последующим их цветением (рис. 3в).

На основании проведенных исследований
установлено, что оптимальной для формирова-
ния хорошо пролиферирующей каллусной куль-
туры клеток оказалась МС-среда с 7.5 мг/л НУК
или 7.5 мг/л ИУК в сочетании с 2.0 мг/л БАП.
Данные варианты питательных сред были исполь-
зованы в последующих экспериментах по изучению
влияния спектрального состава света на морфо- и
каллусогенез культуры клеток C. intybus.

Проведенные исследования позволили заклю-
чить, что для получения хорошо пролиферирую-
щей, не морфогенной каллусной ткани необхо-
димо присутствие в питательной среде НУК, а для
получения растений-регенерантов из каллусной
ткани – ИУК. Такие растения могут быть вклю-
чены в селекционный процесс, направленный на
отбор новых форм C. intybus.

Одним из регуляторных факторов морфо- и
каллусогенеза является интенсивность и качество
света. В работе было изучено влияние светодиод-
ных ламп красного (R = 660 нм) и дальнего крас-
ного спектра (FR = 730 нм) и их соотношений на
процесс формирования каллусной ткани, полу-
ченной из листовых сегментов микрорастений
C. intybus. Во всех вариантах питательных сред
применяли в качестве ауксина ИУК или НУК в
концентрации 7.5 мг/л в сочетании с 2.0 мг/л
БАП. Установлено, что световой режим выращи-
вания оказывал влияние на интенсивность роста,
структуру и цвет каллусной культуры. Так, при

Рис. 2. Каллусная ткань C. intybus на МС-средах с ИУК (а, д), НУК (б, г), 2,4-Д (в).

(а) (б) (в) (г) (д)

Таблица 1. Влияние различных концентраций ауксинов на прирост каллусной ткани цикория на IV и V циклах
выращивания

Примечание: Представлены средние арифметические значения (масса свежего каллуса, г) и их стандартные ошибки. В каж-
дом цикле выращивания средние значения, за которыми следует другая латинская буква, значительно отличаются при альфа-
уровне 0.05 в соответствии с тестом Фишера на наименьшую значимую разницу (LSD).

№ цикла 
выращивания Ауксин

Концентрация ауксина, мг/л

5.5 6.5 7.5 8.5 9.5

IV
ИУК 4.08 ± 0.21d 2.92 ± 0.10b 1.88 ± 0.91a 3.16 ± 0.10bc 4.08 ± 0.24d

НУК 4.12± 0.24d 7.24 ± 0.31ef 5.32 ± 0.31с 6.28 ± 0.31def 3.64 ± 0.12c

V
ИУК 4.68 ± 0.28cde 4.36 ± 0.23cd 3.52 ± 0.11a 2.96 ± 0.20ab 4.64 ± 0.22cde

НУК 3.40 ± 0.11a 4.20 ± 0.22c 5.96 ± 0.28def 5.96 ± 0.27def 4.60 ± 0.24cde
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Рис. 3. Морфогенная каллусная ткань C. intybus на МС-среде с ИУК (а), растения-регенеранты (б) и их цветение in vitro
на безгормональной МС-среде (в).

(а) (б) (в)

выращивании каллусной ткани в условиях свето-
вого режима FR > R на питательной среде, содер-
жащей НУК, формировалась ткань рыхлого типа,
состоящая из сильно вакуолизированных клеток,
легко распадающаяся на отдельные клеточные аг-
регаты. Цвет каллусной ткани был желтым, а к
центру появлялась антоциановая окраска (рис. 4a).
В случае использовании питательной среды с
ИУК формировалась каллусная ткань зеленого
цвета, плотного типа, с образованием множества
меристематических очагов по всей поверхности
ткани (рис. 4б).

При выращивании каллусной ткани в условиях
светового режима FR = R на питательной среде, со-
держащей НУК, формировалась ткань рыхлого ти-
па, слабо оводненная, легко распадающаяся на от-
дельные клеточные агрегаты. Цвет каллусной
ткани был светло-желтым или белым без антоциа-
новых участков (рис. 4в). В случае использовании
питательной среды с ИУК формировалась каллу-
сная ткань светло-зеленого цвета с антоциановой
окраской, плотного типа, с образованием множе-
ства меристематических очагов по всей поверх-
ности ткани (рис. 4г). Однако сформировавшиеся
адвентивные побеги имели ланцетовидную ли-
стовую пластинку, что не характерно для расте-
ний с нормальной морфологией.

При выращивании каллусной ткани в условиях
светового режима FR < R на питательной среде, со-
держащей НУК, формировалась ткань рыхлого ти-
па, слабо оводненная, легко распадающаяся на от-
дельные клеточные агрегаты. Цвет каллусной
ткани был светло-желтым или белым без антоци-
ановых участков (рис. 4д). В случае использова-
нии питательной среды с ИУК формировалась
каллусная ткань ярко-зеленого цвета с антоциа-
новой окраской, средней плотности, с образова-
нием множества меристематических очагов по
всей поверхности ткани (рис. 4е). Однако сфор-

мировавшиеся адвентивные побеги были витри-
фицированные, что не позволило в дальнейшем
получить из них растения-регенеранты.

На втором этапе работы необходимо было изу-
чить влияние гормонального состава питательной
среды и светокультуры на накопление инулина в
каллусной культуре клеток C. intybus. Установлено,
что выращивание каллусной ткани в условиях
освещения белыми линейно-люминесцентными
лампами на МС-среде, содержащей ИУК в кон-
центрации 7.5 мг/л в сочетании с БАП 2.0 мг/л
приводило к накоплению инулина в каллусной
ткани в 5 раз больше, по сравнению с вариантом
питательной среды, в которой присутствовал
НУК 7.5 мг/л (рис. 5). Такое соотношение было
характерно для IV и V циклов культивирования.
Повышенное содержание инулина в каллусе, полу-
ченном на агаризованной МС-среде с добавлением
ИУК, можно объяснить появлением меристемати-
ческих очагов. В варианте с НУК формировалась
неморфогенная каллусная ткань.

Изучение влияния спектрального состава све-
та на накопление инулина в каллусных клетках
цикория выявило четкую зависимость накопле-
ния инулина от качества света. Установлено, что
увеличение PPFD в среднем на 100 мкмоль/м2 с
во всех вариантах светокультуры (PPFD = 142 ±
± 10 мкмоль/м2 с) приводило к увеличению накоп-
ления инулина в среднем на 28% по сравнению с
контрольным вариантом (белые линейно-люми-
несцентные лампы, PPFD = 40 мкмоль/м2 с).
Наибольшую чувствительность к изменению
спектрального состава света проявляла каллусная
ткань, культивируемая на МС-среде в сочетании с
ИУК. Наибольшее количество инулина 7.5–8.0% в
сухой биомассе клеток в каллусной ткани было
получено при выращивании в условиях FR > R,
что превышает контрольный вариант в среднем
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Рис. 4. Каллусная ткань C. intybus, полученная при культивировании на МС-среде с добавлением 2.0 мг/л БАП в соче-
тании с: (а) – режим FR > R, 7.5 мг/л НУК; (б) – режим FR = R, 7.5 мг/л НУК; (в) – режим FR < R, 7.5 мг/л НУК;
(г) ‒ режим FR > R, 7.5 мг/л ИУК; (д) –режим FR = R, 7.5 мг/л ИУК; (е) – режим FR < R, 7.5 мг/л ИУК.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)

Рис. 5. Влияние светокультуры (FR > R, FR = R, FR < R) и регуляторов роста растений (2.0 мг/л БАП в сочетании с
7.5 мг/л НУК) на содержание инулина в каллусе цикория при: (а) – IV цикле выращивания; (б) – V цикле выращива-
ния. Средние значения (процент содержания инсулина), за которыми следует другая латинская буква, значительно
отличаются при альфа-уровне 0.05 в соответствии с тестом Фишера на наименьшую значимую разницу (LSD). Для
каждой процедуры n = 150.
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на 33–50%. Количество инулина в каллусной тка-
ни в вариантах FR = R и FR < R не отличалось и
составило 6.7–6.9%. Такая закономерность была
отмечена на IV и V циклах выращивания (рис. 5).

Выращивание каллусной культуры клеток на
МС-среде дополненной 7.5 мг/л НУК в сочета-
нии с 2.0 мг/л БАП и в условиях светокультуры,
оказало несущественное влияние на содержание
инулина в клетках. Содержание инулина увели-
чилось в среднем на 16–38% по сравнению с кон-
трольным вариантом. На IV цикле выращивания
наибольшее количество инулина было отмечено в
варианте FR < R и превышало контроль в среднем
на 38%. В остальных вариантах освещения учитыва-
емый показатель был на уровне контроля (рис. 5а).
Значительная разница в содержании инулина в
каллусных культурах была отмечена на V цикле
выращивания в варианте FR > R (рис. 5б). В этом
варианте содержание инулина превышало кон-
трольный вариант в среднем на 40%. В остальных
вариантах (FR = R, FR < R) существенных разли-
чий не обнаружено.

Таким образом, высокая способность каллу-
сных клеток синтезировать и накапливать ину-
лин обусловлена гормональным составом пита-
тельной среды и условиями их выращивания.
Установлено, что взаимодействие двух факторов –
присутствие в составе питательной среды ИУК и
спектральный состав света (FR > R, FR = R, FR < R)
оказало существенное влияние на биосинтетиче-
ский потенциал клеточных культур. Вероятно,
высокое содержание инулина в каллусных куль-
турах обусловлено тем, что именно в этих услови-
ях формировалась хорошо пролиферирующая и
высокоморфогенная каллусная ткань.

ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее перспективным направлением для
развития пищевой промышленности является
производство функциональных и диетических
продуктов питания. К таким продуктам относятся
продукты, содержащие пищевые волокна, анти-
оксиданты, пребиотики и т.д. Одним из эффек-
тивных пребиотиков является инулин, который
содержится в цикории, что определяет важность
этой культуры для пищевой и фармацевтической
промышленности.

Использование методов биотехнологии не
только позволяет размножать и получать высоко-
качественный посадочный материал, но и созда-
вать in vitro культуры клеток лекарственных расте-
ний с повышенным содержанием биологически ак-
тивных веществ [26]. Биосинтетический потенциал
культивируемых клеток зависит от минерального
состава питательной среды, а также факторов фи-
зической (интенсивность света, спектральный
состав света) и химической (экзогенное содержа-

ние гормонов в питательной среде) природы. Из-
менение каждого из этих факторов может приве-
сти к регуляции биосинтетического потенциала
культивируемых клеток in vitro [36].

Большинство данных указывает на то, что оп-
тимальным эксплантом для получения каллусной
культуры клеток и растений-регенерантов цико-
рия являются листовые эксплантаты, а наилучшие
гормоны – это сочетание БАП с ИУК или НУК в
разных концентрациях [29–31, 33]. Результаты
наших исследований подтверждают данные других
авторов. Следует отметить, что оптимальными
условиями для индукции морфо- и каллусогенеза
было присутствие в МС-среде ИУК или НУК кон-
центрации 7.5 мг/л в сочетании с БАП 2.0 мг/л.
Применение 2,4-Д ни в одном из исследуемых ва-
риантов не приводило к образованию хорошо
пролиферирующей каллусной ткани. Известно,
что морфогенетический потенциал культивируе-
мых клеток in vitro зависит от применяемого гормо-
на, его природы и концентрации. Нами показано,
что использование ИУК или НУК приводило к
формированию морфогенной и неморфогенной
каллусной ткани соответственно. Кроме того, на-
ми установлены различия по влиянию изученных
ауксинов на содержание инулина в каллусных
культурах. Связь биосинтетического потенциала
с дифференцировкой дедифференцированных
клеток подчеркнуто результатами целого ряда ис-
следований, проведенных с различными видами
культур in vitro. Наши исследования показали, что
на среде с ИУК количество инулина в каллусной
ткани больше, по сравнению с вариантом среды с
НУК. Аналогичные результаты были получены и
другими авторами [39]. В нашем случае можно
предположить, что высокое содержание инулина
в каллусе на МС-среде с ИУК обусловлено обра-
зованием меристематических очагов по всей по-
верхности каллуса. По мнению ряда авторов
именно в дифференцированных клетках синтези-
руется биологически активные вещества больше,
чем в дедифференцированных клетках [32, 33, 36,
39].

Хорошо известно, что важным фактором, ока-
зывающим влияние на рост, развитие и продуктив-
ность растений, является интенсивность и спек-
тральный состав света. В условиях недостаточного
поступления солнечного света нарушается процесс
фотосинтеза, а также снижаются продуктивность и
устойчивость растений к неблагоприятным факто-
рам окружающей среды [40]. В литературе имеют-
ся многочисленные работы, посвященные изуче-
нию влияния спектрального состава света и его
интенсивности на морфофизиологические про-
цессы растений in vitro и in vivo [27, 28, 30, 32, 36].
В своих исследованиях Shulgina с соавт. показали,
что выращивание клеточных культур в условиях
светокультуры, с использованием красного света,
приводит к интенсивному росту побегов и корней
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микрорастений in vitro, по сравнению с культиви-
рованием их в условиях белого и синего света
[36]. Кроме того, показано, что красный свет уси-
ливает синтез углеводов в листьях, в то время как
синий свет усиливает синтез белков [36]. Наши
исследования показали, что использование различ-
ных условий освещения (FR > R, FR = R, FR < R)
оказывает значительное стимулирующее действие
на накопление инулина в каллусе. Более того, мак-
симальное значение инулина (7.5–8.0% к сухой
биомассе клеток) было получено в морфогенной
каллусной ткани, культивируемой на МС-среде,
содержащей 7.5 мг/л ИУК в сочетании с 2.0 мг/л
БАП при режиме освещения FR > R. В случае ис-
пользования питательной среды с НУК (7.5 мг/л)
наилучшие результаты по содержанию инулина в
дедифференцированных клетках было так же по-
лучено в варианте освещения FR > R.

Результаты исследования подтверждают вы-
двинутую разными авторами гипотезу о специ-
фичности культивируемых клеток in vitro синте-
зировать и накапливать вторичные метаболиты в
дедифференцирумых клетках, и зависимости этого
процесса от факторов химической и физической
природы. Однако механизмы, лежащие в основе за-
кономерностей синтеза и накопления инулина в
клеточных культурах C. intybus, требуют дальней-
шего изучения.

Работа выполнена в рамках тематического
плана-задания на выполнение научно-исследо-
вательских работ ФГБОУ ВО “Российский госу-
дарственный аграрный университет – МСХА
имени К.А. Тимирязева” по заказу Минсельхоза
России за счет средств федерального бюджета в
2023 году.

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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Изучали реакцию нескольких сельскохозяйственных культур (томат, баклажан, сладкий перец, огу-
рец) на круглосуточное освещение при постоянной температуре 26°С и при ежесуточных 2-часовых
кратковременных понижениях температуры до 10°С (дроп-воздействиях). О реакции растений су-
дили на основании изучения ряда показателей, характеризующих состояние пигментного комплек-
са листьев и их фотосинтетическую активность. Круглосуточное освещение при постоянной темпе-
ратуре приводило к фотоповреждению листьев и фотоингибированию у всех четырех видов, хотя и
в разной степени. Дроп-воздействия предотвращали фотоповреждения листьев в условиях кругло-
суточного освещения у всех видов и способствовали у томата, перца и огурца сохранению высокого
уровня фотосинтетической активности. Полученные результаты позволяют заключить, что дроп-
обработка может рассматриваться как агротехнический прием, позволяющий использовать потен-
циальные преимущества применения круглосуточного освещения, нивелировав его отрицательные
эффекты. Однако эффективность данного приема будет зависеть от подбора оптимальной интен-
сивности и продолжительности дроп-воздействия, которая может несколько варьировать в зависи-
мости от вида растений.

Ключевые слова: Capsicum annuum, Cucumis sativus, Solanum lycopersicum, Solanum melongena, фотоин-
гибирование, фотопериод, фотоповреждения, фотосинтез
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы интерес исследователей к
влиянию круглосуточного освещения (CL, от con-
tinuous lighting) на растения заметно усилился в
связи с его применением при выращивании рас-
тений в условиях защищенного грунта и на фаб-
риках с искусственным освещением (plant facto-
ries with artificial lighting, PFAL) [1–8]. СL с отно-
сительно низкой плотностью потока фотонов
рассматривается как один из возможных спосо-
бов снижения первоначальных и операционных
затрат на освещение и охлаждение [9–12]. Теоре-
тически CL может способствовать увеличению
продуктивности растений, так как в этом случае
обеспечивается постоянное поступление свето-
вой энергии для фотосинтеза. Однако реализо-
вать эти преимущества на практике удается не
всегда. Свет, будучи по своей природе агрессив-
ным фактором в отношении живых организмов, в
условиях длинных фотопериодов приводит к не-

гативным изменениям в пигментном комплексе
растений и к повреждениям, проявляющимся в
виде хлороза и некроза листьев, у таких чувстви-
тельных к свету культур как томат, баклажан, огу-
рец, картофель и др. [1–3, 8, 12–22]. В условиях
CL у этих видов ингибируется фотосинтез, про-
исходит накопление углеводов и ускоряется ста-
рение листьев. В то же время растения арктиче-
ской зоны, испытывающие в условиях полярного
дня длительное действие CL, не проявляют при-
знаков фотоингибирования или фотоповрежде-
ния листьев. Предположительно это связано с
тем, что в теплицах и в закрытых системах под-
держивается относительно постоянная темпера-
тура, тогда как в естественных условиях темпера-
тура в суточном цикле, как правило, колеблется,
что задает ритм вместо светового фактора [2] и,
вероятно, способствует тем самым снижению не-
благоприятного воздействия CL.

Ранее было показано, что в контролируемых
условиях чередование температур в суточном цик-
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ле может предотвращать физиологические нару-
шения у культурных растений, вызванные CL [13,
16, 18, 20, 22–24]. Так, еще в 1930-х годах было уста-
новлено, что суточный градиент температур
(день/ночь) 30/10°С значительно уменьшает повре-
ждение листьев томатов при CL [25], хотя не все
суточные градиенты температур могут быть в
этом плане одинаково эффективны. Например,
градиент температур 26/17°С уменьшал повре-
ждение листьев томата, а градиент температур
26/20°С не оказывал существенного влияния [13].
Листья растений картофеля в условиях CL и по-
стоянной температуры воздуха (18°С) были в зна-
чительной степени подвержены хлорозу, а при
переменной температуре (22/14°С) они имели
обычный вид и не были повреждены [22]. При
этом у растений увеличивалось количество побе-
гов, сухая масса надземных органов, длина ли-
стьев, а также отмечено более раннее появление
клубней. Хлороз листьев не наблюдался также у
растений сладкого перца, выращенных в камерах
искусственного климата при CL и переменных
температурах (c градиентом в течение суток в 8–
10°С) [24]. Было высказано предположение, что
переменная температура при CL оптимизирует
углеродный баланс и тем самым снижает вероят-
ность повреждения листьев [16]. В опытах с ба-
клажаном было установлено, что при CL и тем-
пературном режиме 28/15°С листья растений не
повреждаются и не происходит гипераккумуля-
ции углеводов (крахмала, сахарозы, глюкозы и
фруктозы) по сравнению с растениями, выра-
щенными при режимах 25/25°С и 25/20°С [16].
По мнению авторов, этот результат связан с пря-
мым ингибированием низкой температурой ас-
симиляции СО2 или с активизацией метаболиз-
ма и оттока сахаров при градиентном темпера-
турном режиме.

Как показано в наших исследованиях на тома-
те, не только термопериод, но и кратковремен-
ные ежесуточные понижения температуры (дроп-
воздействия, от англ. drop – падение, снижение)
до закаливающих значений могут препятствовать
фотоповреждению листьев и оптимизировать ра-
боту фотосинтетического аппарата [26–28]. По-
этому, применительно к томату, дроп-обработка
может рассматриваться как агротехнический при-
ем, позволяющий использовать потенциальные
преимущества применения CL, нивелировав его
отрицательные эффекты. Однако данный вывод
касался только томата и не ясно, можно ли его
экстраполировать на другие виды и придать ему
более широкий характер и фундаментальное зна-
чение. С целью проверки такой возможности на-
ми были проведены соответствующие исследова-
ния с несколькими видами сельскохозяйствен-
ных растений – томатом, баклажаном, сладким
перцем и огурцом, различающимися по своей
чувствительности к CL.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пророщенные семена томата (Solanum lycoper-

sicum L.), баклажана (Solanum melongena L.), слад-
кого перца (Capsicum annuum L.) и огурца (Cucumis
sativus L.) высаживали по одному в пластиковые
сосуды объемом 350 мл с песком. В течение 8 су-
ток после посадки растения выращивали в камерах
искусственного климата при температуре 26°С,
150 мкмоль/(м2 с) ФАР, влажности воздуха 60% и
16-часовом фотопериоде при ежедневном поливе
полным питательным раствором Хогланда (рH
6.2−6.4). Далее все растения каждого вида были
разделены на три равные группы. Первую группу
растений выращивали при 16-часовом фотоперио-
де и постоянной температуре 26°С (вариант 16ФП),
вторую – при 24-часовом фотопериоде и посто-
янной температуре 26°С (вариант 24ФП), а тре-
тью группу растений выращивали при 24-часовом
фотопериоде, температуре 26°С в течение 22 ч и
температуре 10°С в течение 2 ч в конце 24-часово-
го цикла (вариант 24ФП+дроп). Условия полива,
уровня освещенности и влажности воздуха сохра-
няли первоначальными для всех опытных вариан-
тов. Растения томата выращивали в течение 32 дней
от замачивания семян, баклажана – 50 дней,
сладкого перца – 53 дней, огурца – 14 дней.

Измерения параметров флуоресценции хлоро-
филла, скорости нетто-ассимиляции СО2 (An),
устьичной проводимости (gs) и содержания СО2 в
межклеточном (Сi) и окружающем пространстве
(Са) проводили на самом молодом из зрелых ли-
стьев в конце опыта. Флуоресценцию хлорофил-
ла определяли с использованием флуориметра с
импульсно-модулированным освещением MINI-
PAM (Walz, Германия). Потенциальный кванто-
вый выход фотохимической активности ФС II
(Fv/Fm) определяли после 20-минутной темновой
адаптации листьев, а реальный квантовый выход
фотохимической активности ФС II (ϕII) определяли
после 30-минутной световой адаптации листьев и
рассчитывали как ϕII = ΔF/  = (  – F)/ ).

Параметры СО2- и Н2О-обмена листьев изме-
ряли с использованием портативной фотосинте-
тической системы HCM-1000 (Walz, Германия)
при температуре листа 26°С, 1000 мкмоль/(м2 с)
ФАР, 60−65% влажности воздуха и содержании
СО2, равном 400 ± 20 ppm. Измерения выполняли
после полной стабилизации процессов газообмена.

Содержание фотосинтетических пигментов
(хлорофилла (Хл) a и b, каротиноидов (Кар))
определяли с помощью спектрофотометра СФ-
2000 (ОКБ Спектр, Россия), экстрагируя их 96%
этиловым спиртом и рассчитывая по известным
формулам [29]. Долю хлорофиллов светособира-
ющего комплекса (Хл ССК) устанавливали исхо-
дя из того, что весь Хл b находится в ССК, а соот-
ношение Хл а/b при этом составляет 1.2 [30].

m'F m'F m'F
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Сухую массу побегов определяли после высу-
шивания при 105oС до постоянного веса. Перед
высушиванием листья сканировали для определе-
ния их площади с помощью программы “AreaS”.
Значение LMA (от англ. leaf mass per area) рассчиты-

вали, как отношение сухой массы листовой пла-
стинки к ее площади.

В работе представлены средние значения из
четырех и более повторностей и их стандартные
ошибки. Достоверность различий между средни-
ми значениями определяли при P < 0.05 на основе
дисперсионного анализа (LSD тест) с использо-
ванием программного обеспечения Statistica 8.0
(StatSoft, Inc.).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Все растения, выращенные при 16-часовом
фотопериоде и температуре 26°С, имели обычный
вид, хорошо развитые побеги, листовой аппарат и
пигментный комплекс. В условиях варианта 24ФП
у растений томата и огурца были зафиксированы
повреждения листьев, которые проявлялись в ви-
де межжилкового хлороза (рис. 1а). У баклажана,
кроме хлороза, развивался некроз (рис. 1б). Ли-
стья сладкого перца имели темно-зеленую окрас-
ку, однако были морщинистыми и с симптомами
оэдемы (отек зеленой части растения, свидетель-
ствующей об осмотическом стрессе) (рис. 1в). У
растений в варианте 24ФП+дроп явных призна-
ков фотоповреждений не наблюдалось, однако
листья томата и баклажана были немного светлее,
чем в варианте 16ФП и в период активного роста
листа наблюдалась небольшая пятнистость (рис. 1).

По сравнению с вариантом 16ФП в варианте
24ФП сухая масса побегов была значительно ни-
же у томата, выше у баклажана и сладкого перца и
не менялась у огурца (рис. 2а). Аналогичная ситуа-
ция наблюдалась и в отношении площади листьев
томата, баклажана и сладкого перца (рис. 2б). У
огурца площадь листьев также была меньше в ва-
рианте 24ФП по сравнению с 16ФП. Круглосу-
точное освещение снижало значения LMA у то-
мата и баклажана и повышало у сладкого перца и
огурца относительно варианта 16ФП (рис. 2в).
Дроп-воздействия в условиях 24-часового фото-
периода приводили к значительному увеличению
сухой массы побега и площади листьев у томата,
снижению этих показателей у баклажана и не
сказывались на них у сладкого перца и огурца
(рис. 2а, б). У томата и сладкого перца величина
LMA была существенно выше в варианте 24ФП +
+ дроп, чем в других вариантах опыта (рис. 2в).

Существенное снижение содержания Хл a и b в
варианте 24ФП по сравнению с вариантом 16ФП
было характерно для томата и огурца (табл. 1). У
сладкого перца содержание Хл не различалось до-
стоверно между вариантами 24ФП и 24ФП + дроп,
но было выше, чем в варианте 16ФП. Соотношение
Хл a/b не различалось достоверно между всеми
опытными вариантами у баклажана и огурца, но у
томата и перца было существенно выше в варианте
24ФП, чем в других вариантах. В условиях CL

Рис. 1. Внешний вид листьев растений томата (а), ба-
клажана (б) и сладкого перца (в), выращенных в усло-
виях 16-часового фотопериода (16ФП), 24-часового
фотопериода и постоянной температуры (24ФП) и
24-часового фотопериода с дроп-воздействиями
(24ФР+дроп).
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дроп-воздействия вызывали увеличение содер-
жания Хл у томата и огурца и снижали соотноше-
ние Хл a/b у томата и перца. Не выявлено суще-
ственных различий между вариантами в содержа-
нии Кар у огурца, томата и баклажана, а у перца
оно было наибольшим в варианте 24ФП. В отли-
чие от баклажана и огурца, перец и томат реаги-
ровали на CL уменьшением соотношения Хл и
Кар, при этом дроп-воздействия существенно его
повышали. Уменьшение содержания Хл ССК в
варианте 24ФП по сравнению с 16ФП отмечено
только у томата, но в варианте 24ФП + дроп этого
не происходило.

Величина Fv/Fm была существенно ниже в ва-
рианте 24ФП, чем в варианте 16ФП только у то-
мата и баклажана, а дроп-воздействия в условиях
CL увеличивали ее у томата, но не баклажана
(рис. 3а). За исключением огурца значения ϕPSII
в варианте 24ФП были ниже, чем в варианте 16ФП,

а в варианте 24ФП + дроп ϕPSII повышалось у то-
мата и сладкого перца (рис. 3б).

У всех исследованных видов скорость нетто-
ассимиляции СО2 была существенно ниже в ва-
рианте 24ФП по сравнению с вариантом 16ФП
(рис. 3в). У томата, сладкого перца и огурца дроп-
воздействия способствовали повышению An до
уровня растений варианта 16ФП. Независимо от

Рис. 2. Сухая биомасса побегов (а), площадь листьев (б),
отношение массы листовой пластинки к ее площади (в)
у растений томата, баклажана, сладкого перца и огурца,
выращенных в условиях 16-часового фотопериода (1),
24-часового фотопериода и постоянной температу-
ры (2) и 24-часового фотопериода с дроп-воздей-
ствиями (3). Различные буквы указывают на досто-
верность различий средних значений при P < 0.05.
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Рис. 3. Потенциальный квантовый выход фотохими-
ческой активности ФС II (Fv/Fm) (а), реальный кванто-
вый выход фотохимической активности ФС II (ϕII) (б),
скорость видимого фотосинтеза (в), устьичная про-
водимость (г), отношение содержания СО2 в межкле-
точном (Сi) и окружающем (Са) пространстве (д) у рас-
тений томата, баклажана, сладкого перца и огурца, вы-
ращенных в условиях 16-часового фотопериода (1),
24-часового фотопериода и постоянной температу-
ры (2) и 24-часового фотопериода с дроп-воздействи-
ями (3). Различные буквы указывают на достовер-
ность различий средних значений при P < 0.05.
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вида растений, величина gs была самой низкой в
варианте 24ФП, а ее изменения под влиянием
дроп-воздействий соответствовали изменениям
скорости An (рис. 3г). Оба исследованных фактора
(фотопериод и дроп-воздействия) мало влияли на
соотношение Ci/Ca у баклажана, но у томата эта
величина была наибольшей в варианте 24ФП, а у
перца и огурца – в варианте 24ФП+дроп (рис. 3д).

ОБСУЖДЕНИЕ

Продолжительное выращивание растений,
чувствительных к длинным фотопериодам, в
условиях CL и постоянной температуры приво-
дит к фотоповреждению листьев в виде хлороза и
некроза и фотоингибированию фотосинтетиче-
ского аппарата (ФСА), что становится причиной
снижения накопления биомассы. Такая реакция
растений на CL неоднократно описывалась в ли-
тературе [1–3, 12–19]. Однако исследованные ви-
ды растений несколько отличались между собой в

отклике на CL. Например, визуально оценивае-
мая реакция листьев варьировала, проявляясь в
виде эпинастии, хлороза, некроза, морщинисто-
сти или симптомов оэдемы. В то же время, прак-
тически у всех исследованных видов в условиях
CL и постоянной температуры наблюдалось сни-
жение скорости фотосинтеза, которое происхо-
дило в отсутствие устьичного лимитирования, о
чем свидетельствовали значения содержания СО2
в межклеточном пространстве и соотношения
Ci/Ca в листьях растений. Пигментный комплекс
растений с разной степенью достоверности демон-
стрировал обусловленные CL изменения, которые
можно характеризовать как защитно-приспособи-
тельную реакцию организма на избыточное осве-
щение. К ним относятся снижение содержания Хл,
увеличение соотношения Хл а/b, уменьшение соот-
ношения Кар/Хл и доли Хл ССК. В нашем случае
отмеченные изменения в пигментном комплексе,
флуоресценции хлорофилла и фотосинтетиче-
ской активности говорят о более высокой чув-

Таблица 1. Пигментный комплекс растений томата, баклажана, сладкого перца и огурца, выращенных при 16-часо-
вом фотопериоде (16ФП), 24-часовом фотопериоде (24ФП) и 24-часовом фотопериоде с дроп-воздействиями
(24ФП + дроп)

Примечание: различные буквы указывают на достоверность различий средних значений при P < 0.05.

Показатель 16ФП 24ФП 24ФП+дроп

Томат
Хл а + b 17.1 ± 0.4a 5.6 ± 1.0b 10.8 ± 0.5a

Хл а/b 2.5 ± 0.0b 3.4 ± 0.1a 2.4 ± 0.0b

Кар 1.7 ± 0.0a 1.8 ± 0.1a 1.6 ± 0.1a

Хл/Кар 10.1 ± 0.1a 3.1 ± 0.1c 6.8 ± 0.1b

Хл ССК 64 ± 0a 52 ± 1b 62 ± 2a

Баклажан
Хл а + b 15.0 ± 0.9a 12.6 ± 0.7a 13.5 ± 1.2a

Хл а/b 2.7 ± 0.1a 3.0 ± 0.1a 2.7 ± 0.1a

Кар 1.8 ± 0.1a 1.5 ± 0.2a 1.8 ± 0.2a

Хл/Кар 8.3 ± 0.1a 8.4 ± 0.01a 7.5 ± 0.1b

Хл ССК 59 ± 1a 56 ± 1b 60 ± 1a

Перец
Хл а + b 17.7 ± 1.2b 25.3 ± 2.1a 23.2 ± 1.5a

Хл а/b 3.4 ± 0.1c 4.5 ± 0.1a 4.0 ± 0.1b

Кар 4.1 ± 0.2c 6.5 ± 0.3a 5.0 ± 0.2b

Хл/Кар 4.3 ± 0.01a 3.9 ± 0.01b 4.6 ± 0.1a

Хл ССК 66 ± 2a 63 ± 2ab 61 ± 2b

Огурец
Хл а + b 21.5 ± 0.5a 19.2 ± 0.3b 21.5 ± 0.8a

Хл а/b 1.5 ± 0.1a 1.7 ± 0.2a 1.6 ± 0.1a

Кар 2.1 ± 0.1a 1.8 ± 0.2a 1.9 ± 0.1a

Хл/Кар 0.10 ± 0.01a 0.09 ± 0.01a 0.09 ± 0.0a

Хл ССК 88 ± 4a 85 ± 2a 84 ± 5a
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ствительности ФСА томата и баклажана к CL,
чем у сладкого перца и огурца. Причины развития
хлороза и некроза листьев и фотоингибирования
в условиях CL до сих являются предметом дис-
куссии. Предполагают, что в процессе появления
и развития фотоповреждений, вызванных CL,
участвует не один, а несколько механизмов, таких
как фотоокисление, стресс-индуцированное ста-
рение, циркадная асинхрония и др. [8]. При этом
удельный вклад каждого из этих механизмов мо-
жет варьировать в зависимости от биологических
особенностей объекта и условий внешней среды.

Как показало данное исследование, применение
дроп-воздействий при выращивании растений в
условиях CL предотвращало развитие фотоповре-
ждений листьев у всех изученных видов. Кроме то-
го, дроп-воздействия препятствовали снижению
активности фотосинтеза у всех видов, кроме бакла-
жана. Обусловленное дроп-воздействиями повы-
шение фотосинтетической активности сопровож-
далось увеличением LMA, а более быстрое накоп-
ление баклажаном биомассы на фоне снижения
скорости фотосинтеза при CL может быть связано с
повышением скорости появления листьев и их
большим количеством. В варианте 24ФП + дроп
бóльшее накопление биомассы происходило, по-
видимому, за счет повышения значений LMA. И
хотя у баклажана не было выявлено статистиче-
ски значимого влияния дроп-воздействий на
многие исследованные в данной работе показате-
ли, тем не менее прослеживаются те же тенден-
ции в их изменениях, которые характерны для
других видов: увеличение содержания Хл, умень-
шение соотношения Хл а/b, увеличение доли Хл
ССК, рост LMA. При этом, как и у других видов,
листья растений баклажана, выращенных в вариан-
те с дроп-воздействиями, не имели явно выражен-
ных признаков фотоповреждений, что говорит о яв-
но положительном эффекте дроп-воздействий на
этот вид. Вероятно, параметры дроп-воздействий
(интенсивность и/или продолжительность), при-
меняемые в данной работе, оказались для баклажа-
на не вполне оптимальными для того, чтобы ока-
зать более сильное стабилизирующее влияние на
ФСА при CL. Вполне возможно, что более низкая
температура дроп-воздействий или их большая
продолжительность привели бы к более четко выра-
женному позитивному эффекту. Ранее нами уже
было показано влияние параметров дроп-воздей-
ствий на реакцию растений. Например, эффек-
тивность дроп-воздействий в предотвращении
развития хлороза листьев у томата при CL в бóль-
шей степени зависела от абсолютного значения,
до которого снижается температура, чем от вели-
чины градиента температур [31]. Из ряда других
работ известно, что переменные суточные темпе-
ратуры в той или иной степени предотвращают
развитие хлороза листьев в условиях СL у некото-
рых растений семейства Solanaceae, включая тома-

ты, если градиент термопериода составляет более
8°С [12, 13, 18, 32]. В то же время дроп-воздействия
неэффективны и не предотвращают развитие
хлороза, если “нижняя температура” не относит-
ся к диапазону закаливающих температур, даже
когда величина градиента достаточно велика (бо-
лее 8°С). Добавим, что возрастная изменчивость в
чувствительности растений к СL [21] также спо-
собна влиять на отклик растений на дроп-воздей-
ствия. Наконец, стоит отметить и то, что дроп-
воздействия не обладают выраженным последей-
ствием и полностью нивелируют или ослабляют
повреждающее действие CL на растения только в
период своего действия [31].

Необходимо сказать и о том, что в условиях CL
инициируется более раннее плодоношение культур-
ных растений [28], а применение дроп-воздействий
увеличивает раннюю урожайность [33]. С учетом бо-
лее высокой реализационной цены на раннюю про-
дукцию это обеспечивает повышение экономиче-
ской эффективности производства. В основе поло-
жительного эффекта дроп-воздействий на работу
ФСА в условиях СL, как нам представляется, ле-
жит защитно-приспособительная реакция, кото-
рая сходна с неспецифическим ответом на стресс.
При этом конкретные механизмы дроп-воздей-
ствий на растения при CL могут быть разными,
включая, в частности, активизацию антиокси-
дантной системы [34] и альтернативного пути ды-
хания [35], что препятствует накоплению избы-
точного количества АФК и деградации хлоро-
филла [36]. Обусловленное дроп-воздействиями
снижение эффективности использования свето-
вой энергии на фотосинтез также может выступать
как один из механизмов защиты ФСА от избыточ-
ного света при CL [37]. Добавим, что в условиях CL
неизбежен дисбаланс между поступающей и ис-
пользуемой растениями световой энергии и, как
следствие, нарушение донорно-акцепторного ба-
ланса в хлоропластах. Восстановление баланса
возможно за счет появления дополнительных
акцепторов электронов и усиления стока про-
дуктов фотосинтеза для формирования новых
структур [38]. Кроме того, ежесуточные пониже-
ния температуры могли инициировать измене-
ния в составе продуктов фотосинтеза, способ-
ствовать синтезу более энергоемких продуктов
[39] и формированию более резистентной к хо-
лоду структуры хлоропластов и клеток. Как пра-
вило, такого рода изменения сопровождаются
усилением стока, стабилизирующим донорно-
акцепторные отношения [40] и также могут иг-
рать определенную роль в поддержании актив-
ности ФСА растений в условиях CL.

Резюмируя результаты проведенных исследова-
ний, следует подчеркнуть что, несмотря на опреде-
ленные различия в реакции четырех видов исследо-
ванных растений на CL при постоянной темпера-
туре, применение дроп-воздействий обеспечивало
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снижение негативных эффектов CL, предотвращая
фотоповреждение листьев у всех видов. Дроп-воз-
действия способствовали сохранению активности
фотосинтеза при CL у перца, томата и огурца, но не
баклажана, по-видимому, вследствие их разной
устойчивости к действующим факторам (фотопери-
од, температура). Полученные результаты подтвер-
ждают сделанный применительно к томату вывод о
возможности использования дроп-воздействий в
качестве агротехнического приема, позволяющего
реализовать потенциальные преимущества CL при
выращивании культурных растений в контроли-
руемых условиях, нивелировав его возможные
отрицательные эффекты [26–28, 31, 33]. Данный
вывод, помимо практической значимости, под-
тверждает, что фотоповреждение растений в
условиях СL является не только ответной реакци-
ей на свет как таковой, а на совместное действие
фотопериода и температуры. Эти факторы оказы-
вают на растения воздействие, степень и характер
которого может существенно варьировать в зави-
симости от их параметров и устойчивости к ним
конкретного вида. Поэтому практическое приме-
нение дроп-воздействий в сочетании с CL в каче-
стве агротехнического приема, требует проведе-
ния специальной работы по выявлению для каж-
дого вида растений оптимальной интенсивности
и продолжительности дроп-воздействий.

Исследования выполнены при финансовой
поддержке государственного задания КарНЦ РАН
(FMEN-2022-004) на научном оборудовании Цен-
тра коллективного пользования Федерального ис-
следовательского центра “Карельский научный
центр Российской академии наук”.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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Берберин соединение с широким спектром биологической активности, синтезируется в культуре
клеток лекарственного растения Thalictrum minus. Исследовали влияние абиотического элиситора
(Cu2+) на рост культуры клеток Thalictrum minus и биосинтез в ней протобербериновых алкалоидов
на разных стадиях ростового цикла. Оценивали быструю реакцию (через 2 ч) и продолжительную (в
конце ростового цикла). Наибольший эффект по увеличению протобербериновых алкалоидов на-
блюдали после воздействия (Cu2+) 20, 25 мг/л в 0 день через 2 ч, на 49 и 114% выше контроля, соответ-
ственно, при сохранении роста на уровне контроля. К концу ростового цикла масса клеток и содер-
жание протобербериновых алкалоидов снижались на 67–70 и 27–53%, соответственно (токсичный
эффект). При 5 мг/л (Cu2+), реакция была противоположная. Через 2 ч наблюдали стимуляцию роста
на 48% и снижение содержания протобербериновых алкалоидов на 48% по отношению к контролю. К
концу ростового цикла сохранялось превышение роста на 50%, а содержание протобербериновых ал-
калоидов повышалось на 60% по отношению к контролю. Если воздействие Cu2+ проводили в сере-
дине ростового цикла, при концентрации 20, 25 мг/л, как при быстрой реакции (через 2 ч), так и к
концу ростового цикла, происходило снижение роста на 65–71% и содержания протобербериновых
алкалоидов на 52–70%. При 5 мг/л ионов меди сохранялось превышение роста на 50–54%, содер-
жание алкалоидов оставалось на уровне контроля. Реакция при 10 мг/л ионов Cu2+ была промежу-
точной. Проведенные исследования показали перспективность применения низких концентраций
ионов меди для культуры клеток Thalictrum minus. Содержание протобербериновых алкалоидов по-
вышалось на фоне стимуляции роста культуры клеток в конце ростового цикла.

Ключевые слова: Thalictrum minus, ионы меди, суспензионная культура клеток, протобербериновые
алкалоиды, элиситор
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ВВЕДЕНИЕ

Берберин – протобербериновый алкалоид изо-
хинолиновой группы [1] обладает широким спек-
тром биологической активности. Среди свойств
отмечены антимикробные [2] (ингибирование
токсинов и бактерий, в том числе Helicobacter pylori
[3]), противоопухолевые [4–7], желчегонные [1],
выявлена его антиоксидантная активность [5].
Исследуется применение берберина в качестве
антидепрессанта [8], также для снижения уровня
холестерина в крови [9, 10], при болезни Альцгей-
мера [11–13]. Берберин регулирует гликометабо-
лизм и липидный обмен [3]. Берберин синтезиру-
ется в растениях разных семейств Berberidaceae,
Ranunculaceae, Menispermaceae, Rutaceae, Papavera-

ceae [2]. Василистник малый (Thalictrum minus L.) –
лекарственное растение семейства лютиковых
(Ranunculaceae), широко распространено на тер-
ритории России и в других странах средней поло-
сы. Листья и корни растения применяются в ти-
бетской медицине при отеках, водянке, женских
болезнях. Трава василистника малого входит в
состав сбора Здренко [14]. В культуре клеток рас-
тения василистника малого берберин может до-
стигать 0.67% от сухой массы клеток [15, 16]. Это
ниже, чем в интактном растении. Однако это
свойство неорганизованных пролифирирующих
клеток растения, в которых содержание искомых
веществ может быть на порядок ниже, чем в орга-
нах целого растения [17]. Поэтому встает проблема
повышения содержания вторичных метаболитов в
культуре клеток растения. Для суспензионной
культуры клеток Thalictrum minus это достигалось
за счет воздействия регуляторов роста. Было по-

Сокращения: 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота,
НУК – 1-нафтилуксусная кислота, IPT – изопентениладе-
нинтрансфераза, ООК – объем осажденных клеток.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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казано, что цитокинины в сочетании с НУК
(1-нафтилуксусная кислота) или 2,4-Д (2,4-ди-
хлорфеноксиуксусная кислота) повышали со-
держание берберина [18, 19]. Но именно цитоки-
нины стимулировали превращение предшествен-
ника Ĺ-тирозина в берберин [19], активировали
(S)-тетрагидропротобербериноксидазу – фер-
мент биосинтеза берберина [20]. На основании
этих данных была разработана схема агробакте-
риальной трансформации каллусной культуры
клеток василистника малого с ipt геном, участву-
ющем в биосинтезе цитокининов, и показана
возможность получения клеточных линий с более
высоким содержанием протобербериновых алка-
лоидов [21]. Основываясь на гетерогенности
культур клеток растения, проводили клонирова-
ние и отбор перспективных по уровню содержа-
ния протобербериновых алкалоидов клеточных
линий [22]. Еще одно из направлений, проводи-
мых с целью повышения содержания вторичных
соединений в культуре клеток растений – элиси-
тация. К элиситорам относят несвойственные для
растений молекулы, связанные с патогенами,
вредителями [23], физическими факторами и хи-
мическими веществами, включая тяжелые метал-
лы [24]. Среди тяжелых металлов отмечена медь
[24]. Исследований по влиянию ионов меди на сус-
пензионные культуры лекарственных растений не-
много. Однако в этих работах было показано, что
под влиянием ионов меди можно повышать содер-
жание вторичных метаболитов в суспезионных
культурах Beta vulgaris (беталаинов) [24], Angelica
archangelica (скополетина) [25], Agave amanuensis (ге-
когенина) [26], Portulaca (бетацианинов) [27],
Tribulus terrestris L. (стероидных гликозидов) [28].
Исследований по влиянию ионов меди на содер-
жание протобербериновых алкалоидов в суспен-
зионной культуре Thalictrum minus в литератур-
ных источниках не найдено. В то же время было
показано, что содержание протобербериновых
алкалоидов повышалось в суспензионной культу-
ре Thalictrum minus после воздействия другим эли-
ситором, в результате инфицирования мицели-
альными грибами [29]. Это могло указывать на то,
что культура клеток Thalictrum minus чувствительна
к элиситации. Необходимо отметить, что в низ-
ких концентрациях медь выступает эссенциаль-
ным элементом, необходимым для метаболизма
клеток. В концентрации 0.1 мкM медь включена
в состав микроэлементов питательной среды по
прописи Мурасиге и Скуга [30]. В биосинтезе
протобербериновых алкалоидов медьсодержа-
щий фермент – фенолаза, участвует в реакциях
гидроксилирования тирамина в дофамин и (S) и
(R) – формы N-метилкоклаурина с последую-
щим метилированием (S) форм в (S)-ретикулин
[31, 32]. Цель настоящего исследования состояла
в изучении влияния ионов меди на суспензион-
ную культуру клеток Thalictrum minus L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служила суспензион-
ная культура клеток Thalictrum minus L., штамм
233, полученный после клонирования исходной
суспензионной культуры и отбора клеточной линии
с более высоким уровнем содержания протобербе-
риновых алкалоидов [22]. Штамм культивируется
более 20 лет. Суспензионную культуру выращивали
на модифицированной МС-среде [30] с добавлени-
ем витаминов по прописи Стаба [33] 10 мл/л, что
соответствовало содержанию цианокабаламида
NaCl 0.0015 мг/л (“Борисовский завод медицин-
ских препаратов”, Беларусь), фолиевой кислоты
0.5 мг/л (“Applichem”, Германия), рибофлавина
0.5 мг/л (“Applichem”, Германия), Ca-пантотена-
та 1.0 мг/л (“Sigma-Aldrich”, США), пиридоксина
гидрохлорида (“Acros organics”, Бельгия), тиами-
на гидрохлорида 1.0 мг/л (“Applichem”, Герма-
ния), никотиновой кислоты 2.0 мг/л (“Sigma-Al-
drich”, США). Исключали из состава витаминов
по прописи Стаба биотин и холинхлорид. Среда
включала 2,4-Д (2,4 дихлорфеноксиуксусная кис-
лота) 0.01 мг/л (“Sigma-Aldrich”, США), сахарозу
5%. Суспензионную культуру выращивали в тем-
ноте, на качалке при 100 об/мин в колбах объемом
250 мл с заполнением средой 60 мл. Соотношение
инокулюма : среды было 1 : 6. Цикл субкультиви-
рования 17 дней. Рост суспензионной культуры
определяли двумя способами: (1) по сухой массе
клеток после отделения от культуральной жидко-
сти через бумажный фильтр под вакуумом, далее
клетки снимали с фильтра и сушили в термостате
(“ТС-80”, Россия) при температуре 60°С в течение
трех суток, взвешивали на аналитических весах
(“Scout Pro”, США); (2) по объему осажденных
клеток (ООК) – суспензионную культуру перено-
сили в мерные пробирки и оставляли на 2 ч. Для
оценки роста клеток на агаровой среде клетки
суспензионной культуры на 17 день ростового
цикла стерильно в ламинар-боксе (“КПГ-1М”,
СССР) фильтровали через лабораторную воронку
с фильтром из тканевого волокна “бязь”. От-
фильтрованные клетки массой 80 мг, переносили
на среду такого же состава, что и для культивиро-
вания суспензионной культуры, с добавлением
0.7% агара в чашки Петри диаметром 9 см по 10
кусочков в каждую чашку, по 4 чашки в каждом
варианте. Выживаемость клеточных конгломератов
определяли по числу живых, имеющих характер-
ную светло-желто-зеленоватую окраску, от числа
исходно посаженных. Раствор меди (CuSO4 ⋅ 5H2O)
(“Реахим”, Россия) в среду (жидкую и агаровую)
добавляли стерильно в пересчете на ионы меди в
диапазоне от 5 до 30 мг/л (5, 10, 20, 25, 30 мг/л),
что соответствовало Cu2+ 78, 156, 312, 390, 468 мкM.
Раствор ионов меди вносили в жидкую и агаровую
среду перед посадкой культуры клеток (0 день) и на
10 день ростового цикла суспензионной культуры.
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Для определения содержания протобербериновых
алкалоидов в суспензионной культуре клеток при-
меняли спектрофотометрический метод. Содержа-
ние протобербериновых алкалоидов определяли в
этанольных экстрактах сырой массы клеток и в
культуральной среде. К 500 мг сырой массы кле-
ток добавляли 5 мл этанола дважды с интервалом
1 сут. до полного обесцвечивания клеток. Культу-
ральную жидкость предварительно заморажива-
ли при –20ºС, оттаивали, центрифугировали при
8000 об/мин, 15 мин на центрифуге (“Опн”, Рос-
сия). Проводили спектрофотометрическое опре-
деление культуральной жидкости и этанольных
экстрактов из клеток на спекторофотометре
(“UNICO”, США) при длине волны 427 нм [34].
Для каждого варианта проводили три аналитиче-
ские и три биологических повторности. Статисти-
ческую обработку, вычисление средних значений,
стандартную ошибку и t-значения Стьюдента про-
водили по стандартным методам с использовани-
ем MS-Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе работы определяли чувстви-
тельность клеток к разным концентрациям ионов
меди при разных условиях выращивания. Оцени-
вали рост суспензионной культуры (глубинное
выращивание), выживаемость и рост конгломе-
ратов клеток, полученных из культуры клеток,
при поверхностном стационарном выращивании
на среде с агаром (табл. 1, 2). После переноса клеток
из суспензии на агаровую среду выживаемость на

контрольной среде была невысокой – 25%. Добав-
ление в среду 5 и 10 мг/л ионов меди повышали
выживаемость клеток до 75 и 68%, соответствен-
но. При 20 мг/л ионов меди рост и выживаемость
клеток соответствовали контрольному уровню,
тогда как при 25 и 30 мг/л ионов меди происходила
гибель клеток. Увеличение массы клеток в 2 раза от-
мечено при концентрации ионов меди – 5 мг/л
среды, тогда как при 10 и 20 мг/л масса клеток со-
ответствовала контрольному уровню. В суспензи-
онной культуре (глубинное выращивание) отме-
чено сохранение роста на уровне контроля при
концентрации ионов меди – 5 мг/л, тогда как 10,
20 и 25 мг/л – сублетальные. Несмотря на разные
критерии оценки роста при поверхностном выра-
щивании (сухая масса клеток) и в суспензионной
культуре (ООК), можно отметить, что 5 мг/л ионов
меди не оказывали негативного воздействия. Сни-
жение роста при поверхностном выращивании
было на более высоких концентрациях ионов ме-
ди, чем в суспензионной культуре.

Определяли влияние разных концентраций
ионов меди на биосинтез протобербериновых ал-
калоидов в суспензионной культуре василистни-
ка малого (Thalictrum minus L.) после внесения в
среду на разных фазах ростового цикла, в начале
(0 день), в середине (10 день), через 2 ч (быстрая
реакция) и на 17 день культивирования (продол-
жительное воздействие). Через 2 ч культивирова-
ния после внесения в среду ионов меди в 0 день
ростового цикла, наблюдали стимулияцию роста
только при 5 мг/л на 48%, по отношению к кон-
тролю. Содержание протобербериновых алкало-

Таблица 1. Выживаемость и рост клеток василистника малого (Thalictrum minus L.) при поверхностном стацио-
нарном выращивании после добавления в среду с агаром разной концентрации ионов меди через 8 недель куль-
тивирования

Примечание. Приведены средние значения трех биологических повторностей и их стандартная ошибка, t-значения Стью-
дента. * – разница достоверна при Р < 0.05.

Концентрация меди (Cu2+), мг/л среды 0 5 10 20 25 30

Выживаемость от числа исходно посаженных
конгломератов клеток, % 25 ± 7 75 ± 7* 68 ± 7* 25 ± 7 0 0

Масса живых клеток, % к контролю 100 207 ± 9* 93 ± 4 93 ± 4
Масса живых клеток, мг 80 ± 0 166 ± 7* 74 ± 3 74 ± 3

Таблица 2. Рост суспензионной культуры клеток василистника малого (Thalictrum minus L.) к 17 дню культивиро-
вания (конец ростового цикла) на разных концентрациях ионов меди

Примечание. Приведены средние значения трех биологических повторностей и их стандартная ошибка, t-значения Стью-
дента. * – разница достоверна при Р < 0.05.

Концентрация 
меди (Cu2+), 
мг/л среды

0 5 10 20 25

ООК, мл 2.80 ± 0.16 2.90 ± 0.20 0.60 ± 0.11* 0.50 ± 0* 0.40 ± 0*
% к контролю 100 104 ± 7 21 ± 0* 19±0* 14 ± 0*
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идов, при этой концентрации, наоборот, было
ниже на 48%. Значительное повышение содержа-
ния протобербериновых алкалоидов наблюдали
при высокой концентрации ионов меди (25 мг/л)
на 114% и сохранение роста на уровне контроля
(табл. 3). При продолжении культивирования до
конца ростового цикла (до 17 дня) с теми же кон-
центрациями ионов меди, можно было отметить,
что только при 5 мг/л сохранялась стимуляция
роста, а содержание протобербериновых алкало-
идов превышало контрольный уровень на 60%.
Повышение концентрации ионов меди приводи-
ло к динамичному снижению, как роста, так и со-
держания протобербериновых алкалоидов, мак-
симально при 25 мг/л на 70 и 53%, соответственно
(табл. 4). Если ионы меди вносили в середине ро-
стового цикла на 10 день, то при высоких концен-
трациях 20 и 25 мг/л происходило снижение роста
и содержания протобербериновых алкалоидов,
как через короткое время (через 2 ч), так и после
выдерживания до конца ростового цикла (до 17 дня).
При более низких концентрациях ионов меди,
5 мг/л, отмечена только стимуляция роста и толь-
ко через 2 ч после внесения ионов меди (табл. 5, 6).
Таким образом, можно отметить, что ионы меди
токсичны при высоких концентрациях, но при-
водят к быстрому повышению содержания про-

тобербериновых алкалоидов в начале ростового
цикла. Низкая концентрация приводит к стиму-
ляции роста, а при продолжительном воздей-
ствии содержание протобербериновых алкалои-
дов превышало контрольный уровень. Из этого
следует, что чувствительность клеток к ионам ме-
ди различается в зависимости от стадии ростово-
го цикла. Более чувствительны к ионам меди бы-
ли клетки, когда ионы меди вносили в начале ро-
стового цикла, что приводило к повышению
протобербериновых алкалоидов.

ОБСУЖДЕНИЕ

На основании наших исследований и других
авторов следует, что для эффекта элиситации
(ионов меди) имеет значение концентрация эли-
ситора, длительность его действия, возраст куль-
туры клеток. Анализ наших данных показывает,
что быстрая и долговременная реакции на ионы
меди различаются. При быстрой реакции высо-
кие (20 и 25 мг/л) и низкая (5 мг/л) концентрации
имели противоположный эффект после внесения
в начале ростового цикла (0 день). Низкая кон-
центрация стимулировала рост, тогда как высо-
кие – повышали содержание алкалоидов. После
продолжительного культивирования, до конца

Таблица 3. Влияние на рост и содержание протобербериновых алкалоидов в суспензионной культуре клеток ва-
силистника малого (Thalictrum minus L.) разных концентраций ионов меди через 2 ч культивирования после пе-
ресадки (0 день ростового цикла)

Примечание. Приведены средние значения трех биологических повторностей и их стандартная ошибка, t-значения Стью-
дента. * – разница достоверна при Р < 0.1 – 0.05.

Концентрация меди (Cu2+), мг/л среды 0 5 10 20 25

Сухая масса клеток, г/л 0.29 ± 0.01 0.43 ± 0* 0.30 ± 0 0.34 ± 0,04 0.28 ± 0.01
Сухая масса клеток, % к контролю 100 148 ± 0* 104 ± 0 117 ± 14 97 ± 4
Протобербериновые алкалоиды 
(среда + клетки), % от сухой массы клеток 0.68 ± 0.04 0.35 ± 0.01* 0.71 ± 0.11 1.02 ± 0.23 1.45 ± 0.01*

Протобербериновые алкалоиды
(среда + клетки), % к контролю 100 52 ± 2* 104 ± 17 149 ± 34 214 ± 15*

Таблица 4. Влияние на рост и содержание протобербериновых алкалоидов в суспензионной культуре клеток ва-
силистника малого (Thalictrum minus L.) разных концентраций ионов меди через 17 дней культивирования (конец
ростового цикла)

Примечание. Приведены средние значения трех биологических повторностей и их стандартная ошибка, t-значения Стью-
дента. * – разница достоверна при Р < 0.1 – 0.05.

Концентрация меди (Cu2+), мг/л среды 0 5 10 20 25

Сухая масса клеток, г/л 3.30 ± 0.70 4.96 ± 0.14* 3.47 ± 0.12 1.07 ± 0.15* 0.97 ± 0.10*
Сухая масса клеток, % к контролю 100 150 ± 4* 105 ± 4 33 ± 5* 30 ± 3*
Протобербериновые алкалоиды
(среда + клетки), % от сухой массы клеток 0.16 ± 0.04 0.26 ± 0.02* 0.09 ± 0.01* 0.12 ± 0.01 0.07 ± 0.01*

Протобербериновые алкалоиды
(среда + клетки), % к контролю 100 160 ± 13* 59 ± 5* 73 ± 9 47 ± 9*



414

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

ОСИПОВА

ростового цикла, при высоких концентрациях
рост и содержание алкалоидов значительно сни-
жались. То есть, наблюдали токсичный эффект
высоких концентраций. При низкой концентра-
ции стимуляция роста сохранялась, а содержание
алкалоидов было выше контроля. Клетки суспен-
зионной культуры середины ростового цикла бы-
ли менее чувствительны к ионам меди. Однако
стимуляция роста при низкой концентрации со-
хранялась. Для эффективного применения эли-
ситоров в культуре клеток растения важно соче-
тание роста и биосинтеза вторичных соединений.
Анализируя исследования других авторов по вли-
янию ионов меди на рост и содержание вторич-
ных метаболитов, было показано, что для разных
суспензионных культур клеток эффективная
концентрация ионов меди различалась. Для сус-
пензионной культуры клеток Angelica archangelica
определяли влияние ионов меди в диапазоне 0.1–
200 мкM в темноте в конце ростового цикла. Кон-
центрация до 100 мкM ионов меди не влияли на
рост. Снижение роста наблюдали при 200 мкM на
30%, а концентрация 500 мкM оказалась леталь-
ной. Концентрации 10, 50, 100 мкM повышали
содержание скополетина, максимально при 50 мкM
в 2 раза [25]. В суспензионной культуре клеток
Agava amanuensis изучали влияние концентраций

ионов меди в диапазоне от 10 до 240 мкM. Рост
снижался только при 240 мкM на 61.5%. Содержа-
ние гекогенина повышалось на 59.7% при 20 мкM
[26]. В суспензионной культуре Vaccinium pahalae
определяли влияние 10, 20, 40, 80 мкM ионов ме-
ди. Рост сохранялся при всех концентрациях, но
максимально повышался при 20 мкM. При этой
же концентрации максимально повышалось со-
держание антоцианов [35]. В культуре клеток
Tribulus terrestris рост сохранялся до 10 мкM ионов
меди. Определение содержания фурастаноловых
гликозидов определяли при 2 мкM, при этой кон-
центрации содержание фурастаноловых гликози-
дов повышалось в 1.5–3 раза [28]. Таким образом,
можно отметить, что полученные нами данные не
противоречат данным, полученным другими ав-
торами для разных культур клеток. Во всех случа-
ях при невысоких концентрациях ионов меди по-
вышение вторичных метаболитов происходило
на фоне роста культуры клеток в конце ростового
цикла. Несмотря на то, что тяжелые металлы, в
частности, медь, считаются токсичными, полу-
ченные результаты исследований говорят о том,
что этот вопрос недостаточно изучен, в частности
диапазон эффективных концентраций. На это
указывает незначительное количество исследова-
тельских работ в этом направлении и, как результат,

Таблица 5. Влияние на рост и содержание протобербериновых алкалоидов в суспензионной культуре клеток ва-
силистника малого (Thalictrum minus L.) разных концентраций ионов меди через 2 ч после внесения в среду на 10
день ростового цикла

Примечание. Приведены средние значения трех биологических повторностей и их стандартная ошибка, t-значения Стью-
дента. * – разница достоверна при Р < 0.1–0.05.

Концентрация меди (Cu2+), мг/л среды 0 5 10 20 25

Сухая масса клеток, г/л 2.60 ± 0.42 3.91 ± 0.32* 2.86 ± 0.15 1.08 ± 0.14* 0.74 ± 0.22*
Сухая масса клеток, % к контролю 100 150 ± 12* 110 ± 6 42 ± 6* 29 ± 9*
Протобербериновые алкалоиды
(среда + клетки), % от сухой массы клеток 0.23 ± 0.09 0.26 ± 0.04 0.14 ± 0.04 0.11 ± 0.03* 0.07 ± 0.02*

Протобербериновые алкалоиды 
(среда + клетки), % к контролю 100 113 ± 17 61 ± 17 48 ± 13* 30 ± 9*

Таблица 6. Влияние на рост и содержание протобербериновых алкалоидов в суспензионной культуре клеток ва-
силистника малого (Thalictrum minus L.) разных концентраций ионов меди в конце ростового цикла (на 17 день)
культивирования, после внесения в среду на 10 день ростового цикла

Примечание. Приведены средние значения трех биологических повторностей и их стандартная ошибка, t-значения Стью-
дента. * – разница достоверна при Р < 0.1–0.05.

Концентрация меди (Cu2+), мг/л среды 0 5 10 20 25

Сухая масса клеток, г/л 3.30 ± 0.70 5.08 ± 0.17 4.28 ± 0.25 1.28 ± 0.19* 1.47 ± 0.25*
Сухая масса клеток, % к контролю 100 154 ± 36 130 ± 8 39 ± 6* 45 ± 9*
Протобербериновые алкалоиды
(среда + клетки), % от сухой массы клеток 0.16 ± 0.04 0.16 ± 0 0.23 ± 0.05 0.04 ± 0.01* 0.08 ± 0*

Протобербериновые алкалоиды
(среда + клетки), % к контролю 100 93 ± 15 138 ± 31 24 ± 7* 48 ± 0*
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недооцененность эффективности воздействия не-
высоких концентраций на культуру клеток расте-
ний с целью повышения содержания вторичных
метаболитов. Эффективными были концентра-
ции ионов меди, показанные в исследованиях,
значительно превышающие (на 2–2.5 порядка),
традиционно применяемые в культуре клеток
растений [30] и ниже на порядок токсичных кон-
центраций [25, 26]. Известно, что воздействие
элиситорами приводит к окислительному стрессу
и активации защитных механизмов клеток [23,
24]. Различают дистресс (плохой стресс), который
приводит к повреждению и гибели растений и
эустресс (хороший стресс), который приводит к
активации защитной реакции и активации вто-
ричного метаболизма в соответствие с кривой
гормезиса [36]. Интересен факт сохранения или
стимуляции роста при повышении содержания
вторичных соединений после воздействия невы-
соких концентраций ионов меди. Возможно, это
связано со второй фазой реакции на стресс, фа-
зой адаптации. В случае гетерогенности клеточ-
ных культур в разных клетках эти два процесса,
защитный и адаптивный, проходят, возможно,
независимо. Поэтому наблюдали накопление вто-
ричных соединений на фоне роста культуры кле-
ток в конце ростового цикла, то, чего не происхо-
дило после разрушающего действия высоких
концентраций ионов меди. Полученные результа-
ты могут указывать на перспективность примене-
ния низких концентраций элиситора (ионов меди)
в культуре клеток лекарственных растений, так
как происходит повышение содержания вторич-
ных метаболитов при сохранении роста культу-
ры клеток.

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием животных в каче-
стве объектов. Автор заявляет об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Arabidopsis thaliana (L.) Heynh является одним из важнейших модельных организмов в различных
областях науки: физиологии и биохимии растений, биологии развития, генетической инженерии,
геномном редактировании и в других. Преимущества этих модельных растений: короткий жизнен-
ный цикл, простота культивирования, секвенированный и достаточно хорошо аннотированный ге-
ном, множество доступных данных о транскриптоме, протеоме, метаболических путях, мутациях.
Культивирование A. thaliana в лабораторных условиях – важный аспект многих исследований в слу-
чае использования этого растения как модели. Выбор способа выращивания зависит от цели иссле-
дования, количества и типа необходимого биоматериала. Целью данной работы является обзор ме-
тодов культивирования растений A. thaliana и их применимость для различных исследований.
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ВВЕДЕНИЕ
Впервые резуховидка (резушка) Таля описана

в 1577 г. Иоганном Талем. В 1842 г. Густав Хейн-
хольд систематизировал растение, которое полу-
чило современное название Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. A. thaliana широко используется в каче-
стве модельного растения во многих лаборатори-
ях по ряду причин; (1) возможность выращива-
ния в различных условиях (стерильно в культуре
in vitro; в оранжерее; в почве или в гидропонной
установке); (2) возможность самоопыления;
(3) короткий жизненный цикл; (4) небольшой и хо-
рошо аннотированный геном; (5) восприимчивость
к культуре тканей; (6) большой выбор экотипов и
мутантных линий (как природного происхождения,
так и целенаправленно полученных); (7) простые
методы генетической трансформации и геномно-
го редактирования [1–4].

Согласно современным литературным дан-
ным самыми распространенными субстратами
для культивирования растений A. thaliana явля-
ются агаризованные питательные среды (чаще
всего МС [5] и ее модификации [6–27]), почва и
почвенные смеси (коммерчески доступные гото-
вые смеси; компостные смеси; смеси почвы с
песком, вермикулитом, керамзитом, суглинком в
различных соотношениях) [13, 28–37] и гидропо-
ника с различными модификациями и дополне-

ниями [35, 38–62]. Выбор метода выращивания
из имеющегося арсенала для решения ряда науч-
ных задач крайне актуален и обуславливает
успешное проведение исследования. Отметим,
что A. thaliana – миниатюрное розеточное растение,
не требует большой площади для выращивания.
В то же время именно малый размер и уязвимость
при росте и пересадке из одних условий выращива-
ния в другие представляет значимую проблему для
ряда исследований.

В данном обзоре мы рассмотрим и сравним ос-
новные способы культивирования модельного
растения A. thaliana: в стерильной культуре in vitro, в
почве и смесях и в гидропонных условиях. Для
каждого метода выращивания будут описаны
особенности его использования и данные, кото-
рые получают с его помощью; возможность моди-
фикации условий, которые можно применить в
процессе культивирования растений; а также
преимущества и ограничения метода для различ-
ных направлений исследования.

1. СТЕРИЛЬНАЯ КУЛЬТУРА РАСТЕНИЙ
A. THALIANA IN VITRO

1.1. Этапы подготовки и выращивания растений
Для этого метода культивирования семена

подвергают стратификации, стерилизации, и за-
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тем высаживают на поверхность агаризованной
среды в чашках Петри или других емкостях (рис. 1).

1.1.1. Стратификация семян

Прорастание семян и оптимальное развитие
растения требуют точной координации множества
внутренних процессов. С помощью стратификации
моделируют воздействие холода, происходящее в
природе в зимний период. Стратификация позво-
ляет ускорить прорастание семян и повысить их
всхожесть за счет воздействия на экспрессию ге-
нов путей биосинтеза, катаболизма и передачи
сигналов фитогормонов, в частности, гибберел-
ловой кислоты [63] и абсцизовой кислоты [64].
Для одновременного прорастания и эффективно-
го развития растений A. thaliana требуется 72 ч хо-
лода (~2–4°C) и темноты в сочетании с высокой
влажностью [65]. При исключении этапа страти-
фикации в зависимости от возраста семян после
сбора и условий хранения прорастание может
происходить неравномерно, что приведет к неод-
нородности растительного материала и, в конеч-
ном итоге, может повлечь за собой негативные
последствия для эксперимента и интерпретации
полученных результатов. Методика проведения
стратификации проста и эффективна, рекомен-
дуется ее обязательное использование для сниже-
ния влияния качества семян на получаемый рас-
тительный материал.

1.1.2. Стерилизация семян

Выращивание на агаризованных питательных
средах требует применения стерилизации семян,

поскольку состав сред подбирается таким, чтобы
он был благоприятным для растений; что, как
правило, делает его подходящим также для раз-
личных микроорганизмов с поверхности семян,
из воздуха, с инструментов и рук исследователя.

Влияние стерилизации на семена A. thaliana в
литературе описывают очень кратко. В каждой
лаборатории приняты свои методы, которые в
публикациях только упоминают. Важным при
стерилизации семян является подбор такого ре-
жима, который позволит уничтожить контами-
нирующие микроорганизмы, при этом суще-
ственно не повредив семена и не оказав влияния
на рост растений.

При анализе литературных источников было
выделено три наиболее распространенных метода
стерилизации семян A. thaliana: 1) с использова-
нием растворов хлорсодержащих отбеливателей;
2) с использованием этанола; 3) с применением
газообразного хлора.

Для многих видов растений, культивируемых
in vitro, наиболее часто используется стерилиза-
ция с помощью хлорсодержащих отбеливателей
[6]. Семена замачивают в стерилизующем раство-
ре определенной концентрации в течение неко-
торого времени экспозиции, после чего тщатель-
но отмывают стерильной водой. Оптимальная
концентрация и время воздействия стерилизую-
щего агента различаются в зависимости от мор-
фологии семян: их размера и формы, поверхно-
сти, наличия каких-либо образований. В экспе-
рименте показано, что для A. thaliana экотипа
Col-0 стерилизация отбеливателем в течение 5–
10 мин в концентрации 40–100% не оказывает

Рис. 1. Культивирование в стерильных условиях in vitro: в стерильных условиях A. thaliana культивируют в чашках Пет-
ри или контейнерах. (а) – стерилизация семян; (б) – посадка на агаризованную питательную среду с последующей
стратификацией; (в) – развитие растений. На рисунке изображено одно растение в одной емкости; есть возможность вы-
ращивания большего количества растений в каждой емкости, в зависимости от необходимого возраста биоматериала.

NaClO

(a)

(б)
(в)
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значимого влияния на всхожесть семян. Высокие
показатели прорастания семян отмечены и при
концентрации бытового отбеливателя 40% и 50%
для всех временных интервалов стерилизации.
Обработка 80–100% отбеливателем в течение более
10 мин приводит к снижению всхожести; отмечает-
ся обесцвечивание и сморщивание поверхности се-
мян. Кроме того, у проростков выживших после та-
кой обработки семян с большой частотой выявле-
ны дефекты семядолей, деформации гипокотиля.
На основе имеющихся данных определен опти-
мальный режим стерилизации: концентрация от-
беливателя 50% с экспозицией 10 мин [6].

Еще одним распространенным методом сте-
рилизации семян является замачивание в этило-
вом спирте. Поскольку семена A. thaliana имеют
небольшой размер, их выдерживают в 70–100%
спирте от 1 до 20 мин с последующим промыва-
нием стерильной водой [7]. Иногда к этанолу до-
бавляют Triton X-100 в качестве детергента [8–10]
или другие вещества: например, хлорид бария
[11], перекись водорода [12].

Применяется и совмещение двух названных
выше методов: семена сперва замачивают в спир-
те, а затем в отбеливателе, или наоборот [13–18].

Для стерилизации семян A. thaliana использу-
ют также газообразный хлор. В основе метода ле-
жит реакция между хлорсодержащим отбеливате-
лем и концентрированной соляной кислотой с
выделением газообразного Cl2, а также хлорида
натрия и воды в качестве побочных продуктов.
Заранее рассчитывают количество реагентов для
достижения определенной концентрации газооб-
разного хлора в заданном объеме контейнера,
смешивают их в отдельной емкости и помещают
семена в тот же контейнер, что и сосуд, из которо-
го выделяется Cl2. При использовании данного
метода показано, что значительное влияние на
всхожесть семян оказывает не концентрация га-
зообразного хлора, а время экспозиции. Экспе-
риментально установлено, что обработка в тече-
ние трех часов газообразным Cl2 в концентрации
выше 16.5% значительно снижает всхожесть се-
мян. Эффективное подавление развития микро-
организмов при сохранении хорошей всхожести
(более 82%) наблюдается при обработке Cl2 в кон-
центрации от 6.1% до 16.5% в течение 1 ч, а также
более низкими концентрациями (от 2.1%) в тече-
ние 3 ч [6].

Стерилизация отбеливателем рекомендуется
для линий с более низким потенциалом прорас-
тания (20–70%): показано, что стерилизация га-
зообразным хлором оказывает несколько боль-
шее негативное влияние на всхожесть [6]. Если
необходимо провести стерилизацию одновре-
менно большого количества семян, целесообраз-
но применить газовую стерилизацию. Не реко-
мендуется применять эти два метода для семян с

эффективностью прорастания менее 20%, по-
скольку в этом случае всхожесть может снизиться
очень существенно.

1.1.3. Посадка семян на агаризованную среду
После подготовки семена высаживают на за-

стывшую агаризованную питательную среду. По-
скольку семена A. thaliana имеют небольшой размер,
можно ресуспендировать их в небольшом количе-
стве стерильной воды и распределить по поверхно-
сти среды. На этом этапе необходимо соблюдать
стерильность: все операции от стерилизации семян
включительно проводят в ламинар-боксе, посколь-
ку есть риск контаминации питательной среды
микроорганизмами. 

1.2. Биологический материал и его использование
Растения, выращенные на агаризованных пита-

тельных средах, используют в различных направле-
ниях исследований, поскольку имеется возмож-
ность получать компоненты растительных клеток
из различных частей проростков и исследовать ка-
чественный и количественный состав целевых ве-
ществ (например, таких, как нитраты, углерод,
сахара, хлорофилл, иные вторичные метаболиты,
транскрипты, аминокислоты и др.). Растения,
выращенные в этих условиях, могут быть исполь-
зованы для оценки ростовых показателей: био-
массы побегов, корней и их соотношения [19],
скорости прорастания семян и времени появле-
ния первых листьев [20]. Агаризованные среды
также используют для проращивания семян пе-
ред пересадкой в почву.

Ниже мы приводим ряд примеров исследова-
ний, в которых использованы растения A. thaliana,
выращенные на агаризованных средах in vitro.

1.2.1. Исследование корневой системы
Для оценки развития корневой системы чаш-

ки располагают вертикально, и корень за счет по-
ложительного геотропизма растет параллельно
поверхности среды [11, 13, 19–21]. При таком вы-
ращивании легко можно подсчитать количество
первичных корней проростков, измерить их
длину, а с использованием определенного про-
граммного обеспечения предсказать биомассу
растений [20]. Кроме того, Lotier с соавт. [11] про-
вели исследование, в котором при таком культиви-
ровании предварительно оценивали уровень экс-
прессии гена глутаминсинтетазы GLN1;2, связан-
ного с геном глюкуронидазы uidА, путем GUS-
окрашивания проростков и микроскопии: срав-
нивали экспрессию целевого гена у растений, вы-
ращенных на средах с разными источниками азо-
та. A. thaliana, выращенный на среде с аммонием,
окрашивается интенсивнее, чем на среде с нитра-
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тами, что говорит о более высоком уровне экс-
прессии целевого гена в первом варианте.

1.2.2. Отбор трансформантов
На агаризованной среде можно легко отбирать

трансформированные растения. Ariyarathne и
Wone трансформировали A. thaliana, экспресси-
рующий ген с оптимизированным кодоновым со-
ставом, который кодирует фактор транскрипции
bHLH из Selaginella lepidophylla – засухоустойчивого
колючего мха, способного переносить потерю до
96% клеточной воды. Экспрессионный вектор со-
держит ген устойчивости к канамицину, что позво-
ляет отобрать трансгенные растения [20]. В иссле-
довании Han с соавт. такую селекцию проводили
с использованием гигромицина: трансгенные
растения A. thaliana получали с использованием
вектора, несущего ген устойчивости к этому ан-
тибиотику, а целевым выступал ген фактора тран-
скрипции PdNF-YB7 из тополя, экспрессия кото-
рого привела к повышению эффективности ис-
пользования воды растениями [13].

1.2.3. Исследование всхожести семян
На чашках с агаризованной средой удобно

оценивать всхожесть семян [20, 22]. Поскольку
для определения этого параметра нет необходи-
мости получения взрослых растений, агаризован-
ная среда является оптимальным вариантом: не
требуется значительных материальных и времен-
ных затрат. На одной чашке можно высадить
большое количество семян, что позволит полу-
чить выборку, достаточную для статистического
анализа. Такой метод позволяет провести сравни-
тельный анализ семян, предположительно разли-
чающихся по всхожести, а также исследовать
влияние различных факторов и веществ на всхо-
жесть.

1.3. Модификации условий и их вклад 
в результаты исследований

При выращивании растений с использовани-
ем агаризованных питательных сред имеется воз-
можность точно контролировать их состав. На-
пример, варьировать источник и количество азота
[11, 19], моделировать воздействие солевого стресса
различной интенсивности на прорастание семян
или на молодые растения [20], подвергать растения
обезвоживанию добавлением осмолитиков [20].

Кроме состава самой среды, можно модифици-
ровать и внешние условия. Так, Tholen с соавт. [23]
исследовали чувствительность растений A. thaliana
к повышенному содержанию этилена в воздухе.
Для этого открытые чашки Петри с семенами на
агаризованной МС-среде помещали в эксикато-
ры и выращивали в условиях насыщающей кон-

центрации этилена в течение трех суток, после че-
го измеряли длину первичного корня и гипокотиля.
В рамках того же исследования рассматривали вы-
деление этилена растениями в герметично закры-
тых чашках Петри. После 14 дней выращивания из
чашек отбирали пробы газа и пересчитывали объем
выделенного газа на единицу площади листьев
проростков.

Воздухообмен является одним из важных фак-
торов для жизни растения. Matuszkiewicz с соавт.
[24] провели сравнительное исследование роста
A. thaliana в чашках Петри, запечатанных герме-
тично с помощью парафилма (“Parafilm”, США)
и с помощью воздухопроницаемой медицинской
ленты (3M “Micropore”, США). Растения выра-
щивали на одинаковой питательной среде Кнопа
и сравнивали скорость роста и структуру корневой
системы, утечку ионов, эффективность фотосинте-
за, выработку этилена и накопление углекислого га-
за, а также маркеры окислительно-восстановитель-
ного статуса и сигналинга салицилата, жасмоната
и этилена с помощью количественной ПЦР. Про-
веденное исследование позволило убедительно
продемонстрировать, что отсутствие аэрации вы-
зывает у растений стрессовые реакции, которые
могут в ходе какого-либо исследования повлиять
на фенотип и другие признаки, и, тем самым, ис-
казить интерпретацию результатов.

В 2017 г. Basu с соавт. [25] провели исследова-
ние, направленное на выявление влияния аппа-
ратуры Biological Research in Canisters – Petri Dish
Fixation Units (BRIC-PDFU, США) на проростки
A. thaliana; в частности, на транскриптом и про-
теом. Это оборудование применяется для изуче-
ния растений, микроорганизмов и их взаимодей-
ствий в чашках Петри в космосе. BRIC-PDFU
представляет собой прямоугольный блок, вмеща-
ющий 6 устройств с зафиксированными чашками
Петри, с возможностью контроля температуры и
газообмена, а также подачи жидкости (например,
воды, фиксатора, питательного раствора) в чаш-
ки. Проведено сравнение трехдневных растений,
культивируемых на Земле в одинаковых услови-
ях, с использованием оборудования и без него в
герметичном контейнере. После трех дней роста в
чашках с агаризованной ½ МС-средой проростки
обрабатывали стабилизатором РНК и заморажи-
вали при –80°C для имитации эксперименталь-
ных условий на МКС. Далее материал размора-
живали, выделяли РНК и белки и анализировали.
Выявлено более 1600 генов, дифференциально
экспрессируемых в зависимости от использова-
ния BRIC-PDFU; показаны различия в почти
1200 растворимых и мембранных белках; причем
по результатам GO-анализа эти гены и белки ока-
зались связаны с реакциями на абиотический
стресс. Также масс-спектрометрия выявила раз-
личия в фосфорилировании 8 белков. В целом



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

СПОСОБЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ Arabidopsis thaliana 421

данные показывают, что используемое оборудо-
вание влияет на результаты экспериментов.

В исследовании Ryu с соавт. [26] изучали роль
летучих веществ ризобактерий, стимулирующих
рост растений (PGPR) (Pseudomonas fluorescens
89B-61, Bacillus pumilus T4, B. pasteurii C-9, B. subtilis
GB03, B. amyloliquefaciens IN937a, Serratia marc-
escens 90–166, Enterobacter cloacae JM22). Для это-
го растения проращивали на чашках Петри с ½
МС-средой и через 2 дня пересаживали на чашки
с перегородкой в середине (I plates, “Fisher Scien-
tific”, США). На одной стороне культивировали
растения A. thaliana, а на другой – один из семи
исследуемых штаммов ризобактерий. Бактерии с
растениями культивировали в течение двух не-
дель, при этом благодаря использованию специ-
фических чашек Петри они физически не кон-
тактировали между собой, а только посредством
летучих веществ. Для этой же цели можно культи-
вировать растения в чашках с бумажными дисками,
смоченными экстрактами летучих веществ, выде-
ляемых рассматриваемыми бактериями. Рост рас-
тений анализировали с помощью системы анализа
видео “AgVsion” (США).

В другом исследовании [27] оценивали влия-
ние летучих веществ, выделяемых бактериями
(Bacillus subtilis), на рост растений A. thaliana, но в
более взрослом возрасте. Использовали контейне-
ры “Magenta” (США) с ½ МС-средой. A. thaliana вы-
ращивали до различного возраста, максимально –
12 недель, до получения семян. В отдельный
стеклянный сосуд внутри контейнеров помеща-
ли суспензионную культуру бактерий (или воду
в контрольном варианте), которую меняли каж-
дые 4 недели. Таким образом обеспечивали кон-
такт растений с летучими веществами, выделяе-
мыми бактериями, но не с самими бактериями.
Воздухообмен осуществляли через отверстия в
верхней части контейнера, одновременно отби-
рали через адсорбент летучие вещества со скоро-
стью 0.5 л/мин. Влияние выделений бактерий
определяли, измеряя в листьях растений содер-
жание хлорофилла (спектрофотометрически в
ацетоновых экстрактах листьев) и количество же-
леза (в растертых в жидком азоте тканях листа);
также анализировали время цветения и количество
розеточных листьев, их сырую и сухую массу; коли-
чество, массу и скорость прорастания семян. Таким
образом, было продемонстрировано долгосрочное
стимулирование роста растений A. thaliana при дли-
тельном воздействии летучих выбросов Bacillus
subtilis (GB03), что проявляется в увеличенных
массе корней и количестве розеток, и, как след-
ствие, сырой и сухой массе. Наблюдается также
задержка цветения, при этом количество семян
как репродуктивный показатель растений значи-
тельно увеличилось по сравнению с контролем.

1.4. Преимущества
Преимуществом метода можно назвать его

простоту: посадка растений не вызывает сложно-
стей, и растения после нее не нуждаются в допол-
нительной обработке.

Контролируемые условия культивирования –
также важная положительная сторона метода. По-
мимо простоты манипулирования составом сре-
ды, чашки Петри имеют небольшой размер, и
растения в этих условиях роста достаточно легко
можно подвергать воздействию различных внеш-
них факторов: например, различной освещенно-
сти и температуре.

Следует отметить, что для некоторых экспери-
ментов бывает необходимо получать стерильный
материал, что затруднительно или вовсе невозмож-
но при других способах выращивания. Поэтому
стерильные условия можно также назвать преиму-
ществом метода культивирования на агаризован-
ных питательных средах, несмотря на то, что под-
держание таких условий несколько усложняет метод
и требует дополнительных материальных затрат.

1.5. Ограничения
Важное ограничение культивирования A. thali-

ana в чашках Петри заключается в том, что невоз-
можно вырастить взрослые растения. Через 12–
14 дней проростки упираются в крышку чашки, а
корни – в ее дно. Это не является препятствием,
если для целей исследования требуются растения
до достижения этого возраста.

Частично эта проблема решается выбором ем-
кости большего объема – например, контейнеров.
В этом случае рост растения также ограничен, од-
нако, его может быть достаточно для целей экспе-
римента. Возникает необходимость оптимизации
состава среды, чтобы питательные вещества не
истощились за время культивирования.

Необходимость стерилизации семян, среды,
емкостей, а также проведение манипуляций в
стерильных условиях может являться ограничива-
ющим фактором: требуется специальное оборудо-
вание и сотрудники, обученные с ним работать.
Манипуляции, связанные с обеспечением сте-
рильности и ее поддержанием, усложняют и удо-
рожают методику выращивания.

2. ПОЧВА
2.1. Описание метода

Почва – один из наиболее простых способов
культивирования растений. Семена либо сразу
высаживают в почву, либо проращивают на ага-
ризованной питательной среде, и затем переса-
живают в почву. Существует множество модифи-
каций субстратов, как коммерчески доступных,
так и приготавливаемых исследователями самосто-
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ятельно: смеси почвы с песком, вермикулитом, су-
глинком, компостом в различных соотношениях, а
также беспочвенные субстраты и смеси. Растения
на таких субстратах, как правило, выращивают
нестерильно, осуществляя полив водой или пита-
тельными растворами (рис. 2).

2.2. Биологический материал и его использование

В почве можно выращивать A. thaliana до раз-
личных стадий развития, вплоть до получения се-
мян и увядания, поскольку растения не ограниче-
ны в пространстве.

2.2.1. Биохимические и физиологические 
исследования

Выращенные в почве растения или получен-
ные из них ткани можно использовать для оценки
фенотипа надземной части (биомассы и размеров
растений и отдельных частей [28], калориметри-
ческого выхода после сушки или сжигания тка-
ней [29], числа и массы семян [30–33]), динамики
роста и развития растений [30, 32, 33], для биохи-
мических и молекулярных исследований (сум-
марный белок, хлорофилл, сахара, крахмал, нит-
раты, аминокислоты, активность некоторых фер-
ментов [30]). Могут быть получены в достаточном
для исследований количестве выделения расте-
ний: например, выделяют ксилемный сок для
измерения концентрации в нем АБК [34], экссу-
даты флоэмы для определения аминокислот,

транспортируемых по этой ткани [11]. При выра-
щивании растений до взрослого состояния мож-
но получать наибольший выход биомассы для
различных экспериментов. Можно легко разде-
лять растения на компартменты (листья различ-
ных уровней, цветок, стручки, семена и т.д. [35])
и исследовать их по отдельности (например,
дифференциальную экспрессию интересующих
генов, различия в накоплении вторичных мета-
болитов и других веществ).

На растениях, выращенных в почве, исследуют
различные физиологические процессы: эффек-
тивность фотосинтеза [31], параметры газообмена,
скорость ассимиляции углерода [29], эффектив-
ность использования воды [20, 29], водный потен-
циал растений [34]; проводят изотопный анализ
тканей [29].

2.2.2. Трансформация растений

Некоторые методы трансформации растений,
в том числе и для геномного редактирования, требу-
ют использования взрослых растений. Например,
для метода погружения цветков необходимо полу-
чение цветущих растений, генетически трансфор-
мированные семена которых будут получены за
счет погружения цветков в суспензию агробакте-
рий [13, 36]. После созревания семена собирают,
при необходимости стерилизуют, если это требу-
ется для дальнейших экспериментов.

Рис. 2. Выращивание растений A. thaliana на почве и почвенных смесях: (а) – посадка семян в почву с последующей
стратификацией (опционально в зависимости от требований к получаемому биоматериалу); (б) – развитие растений;
(в) – увядание растений, получение зрелых семян.

(a) (б) (в)
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2.2.3. Исследование мутантных линий
Существует проект unPAK (Undergraduate Phe-

notyping of Arabidopsis Knockouts) [32], который
позволил получить данные о фенотипе для тысяч
линий инсерционных мутантов A. thaliana. Цель
проекта – поиск отражения генотипа в конкрет-
ных фенотипических признаках. Семена мутан-
тов A. thaliana Colambia с нокаутом одного гена из
коллекции института Солка (Salk Institute, США)
были разосланы в лаборатории по всему миру для
получения данных о фенотипических изменениях,
происходящих в результате конкретных мутаций.
Поскольку не все мутантные фенотипы могут про-
являться в стандартных условиях выращивания,
рассматривали также и некоторые стрессовые
условия: температура, соленость почвы, конку-
ренция (посадка в один горшок определенного
объема одного, трех или пяти растений), концен-
трация питательных веществ и длина светового
дня. Для исключения влияния различных факто-
ров, зависящих от конкретной лаборатории, в каче-
стве контроля были выбраны 11 линий A. thaliana (в
том числе немутантная линия Col-0), которые ис-
пользовали для сравнительного анализа в каждом
эксперименте наряду с интересующими мутант-
ными растениями. Исследование охватывает при-
мерно треть генома A. thaliana (около 9000 генов).
Растения выращивали на коммерчески доступ-
ной горшечной среде ProMix BX (Канада) по еди-
ному протоколу, анализировали фенотип на 5 и
8 неделе после прорастания с последующим
включением полученных данных в общую базу.
Благодаря проекту unPAK получена информа-
ция о фенотипе множества линий в большом
числе повторностей, что позволяет говорить о
статистической достоверности полученных ре-
зультатов и делать выводы о влиянии конкрет-
ных мутаций на фенотип.

2.3. Модификации условий и их вклад 
в результаты исследований

При использовании почвы в качестве субстра-
та модификации состава среды исследовать не-
просто, учитывая сложные взаимодействия хи-
мических элементов с ее частицами. Проведены
исследования по поиску оптимального твердого
субстрата, например, в контексте сокращения
объемов использования торфа для лабораторного
выращивания. Так, Drake с соавт. [31] сравнили
характеристики растений A. thaliana, выращен-
ных на различных бесторфяных средах (кокосо-
вое волокно, домашний и древесный компост) с
таковыми, выращенными на среде с торфом. Се-
мена Col-0 и Ler культивировали 14 дней на ага-
ризованной ½ МС-среде, затем переносили в лот-
ки с исследуемым субстратом с одинаковым коли-
чеством воды. Далее оценивали приживаемость
рассады, площадь листьев на стадии розетки,

сухую биомассу воздушной части при стрелкова-
нии, время цветения, эффективность фотосинте-
за, выход семян и их жизнеспособность.

Авторы пришли к выводу, что A. thaliana на
бесторфяных средах растет хуже: кокосовое во-
локно само по себе не подходит из-за его механи-
ческой структуры и дефицита нитратов; домаш-
ний компост из пищевых и садовых отходов дает
менее стабильные результаты, чем торф, но мо-
жет быть использован в качестве частичной его
замены в компостных смесях; компост на основе
древесного волокна во многом так же пригоден,
как торф, но в рамках эксперимента отмечена непо-
стоянная семенная продуктивность и уязвимость
для грибков, особенно после автоклавирования. В
целом авторы делают вывод о возможности частич-
ной замены торфа в смесях для выращивания в
комбинации с оптимизацией условий культиви-
рования.

При выращивании растений в почве имеется
возможность моделировать условия засухи: для
этого необходимо проводить взвешивание горш-
ков, и соблюдать точные соотношения воды и
почвы [13]. Помимо этого, необходимо учитывать
прирост биомассы растений, испарение воды с
поверхности почвы (а не только потребление ее
растениями). Эти процедуры проводят вручную,
что достаточно трудоемко и требует большого коли-
чества времени и/или рабочих рук, а также ограни-
чивает количество растений, которые можно ис-
пользовать для эксперимента. Для упрощения ис-
следований в этом направлении разработана
автоматизированная система Phenopsis (“Apilogic”,
Франция) для фенотипирования растений A. thali-
ana в условиях водного дефицита [34]. Применение
этой системы позволяет взвешивать, поливать и
фотографировать каждое отдельное растение. Ос-
новные этапы таких исследований включают высев
семян в горшки со смесью суглинка и органическо-
го компоста, проращивание и прореживание до од-
ного растения на горшок, после чего горшки поме-
щают в ячейки автоматизированной системы. Phe-
nopsis регулярно фотографирует каждое растение,
взвешивает, доводит почву до состояния задан-
ной влажности с поправкой на вес растения. Для
внесения этой поправки еженедельно по три рас-
тения с каждой опытной и контрольной группы
отбирают и взвешивают. Phenopsis применяют
для изучения реакции растений на засуху и обна-
ружения локусов количественных признаков,
связанных с этой реакцией [28].

В работе Guo с соавт. [37] изучали влияние
плотности посева растений A. thaliana на их морфо-
логию и продуктивность. Использовали одинако-
вые горшки с одинаковым количеством почвы и
поливом, но высаживали в них разное количество
растений: расстояние между ними варьировали
от 2 до 10 см. В возрасте трех недель исследовали
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листья растений: измеряли угол наклона и их раз-
мер, выделяли РНК для секвенирования тоталь-
ного транскриптома и количественной ПЦР. Из
всех экспериментов исключали растения, распо-
ложенные на краю горшков. Было показано, что
загущение посадки влияет как на фенотип, так и
экспрессию ряда генов, однако не вызывает у рас-
тений стрессовой реакции.

2.4. Преимущества

В почве можно выращивать растения A. thaliana
до любого возраста, вплоть до увядания. Это дает
возможность получения семян, изучения старею-
щих растений.

Важным достоинством культивирования в
почве и почвенных субстратах является простота
и небольшие материальные затраты.

Следует подчеркнуть, что отсутствие стериль-
ности при выращивании растений в почве можно
трактовать и как преимущество, и как недостаток.
Так, эксперименты по стерилизации субстратов для
выращивания путем автоклавирования [31] пока-
зали, что почва и компостные смеси после этой
процедуры становятся более подвержены зараже-
нию плесенью, поскольку уничтожается собствен-
ная микрофлора субстрата и, соответственно, ис-
чезает конкуренция для грибков, обитающих в
нестерильных помещениях, в которых обычно
выращивают растения.

2.5. Ограничения

Важным недостатком выращивания растений
в почве является сложность анализа корневой си-
стемы. При культивировании на любом сыпучем
материале для получения корня его необходимо
извлечь из субстрата и очистить от его остатков,
что часто вызывает определенные сложности.
Кроме того, есть риск повреждения корней. Если
требуется корень как биоматериал, например, для
анализа содержания каких-либо веществ, то су-
ществует вероятность контаминации биоматери-
ала частицами субстрата или микроорганизмами
почвы.

При использовании метода выращивания рас-
тений в почве следует учитывать, что в ней всегда
содержится биоценоз микроорганизмов, уничто-
жение которого может приводить к заражению
выращиваемых в ней растений патогенами, не
встречающими в стерилизованной почве конку-
ренции [31]. Это накладывает на исследователя
дополнительную ответственность в отношении
соблюдения чистоты и разграничения простран-
ства для выращивания растений в почве и других
экспериментов, для которых контаминация мик-
роорганизмами почвы нежелательна.

3. ГИДРОПОНИКА
3.1. Этапы подготовки и выращивания растений

Термин “гидропоника”, который происходит
от слияния древнегреческих слов “вода” и “рабо-
та”, впервые сформулировал фитофизиолог Уи-
льям Ф. Геррике в 1929 г. Изначально под этим
термином подразумевалась методика выращива-
ния растений с использованием жидких пита-
тельных сред без применения почвы [38]. Опреде-
ление гидропоники с годами расширилось и ста-
ло синонимично беспочвенной культуре, которая
включает выращивание растений в любом инерт-
ном субстрате, жидком или твердом (песок, гра-
вий, вермикулит, перлит, минеральная вата) [35,
39, 40].

Проращивают семена на твердом субстрате,
служащем механической опорой для растения
(агаризованная среда [41, 42], минеральная вата
[43, 44], песок [35, 40], вермикулит [39]). Для син-
хронизации прорастания, как правило, также
применяют стратификацию.

Далее в зависимости от выбранного способа
культивирования молодые растения либо продол-
жают выращивать на том же субстрате, осуществляя
полив питательным раствором (МС, Хогланда,
Кнопа и др.) [39, 41, 43, 44, 66]; либо переносят в
гидропонную установку, которая обеспечивает
постоянное или периодическое смачивание кор-
ней питательным раствором (рис. 3).

Например, Robison с соавт. [42] проращивали
семена на чашках Петри с агаризованной пита-
тельной средой, а затем пересаживали по одному
проростку на один из торцов столбиков мине-
ральной ваты; второй торец погружали в жидкий
питательный раствор. Таким образом, как отме-
чают авторы, достигается практически 100% вы-
живаемость семян. Малая площадь поверхности
торца столбика и затемнение в зоне корней решает
вопрос контаминации водорослями. Но при та-
ком выращивании невозможно наблюдать и отде-
лить корневую систему растений для дальнейших
манипуляций.

Для решения этой проблемы другая группа [41]
предложила подход к гидропонному выращива-
нию A. thaliana с использованием распространен-
ного доступного оборудования: контейнеров,
пробирок типа “Falcon” и “Eppendorf”. Семена
высаживали на агаризованную среду, залитую ку-
полом в крышечки от микроцентрифужных про-
бирок объемом 1.5 мл с просверленными в центре
отверстиями. Крышечки с семенами помещали в
контейнер так, чтобы купол агаризованной среды
касался жидкой среды. Семена стратифицирова-
ли, затем выращивали в климатической камере до
возраста 21 день после прорастания. Для актива-
ции работы устьиц на 14 день крышки контейне-
ров приоткрывали, на 17 день снимали. Далее
растения пересаживали в контейнеры с аэрацией.
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Для этого у пробирок типа “Falcon” объемом 50 мл
обрезали скошенные концы, в крышках проделы-
вали отверстия, соответствующие диаметру крыше-
чек от микроцентрифужных пробирок. Крышечки
вместе с растениями помещали в крышки фалько-
нов, которые погружали в среду. При переносе в
емкость большего размера, таким образом, суще-
ственно снижается вероятность повреждения
корней, поскольку их не извлекают из твердого
субстрата. В таком состоянии растения выращи-
вали до максимального возраста 7 недель, при
этом корни не спутывались между собой и легко
могли быть отделены для измерений и дальней-
ших манипуляций.

Другие исследователи [45] проращивали семе-
на на агаризованной МС-среде, затем в 10-днев-
ном возрасте пересаживали их на смесь песка и
перлита и поливали раствором для гидропоники.
После выращивания растений таким образом
еще 10–12 дней, их пересаживали на гидропонику,
предварительно промыв корни от частиц песка и
перлита гидропонным раствором. В гидропон-
ном резервуаре растения выращивали до возраста
35 дней, после чего собирали биоматериал, про-
мывали водой и высушивали для дальнейших ис-
следований.

В исследовании Hermans и Verbruggen [46] рас-
тения A. thaliana проращивали в компосте на осно-
ве торфа две недели, после чего промывали корни

водой и перемещали в гидропонные контейнеры, в
которых моделировали условия дефицита магния.

Как уже упоминалось выше, гидропоникой
считается выращивание растений на инертных
субстратах, например, на песке. Для этих целей
можно использовать кварцевый песок, речной
песок (его просеивают через сито для получения
частиц желаемого размера [47]). На песке воз-
можно стерильное выращивание: достаточно
провести автоклавирование. Отмывка корневой
системы от песка не так трудоемка, как от почвы
или агара. В то же время, в песке, ввиду отсут-
ствия его структурированности, растения могут
развиваться медленно.

Исходя из вышесказанного можно сделать вы-
вод о многообразии способов культивирования в
условиях гидропоники. В каждой лаборатории
это делают исходя из имеющихся материалов,
оборудования и умений.

3.2. Биологический материал и его использование
Выращивая растения A. thaliana в условиях

гидропоники, можно получать все материалы и
данные, что и при использовании двух предыду-
щих рассмотренных методов; вдобавок есть воз-
можность изучать корневую систему растений.

Ниже приведены несколько примеров, в кото-
рых показаны преимущества гидропонного выра-
щивания по сравнению с другими методами.

Рис. 3. Гидропонное выращивание растений A. thaliana: (а) – посадка семян на субстрат с последующей стратифика-
цией; (б) – развитие растений; (в) – увядание растений, получение зрелых семян.

(a) (б) (в)
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3.2.1. Исследования с использованием 
протопластов

Из растений, выращенных гидропонным спо-
собом, изолируют протопласты. При доступно-
сти корневой системы можно выделять протопла-
сты корневых волосков [48]. Yoo с соавт. [49]
представили методику транзиентной экспрессии
генов в изолированных протопластах клеток ме-
зофилла A. thaliana. Оценивали экспрессию цито-
зольного sGFP в протопластах, выделенных из
растений, выращенных в почве и на гидропонике.
Трансфекцию проводили двумя векторами (раз-
мером 4 и 12 т.п.н.), после чего определяли коли-
чество GFP-позитивных клеток. Эффективность
трансфекции протопластов, полученных из ли-
стьев растений, выращенных на гидропонике,
была выше, чем у таковых из растений, выращен-
ных в почве: в 2 раза для вектора 12 т.п.н. и на 8–
26% для вектора 4 т.п.н.

Скорость роста растений, выращенных на гид-
ропонике, в данном эксперименте была на 14–
20% выше, чем в почве. При этом не выявлено до-
стоверной разницы ни в размере протопластов, ни
во внутриклеточной локализации белка sGFP
между растениями, выращенными разными спо-
собами. Общий выход протопластов из мезофилла
листьев растений, выращенных в условиях гидро-
поники, на 15% превысил таковой для выращен-
ных в почве; предположительно это обусловлено
равномерным ростом, позволяющим собирать
здоровые листья на всех этапах развития растений.
Таким образом, сочетание высокой скорости ро-
ста на гидропонике и эффективности трансфор-
мации предоставляет оптимальный биоматериал
для изучения физиологических процессов в про-
топластах растений [49].

3.2.2. Отбор трансгенных растений

При создании трансгенных растений как клас-
сическим методом, так и методом геномного редак-
тирования, часто применяют селективный отбор на
агаризованных средах или на почве с добавлением
антибиотика (фосфинотрицин, канамицин, гиг-
ромицин), ген устойчивости к которому перено-
сят в геном в составе вектора, используемого для
трансформации. После отбора, как правило, про-
ростки пересаживают в почву, где выращивают до
достижения необходимого для эксперимента воз-
раста.

Проблемой этого метода является потенциаль-
ное повреждение корневой системы при пересад-
ке, что влияет на выживаемость молодых расте-
ний. Гидропонную систему можно использовать
как альтернативу почве для выращивания транс-
формантов, отобранных на чашке с агаризован-
ной питательной средой. Применение данного
метода обеспечивает выживаемость более 95%

трансформантов, собранные с таких растений се-
мена показывают высокую всхожесть [50].

3.2.3. Измерение газообмена растений
Эксперименты, связанные с измерением газо-

обмена у A. thaliana, могут встречать такое препят-
ствие, как небольшой размер растения. Листья
A. thaliana, выращенные на гидропонике, по срав-
нению с листьями растений, выращенных в почве,
достаточно чистые, поэтому не нуждаются в допол-
нительной очистке перед измерением газообмена,
что позволяет избежать механического поврежде-
ния листьев, которое может повлиять на поток воз-
духа и протяженность пограничного слоя и без
того маленькой листовой пластины, и, в свою
очередь, может изменить результаты измерений
газообмена [41].

3.2.4. Изотопное мечение
Выращивая растения A. thaliana на песке, при-

меняют такой метод, как изотопное мечение. Се-
мена высаживают на песок и поливают питатель-
ным раствором. Далее в определенном возрасте
(40 и 42 дня, во время экспоненциального роста
розеток [35, 40]) 14N в составе раствора для полива
частично заменяют на изотоп 15N, затем песок с
корнями тщательно промывают деионизирован-
ной водой. Далее растения собирают в конце жиз-
ненного цикла (около 140 дней), измеряют соот-
ношение сухого вещества и количества общего
азота и изотопа 15N надземной части растений и
семян. Таким образом, показано, что около 65%
15N, поглощенного розетками в вегетативную фа-
зу, ремобилизировалось в семена.

3.3. Модификации условий и их вклад 
в результаты исследований

Обычно питательный раствор в гидропонном
контейнере постоянно аэрируют [39, 43, 44, 51],
однако, некоторые исследования ставят под во-
прос необходимость этой процедуры. Например,
Arteca и Arteca [52] показали, что аэрация корне-
вой системы не оказывает значимого влияния на
массу корней и побегов, а также на развитие рас-
тений до цветения. Авторы делают вывод, что до-
статочная концентрация кислорода в растворе
может быть обеспечена просто еженедельной за-
меной питательной среды, поскольку корневая
система A. thaliana достаточно мала по сравнению
с объемом используемого питательного раствора.
В исследовании Gibeaut с соавт. [53] применяли
аэрацию корней в течение 5 минут каждые полча-
са, так как, по мнению авторов, колебания рас-
твора при аэрации тормозили рост корней.

A. thaliana – факультативно длиннодневное
растение. В большинстве литературных источни-
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ков используется 16-часовой фотопериод для ро-
ста растений A. thaliana, цветение в этом случае
начинается в течение трех недель. Время разви-
тия до цветения может быть увеличено путем из-
менения длины светового дня [54]. Для изучения
влияния освещенности растения выращивали в
прозрачных контейнерах, накрывая несколькими
слоями марли до достижения освещенности 125,
100, 50 и 25 μмоль/м2 с. Между первыми двумя ва-
риантами наблюдались незначительные разли-
чия, тогда как при 50 μмоль/м2 с рост растений
подавлялся; освещенность 25 μмоль/м2 с оказы-
вала еще большее влияние на рост, а также вызы-
вала задержку цветения и снижение соотношения
корней и побегов [52].

Температура окружающей среды является
важным фактором для роста и развития растений.
В литературе чаще всего можно встретить темпе-
ратуру культивирования A. thaliana в диапазоне от
16 до 25°C. В исследовании Arteca и Arteca [52]
рассматривались температуры от 15 до 30°C, и ав-
торы не наблюдали существенной разницы в ро-
сте растений при температурах 18–24°C. Более
низкие и более высокие температуры вызывали
подавление роста A. thaliana экотипа Columbia.

Для выращивания растений A. thaliana мето-
дом гидропоники используют питательные рас-
творы различного состава [39, 43, 44, 53]. В часто
применяемом модифицированном растворе Хо-
гланда в разведении ¼ содержание макроэлемен-
тов снижено до четверти, чтобы избежать возмож-
ных осмотических эффектов, ионной токсичности
и неблагоприятных взаимодействий некоторых
питательных веществ, в то время как микроэлемен-
ты сохраняют в полном объеме, чтобы предотвра-
тить их истощение. Применение сред без разведе-
ния (Гамборга [67], Хогланда или МС) приводит к
задержке роста и появлению стрессовых феноти-
пов. В различных работах проведены обширные
исследования по подбору раствора для выращи-
вания растений различных экотипов A. thaliana и
мутантных линий [55, 56].

Следует отметить, что возможно выращивать
A. thaliana в гидропонной культуре в стерильных
условиях. Schlesier с соавт. [57] разработали мето-
дику, все материалы и оборудование для которой
могут быть подвергнуты стерилизации. Авторы
использовали стеклянные сосуды, в которые по-
мещали стальную сетку. На поверхность сетки по
каплям наносили стерилизованные семена, ре-
суспендированные в автоклавированном агароз-
но-сахарозном растворе. Капли застывали, после
чего сосуды наполняли до уровня сетки автокла-
вированной жидкой ¼ МС-средой с добавлением
сахарозы и витаминов. Сверху сосуды закрывали
крышками или автоклавированным целлофаном.
Нижнюю часть контейнеров помещали в темные
емкости для предотвращения проникновения света

к корням, выращивали растения в климатической
камере при контролируемых температурных усло-
виях и освещенности. Таким образом, группа по-
лучила из одного сосуда с сеткой площадью 28 см2

200 мг материала корней и более 2 г листьев (сы-
рой вес) растений в трехнедельном возрасте. По
мнению авторов, биоматериала из нескольких та-
ких сосудов будет достаточно для большинства ис-
следовательских целей: например, биохимического
анализа тканей или отдельных органов. Однако не-
которые исследования показывают, что нет необ-
ходимости в стерильности при выращивании
A. thaliana на гидропонике [52, 58], это только
удорожает и усложняет методику. Многие иссле-
довали отмечают, что основной контаминирую-
щий организм – водоросли, развитие которых
можно предотвратить, если не допускать проник-
новения света к субстрату, на котором они могут
поселиться: пробке из агаризованной среды или
минеральной ваты, песку, пропитанному пита-
тельным раствором, или самому питательному
раствору.

3.4. Преимущества
Основным преимуществом гидропонных си-

стем культивирования растений является воз-
можность исследовать корневую систему; причем
не только визуально при помощи фотографиро-
вания, окрашивания [52] с применением соответ-
ствующего программного обеспечения для обра-
ботки данных, но и анализировать содержание
каких-либо интересующих соединений: нет необ-
ходимости очищать корни от субстрата, достаточ-
но лишь аккуратно промыть их водой, и корни го-
товы для дальнейших манипуляций [59]. Кроме
того, состав гидропонного раствора можно легко
модифицировать – как и при культивировании на
агаризованных питательных средах. Например, в
эксперименте Ahn с соавт. [48] A. thaliana подвер-
гали временному лишению ионов К+ или избытку
ионов Na+ или К+ на одни и шесть суток. Для это-
го корни растений, выращенных в гидропонном
резервуаре, промывали водой и переносили в рас-
твор, который приготовили без нужных ионов,
затем промывали корни снова и помещали расте-
ния обратно в полный питательный раствор. Та-
кая смена состава раствора без опасности повре-
ждения корня невозможна при использовании
твердых субстратов (агаризованной среды, почвы
и других сыпучих материалов, минеральной ваты
и др.).

3.5. Ограничения
В каждой лаборатории к выращиванию растений

в условиях гидропоники подходят по-своему, и, как
следствие, системы очень различаются с точки
зрения воспроизводимости результатов экспери-
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ментов. Протокол выращивания подбирают в за-
висимости от необходимого биоматериала, до-
ступного оборудования и условий эксперимента.

Недостаток как гидропоники, так и чашек с
агаризованными питательными средами заклю-
чается в том, что они не учитывают различную
морфологию корневой системы разных видов
растений: например, наличие (как у A. thaliana)
или отсутствие корневых волосков. Некоторые
растения, в условиях почвы образующие корне-
вые волоски, на гидропонике их не имеют [48].

Для всех гидропонных систем характерна су-
щественная проблема, связанная с загрязнением
питательной среды водорослями. Контаминация
корней и побегов растений происходит при ис-
пользовании нестерильной богатой фосфором
среды (например, минеральной ваты или пробки
из агаризованной среды) и при доступе света.
Рост водорослей снижает эффективность усвое-
ния питательных веществ, нарушает состав пита-
тельного раствора и его pH, что может повлиять
на результаты экспериментов [60, 61]. Исключе-
ние попадания света в камеры с питательным рас-

твором и на субстрат – залог предотвращения за-
грязнения водорослями и репрезентативности
проводимых исследований.

Также использование минеральной ваты или
губки препятствует свободному доступу к корне-
вой системе и может приводить к обводнению
апикальных меристем [42, 51, 53, 62]. Поэтому не-
обходимо тщательно подходить к выбору способа
посадки растений, особенно если для целей ис-
следования необходимо получение корней.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изначально A. thaliana являлся сорным расте-

нием, он не представляет практического интереса
для сельского хозяйства. Однако сейчас этот
“сорняк” по количеству исследований с его ис-
пользованием составляет конкуренцию любому
хозяйственно ценному растению. Большая часть
этих исследований подразумевает получение рас-
тительного материала.

Именно в зависимости от требуемого материала
подбирают способ культивирования растительного

Таблица 1. Методы выращивания растений Arabidopsis thaliana в лабораторных условиях

Стерильное культивирование 
in vitro

Почва и почвенные смеси Гидропоника

Возможности 
метода

• проростки и их части 
(до 12–14 дней)
• динамика развития
проростков
• параметры корневой 
системы (вертикальное 
выращивание)
• отбор трансформантов

• фенотип надземной части
• динамика роста и развития 
растений вплоть до старения
• материал для биохимиче-
ских и молекулярных иссле-
дований
• физиологические процессы
• погружение цветков
• модификации внешних 
условий и воздействия стрес-
сов

• те же данные и материалы, 
какие получают при выращи-
вании в почве
• фенотип надземной части 
и корня
• материал чистый
(в сравнении с почвой)

Ограничения • размер растений ограничи-
вается размером емкости
• необходимость стерилиза-
ции семян, среды, емкостей,
а также проведение манипу-
ляций в стерильных условиях

• сложность анализа корне-
вой системы
• возможность контамина-
ции биоматериала микроор-
ганизмами почвы и ее 
частицами

• относительно сложная 
установка
• возможность загрязнения 
питательной среды водорос-
лями

Преимущества • простота метода: посадка не 
вызывает сложностей, и рас-
тения после нее не нуждаются 
в дополнительном уходе
• контролируемые условия 
культивирования
• стерильные условия

• возможность выращивать 
растения до любого возраста, 
вплоть до получения семян и 
увядания
• простота метода: после 
посадки необходимо только 
одно прореживание и полив, 
стерилизация не применяется

• возможность манипулиро-
вания как побегом, так и кор-
невой системой
• возможность выращивать 
растения до любого возраста, 
вплоть до получения семян и 
увядания
• легкость варьирования 
составом питательного
раствора
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объекта. При планировании эксперимента нужно
иметь четкое представление о том, какие именно
данные с помощью каких методов необходимо
получить.

У каждого метода выращивания есть свои пре-
имущества, возможности и ограничения. Агари-
зованные питательные среды позволяют получать
стерильный материал, но имеется ограничение
по возрасту. Почва позволяет легко получать рас-
тения любого возраста, но без возможности ис-
следования корней. Использование гидропоники
дает гибкую экспериментальную платформу для
манипулирования как побегом, так и корневой
системой растения, но такое выращивание труд-
но стандартизировать и получить воспроизводи-
мые результаты в разных лабораториях.

Из всего вышеизложенного можно заключить,
что выбор способа культивирования раститель-
ного объекта является непростой задачей. На ее
решение влияет множество факторов, которые
индивидуальны для каждого уникального иссле-
дования, поэтому не существует единственно
верного выбора.

В таблице 1 кратко перечислены основные те-
зисы статьи.

Работа выполнена за счет гранта Российского
научного фонда (проект № 22-14-00057) (раздел 1
и 3) и в рамках государственного задания Мини-
стерства науки и высшего образования Россий-
ской Федерации (тема № 122042700043-9).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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ВВЕДЕНИЕ
Деление клеток – основа существования лю-

бого многоклеточного организма, включая выс-
шие растения. Здесь уместно вспомнить харак-
теристику этого процесса, которую дал совре-
менник его открытия Edmund Wilson: “благодаря
делению клеток, по крайней мере во всех высших
формах, осуществляется не только непрерыв-
ность жизни, но и сохранение вида; ибо с помощью
этого прекрасного механизма клетка передает
своим потомкам точную копию идиоплазмы, ко-
торая определяет ее собственную организацию.”
[1, с. 178].

Специфика растений состоит в том, что они
развиваются и растут в основном постэмбрио-
нально, образуя два типа органов: осевые орга-
ны, такие как корни и побеги, с недетерминиро-
ванным ростом и, следовательно, с теоретиче-
ски неограниченным потенциалом роста; и
органы, такие как листья и цветки, с детермини-
рованным ростом и фиксированным конечным

размером. Клетки органов с детерминирован-
ным ростом на определенном этапе онтогенеза
перестают делиться и переходят к растяжению,
период которого также детерминирован [2].
Осевые органы растут в течение всей жизни рас-
тения. Такой постоянный и длительный рост
обусловлен существованием апикальных мери-
стем, клетки которых сохраняют способность к
непрерывной пролиферации. Покидая меристе-
матическую зону, клетки переходят к растяжению
и дифференциации, причем переход к растяже-
нию (росту с относительно бóльшей скоростью)
или торможению роста происходит одновременно
для клеток всех тканей, расположенных на од-
ном и том же расстоянии от меристемы [3]. Сле-
довательно, в целом растении рост и пролифера-
ция клеток должны быть согласованы, что по-
стоянно наблюдается и является очевидным
фактом. Однако выяснение механизмов коорди-
нации пролиферации и роста клеток, по-преж-
нему остается одной из важнейших задач экспе-
риментальной биологии растений [4].

Специфика роста органов, безусловно, влияет
на пространственно-временные характеристики
пролиферации клеток и особенности ее регуля-
ции. В этой лекции, в большей части, мы будем
рассматривать молекулярную механику “базово-
го” (core) клеточного цикла и его регуляцию под
влиянием внешних факторов и фитогормонов.

Сокращения: КЦ – клеточный цикл; МЦ – митотический
цикл; ТФ – транскрипционный(ые) фактор(ы); ЦК – цито-
кинин(ы); APC/C – Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome;
CDK – циклин-зависимая(ые) киназа(ы); CYC – циклин(ы);
DELLA-домен – Asp-Glu-Leu-Leu-Ala; KRP – Kip-related
proteins (Kip-подобные белки – ингибиторы CDK); RBR1 –
RETINOBLASTOMA-RELATED 1 (ретинобластома-подоб-
ный белок 1); SIM – SIAMESE белки (семейство ингиби-
торов CDK); SMR – SIM-related белки.

УДК 581.1

ЛЕКЦИИ 
В ЖУРНАЛЕ



434

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

НОСОВ, ФОМЕНКОВ

КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ – 
ОСНОВНЫЕ ДЕФИНИЦИИ

Под пролиферацией клеток (от лат. proles –
потомство и fеrо – несу) принято понимать их ново-
образование путем размножения делением. Проли-
феративный или чаще обозначаемый как митоти-
ческий цикл (МЦ) – комплекс взаимосвязанных
и хронологически детерминированных событий,
происходящих в клетке в период времени от нача-
ла подготовки к делению, на протяжении самого
митоза и до завершения в двух дочерних клетках
всех процессов, связанных с делением. Упрощая,
можно дать такое определение МЦ: упорядоченная
во времени последовательность событий, происхо-
дящих между двумя митозами. В этом году испол-
няется 70 лет со времени публикации классиче-
ской работы Alma Howard и Stephen Pelc [5], в кото-
рой с помощью метода радиоавтографии изучали
включение 32P в ДНК клеток корня Vicia faba и вы-
явили, что период синтеза ДНК занимает часть ин-
терфазы и отделен временными интервалами от на-
чала и окончания митоза. Авторы предложили
разделить МЦ на четыре периода: собственно ми-
тоз (M), пресинтетический период (G1), период
синтеза (репликации) ДНК (S) и постсинтетиче-
ский (или премитотический) период (G2).

В непрерывно размножающихся популяциях
клеток (эмбриональные ткани, меристемы и т. п.)
очередной МЦ начинается сразу же поле оконча-
ния предыдущего, то есть его продолжительность
совпадает со всем периодом существования клет-
ки, равно как с ее жизненным (или клеточным)
циклом (КЦ). Однако во взрослом многоклеточ-
ном организме часть клеток после завершения
очередного раунда делений не начинает подго-
товку к следующему МЦ, а переходит к диффе-
ренциации и выполнению тканеспецифичных
функций. Доля таких клеток может быть весьма
значительной и период их жизни, в течение которо-
го эти клетки выполняют специфические функции
в отсутствие пролиферации, не относят к МЦ, а
включают в КЦ. Отношение числа пролифериру-
ющих (делящихся) клеток к общему числу клеток
популяции получило название “фракции роста”
или “пролиферативного пула”. Понятия МЦ и
КЦ часто отождествляют для тех популяций, где
эти циклы совпадают. Мы будем использовать
понятие КЦ, тем не менее, акцентируя в опреде-
ленных случаях существование различий.

Физиологическая роль фазы G1 заключается в
осуществлении роста и связанных с ним процес-
сов первичного метаболизма клеток. В данной
стадии активно идут процессы транскрипции и
трансляции, подготовка клеток к синтезу ДНК.
Фаза G1 самая вариабельная из всех фаз КЦ. Су-
ществует взаимосвязь между интенсивностью де-
лений клеток и продолжительностью G1-периода:

как правило, он удлиняется с уменьшением про-
лиферативного потенциала клеток.

В S-периоде происходит удвоение (репликация)
ДНК ядра, равномерно распределяемой впослед-
ствии между двумя дочерними клетками. Содер-
жание ДНК в ядре принято выражать значением
“С”. В 1950 г. Hewson Swift ввел обозначение “С”,
имея в виду постоянное (“Constant”) содержание
ДНК в клетках различных тканей организма [6].
За величину 1С принимают количество ДНК в не-
реплицированном гаплоидном наборе хромосом
[7]. В растениях количество ядерной ДНК варьи-
рует в очень больших пределах. Наименьшее ко-
личество ДНК (0.1 пг), приходящееся на 1С обна-
ружено у Genlisea margaretae [8], а наибольшее –
152.2 пг принадлежит Paris japonica [9]. Значения
“С” определены для растений многих видов и до-
ступны, например, в базе данных Kew Botanical
Garden. Исходя из данных, имеющихся в литера-
туре, можно сделать вывод, что продолжительность
S-периода является результатом взаимодействия
нескольких факторов, таких, как содержание ядер-
ной ДНК и длина отдельных репликонов, коли-
чество и размер семейств репликонов, а также син-
хронность процессов, происходящих в отдельных
семействах репликонов [10, 11].

Период G2, как правило, короче G1- и S-фазы,
а вариации его длительности обычно меньше, чем
у G1-периода. События фазы G2 связаны с завер-
шением S-периода, реорганизацией цитоскелета и
подготовкой к митозу. В митозе происходит равное
распределение удвоенного хромосомного материа-
ла между дочерними клетками благодаря функцио-
нированию веретена деления. Митоз – наиболее
короткий (в среднем 1 – 3 ч) и наименее вариа-
бельный период КЦ.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ СОБЫТИЯ 
КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА

Многие процессы в жизни клеток контролиру-
ются обратимым фосфорилированием определен-
ных белков-мишеней. У человека около 2% всех
функционально активных генов кодируют проте-
инкиназы, а у Arabidopsis thaliana – около 4%, что,
безусловно, подтверждает важную роль протеин-
киназ для клеток животных и растений [12]. Нали-
чие большого числа условно летальных мутантных
штаммов по клеточному циклу – cdc (cell division cy-
cle) мутантов, полученных у дрожжей, сформиро-
вало одно из направлений в изучении молекуляр-
ных механизмов контроля пролиферации. Это
направление связано с изолированием генов,
способных исправлять дефекты у cdc мутантов
дрожжей. Центральное место среди таких генов за-
няли cdc2 у Schizosaccharomyces pombe или CDC28 у
Saccharomyces cerevisiae, кодирующие 34-кД белок
(p34cdc2) – серин/треониновую протеинкиназу,
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активность которой, зависящая в свою очередь от
фосфорилирования или дефосфорилирования соб-
ственных аминокислотных остатков, необходима
для прохождения клетками дрожжей границ меж-
ду G1- и S-, а также G2- и M-периодами КЦ. Бы-
ло показано, что ген человека, аналогичный cdc2+

S. pombe, также (наряду с CDC28+) способен ком-
плементировать мутацию cdc2– у S. pombe [13]. В
дальнейшем было обнаружено несколько групп
белков, выявляемых только в определенных пе-
риодах КЦ, названных циклинами. В ответ на
пролиферативные стимулы, например, факторы
роста, в клетках млекопитающих появляются
формы D-циклинов, которые взаимодействуют с
протеинкиназами Cdk4 и/или Cdk6 (Cdk – циклин-
зависимые киназы), что приводит к фосфорилиро-
ванию белков-супрессоров, таких как pRb – су-
прессор опухолевого роста, впервые обнаружен-
ный в клетках ретинобластомы, и ему подобных
белков. Это приводит к активации транскрипци-
онных факторов (ТФ) E2F-типа, которые высво-
бождаются из комплекса с белками-супрессора-
ми, и включается экспрессия генов, необходимых
для перехода из G1- в S-период КЦ [14]. Далее, на
границе G1/S экспрессируется циклин E и связы-
вается с Cdk2. Активность этого комплекса необ-
ходима для перехода указанной границы и запус-
ка репликации ДНК. Прохождение S-периода тре-
бует взаимодействия Cdk2 с циклином A, в митозе
работает циклин B. Функционирование комплек-
сов Cdk–циклин регулируется двумя семействами
ингибиторов Cdk как в нормальных условиях, так
и (преимущественно) при стрессах, повреждени-
ях ДНК, дисфункции теломер и др. Представите-
ли семейства INK4 специфично связываются с
Cdk4 и Cdk6 и препятствуют работе циклинов
D-типа, а белки семейства Cip/Kip ингибируют
комплексы Cdk2–циклин E, Cdk2–циклин A,
Cdk1–циклин A и Cdk1–циклин B [14].

А что же у растений? Еще в 60-е годы прошлого
столетия Jack Van’t Hof продемонстрировал на от-
деленных кончиках корней Pisum sativum – отсут-
ствие сахарозы в среде или обработка пуромицином
приводит к аресту КЦ в G1- или G2-периодe, что со-
гласуется с парадигмой о главных контрольных
точках КЦ при переходе G1/S и G2/M и говорит о
необходимости синтеза белка для их успешного
прохождения [15]. Более того, каскад протеинки-
назных и протеинфосфатазных реакций, управ-
ляющих КЦ, является универсальным и для клеток
растений. По современным представлениям [16–
19] продвижение по КЦ обеспечивается скоорди-
нированным взаимодействием множества белков-
регуляторов, среди которых ключевые позиции, так
же как у млекопитающих, занимают циклины
(CYC) и серин/треониновые протеинкиназы, на-
зываемые циклин-зависимыми киназами (CDK),
экспрессирующиеся в определенные временные

периоды КЦ. Растения обладают наибольшим чис-
лом белков-регуляторов КЦ и своими уникаль-
ными представителями, например, только у рас-
тений есть CDK B-типа [20]. В A. thaliana 13 бел-
ков относят к CDK и 49 белков относят к CYC,
хотя не все они “замечены” в процессах регуля-
ции КЦ [20–22]. Каждый тип включает подклас-
сы, например, у A. thaliana – CYCA2;3 – третий
представитель второго подкласса циклинов А-ти-
па, правда пока не показано, что все виды расте-
ний имеют все типы CYC и CDK. Даже внутри од-
ного подкласса CYC отличаются не только по
“графику” их работы в КЦ, но и по типу и числу
CDK, ингибиторов и структурных белков, с кото-
рыми они могут взаимодействовать, указывая на
значительную функциональную диверсификацию
механизмов контроля КЦ. Так, например, у A. thali-
ana, по данным интерактома обнаружено 92 потен-
циальных варианта комплексов CDK–CYC [21].

Тем не менее, существует три типа циклинов,
для которых постулирована роль в регуляции КЦ:
CYCA, CYCB и CYCD [23]. Специфичные ком-
плексы CDK–CYC регулируют переход в основ-
ных контрольных точках КЦ (G1/S и G2/M).

Комплексы CDKA;1–CYCD обеспечивают пе-
реход из G1- в S-период путем фосфорилирования
белка RBR1 (RETINOBLASTOMA-RELATED 1,
ретинобластома-подобный белок 1) с последую-
щим его протеолизом, и тем самым освобождают
ТФ – E2Fa и E2Fb, которые в комплексе с белка-
ми димеризации (DPa) обеспечивают “G1-волну
транскрипции” [24], активируя экспрессию G1/S-
фазных генов (рис. 1а, б). Здесь следует добавить,
что RB-подобные белки (RBR) являются ранним
приобретением в ходе эволюции и присутствуют
в голосеменных и покрытосеменных растениях,
одноклеточных водорослях, папоротниках, пече-
ночниках и мхах. RBR1 регулирует не только пе-
реход G1/S, но и функционирует в составе ком-
плексов DREAM, активируя экспрессию генов в
G2-периоде и генов, не связанных с КЦ, а также
участвует в сохранении стволовых клеток и регу-
ляции асимметричных делений [19, 25].

Комплексы CDKA;1–CYCA3 контролируют
прохождение S-фазы, CDKB1–CYCA2/B2/B3
обеспечивают прохождение G2-периода и ини-
циацию митоза, а CDKB2–CYCB1 и CDKA–
CYCD3;1 ответственны за прохождение митоза
(рис. 1а). Недавно обнаружено, что CYCB1 играют
ключевую роль в организации митотической сети
микротрубочек, образуя активные комплексы с
CDKB2;2 и фосфорилируя белки-организаторы
тубулинового цитоскелета [26].

Данные, полученные на синхронизированной
культуре клеток A. thaliana с помощью ДНК-микро-
чипов [27] хорошо подтверждают “G2-волну тран-
скрипции”. Многие гены, экспрессия которых
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приурочена к G2/M переходу КЦ (рис. 1в), содер-
жат в промоторной области так называемые
MSA-мотивы (mitosis-specific activator), которые
узнают ТФ типа MYB3R (такие как MYB3R1 и
MYB3R4 у A. thaliana). К генам, экспрессия кото-
рых активируется подобным образом, относятся,
например, CYCB1 и CYCB2, а также KNOLLE, ак-
тивность которого необходима для формирова-
ния клеточной пластинки после завершения мито-
за [28]. В свою очередь, митотические комплек-
сы CDK–CYC фосфорилируют и активируют
MYB3R [29].

Функционирование CDK тонко регулируется:
фосфорилирование Тре160 (или эквивалентного
остатка треонина) CDK-активирующими киназа-
ми (CAK) приводит к активации CDK [30]. Фосфо-
рилирование N-концевого остатка тирозина проте-

инкиназой WEE1 приводит к инактивации CDK,
при этом WEE1 обычно более активна при повре-
ждениях ДНК (репликационный стресс). Пред-
полагается, что WEE1 задерживает прохождение
S-фазы, чтобы обеспечить репарацию ДНК (рис. 2)
[31]. Кроме того, у кукурузы и томатов активность
WEE1 сопряжена с эндоредупликацией [32].

Дополнительно активность CDK специфично
ингибируют CKI (CDK Inhibitors). В растениях
Kip-подобные белки (kip-related proteins, KRP или
ингибиторы CDK, или ICK) содержат консерватив-
ный домен сходный с аналогичным доменом бел-
ков семейства Cip/Kip млекопитающих. У A. thali-
ana KRP-белки кодируют семь генов [33] и ин-
гибируют CDK в G1/S (рис. 2), что приводит к
остановке МЦ и коммитирует клетки к эндоре-
дупликации [16, 21, 32]. Второе семейство инги-

Рис. 1. Циклины (CYC) и циклин-зависимые протеинкиназы (CDK) – основные регуляторы КЦ. Многие CYC и CDK
экспрессируются в определенное время КЦ и их комбинаторное взаимодействие регулирует его продвижение (а). Экс-
прессия генов, поддерживающих переход G1/S КЦ, обеспечивается функционированием комплексов CDKA;1‒CYCD,
фосфорилирующих белок RBR1 с последующим его протеолизом, освобождением ТФ E2Fa и E2Fb, которые в ком-
плексе с белками DPa обеспечивают “G1-волну транскрипции” (б). Многие гены, экспрессия которых приурочена к G2
и M периодам КЦ, содержат в промоторной области MSA-мотивы (mitosis-specific activator), которые узнают ТФ MYB3R
(митотические комплексы CDK–CYC фосфорилируют и активируют MYB3R), обеспечивающие “G2-волну транскрип-
ции” (в). Экспрессия генов CDK и CYC и функционирование соответствующих им белков помечено цветом: для G1-, S-,
G2- и M-периодов – розовым, желтым, синим и зеленым соответственно. Гены и их продукты, постоянно экспрес-
сирующиеся в течение КЦ, отмечены светло сиреневым цветом. KNOLLE – ген A. thaliana, необходимый для цито-
кинеза, кодирует белок подобный, синтаксинам. ORC (Origin Recognition Complex), CDC6 (Cell Division Control 6),
MCM (Minichromosome Maintenance) – гены, кодирующие белки пререпликативных комплексов (по Komaki и
Sugimoto [111] с дополнениями и модификациями).
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биторов CDK, известное как SIAMESE (SIM-бел-
ки), было обнаружено в связи с анализом мутант-
ных растений A. thaliana с нарушенным развитием
трихом листьев [34]. Многие представители бел-
ков SMR (SIM-related) могут взаимодействовать с
CYCD и CDKA;1 [21, 34], но в основном, SIM-бел-
ки взаимодействуют с CDKB1;1 [21, 32] (рис. 2).
Возможность регуляции SMR-белками CDKA–
CYCD комплексов вероятно важна для адекват-
ного контроля КЦ при действии биотических и
абиотических стрессоров [35]. Интересно, что,
например, SMR4 взаимодействует с CYCD3;1 и
замедляет G1 в последнем асимметричном деле-
нии, предшествующем симметричному делению,
формирующему устьичные клетки [36].

Одно из самых ранних событий КЦ – лицен-
зирование ДНК (точнее хроматина) – процесс ак-
тивного доступа к хроматину и “заякоривания”
на нем белков и белковых комплексов, включаю-
щих факторы репликации ДНК и модифицирую-
щие хроматин белки [24]. Репликация генома эу-
кариот требует активации тысяч точек начала
репликации (replication origins, ORIs), с кото-
рыми должны связаться комплексы инициации.
Эти первичные регуляторные события – ассоциа-
ция пререпликативных комплексов (pre-RC) с
каждой потенциальной точкой начала реплика-

ции, активируются в поздней телофазе практиче-
ски сразу после распределения двух вновь сфор-
мированных ядер по дочерним клеткам. Проис-
ходит последовательная сборка консервативного
мультисубъединичного комплекса, содержащего
шесть белков ORC (Origin Recognition Complex),
АТФ связывающий белок CDC6 (Cell Division
Control 6), фактор лицензирования хроматина
и репликации ДНК 1 (CDT1) и гетерогексамер
из шести белков-хеликаз MCM (Minichromosome
Maintenance) [19, 37].

В раннем G1-периоде активность CDK должна
быть низкой, что необходимо для лицензирова-
ния точек начала репликации. Позднее активность
CDK возрастает за счет повышения уровня необхо-
димых для этого CYC G1-периода (см. рис. 1а), до-
стигая порога достаточного для инактивации
RBR1 и старта (firing) работы репликонов, то есть
запуска S-периода. Прохождение S-периода обес-
печивают специфичные CDK–CYC комплексы, в
G2-периоде активно транскрибируются CYC M-пе-
риода, активность митотических CDK возрастает
и начинается митоз. Затем, для завершения мито-
за необходима деградация (протеолиз с участием
26S-протеасом) митотических CYCA1, CYCB1 и
CYCB2 классов. Эти CYC содержат специфическую
последовательность аминокислотных остатков

Рис. 2. Основные пункты функционирования активаторов и ингибиторов CDK и выхода клеток из МЦ. G0 – состоя-
ние пролиферативного покоя клеток, присущее дифференцированным, стареющим и стволовым клеткам. В G0 воз-
можен выход из G1- и G2-периодов. При определенных условиях, например, гормональных стимулах, клетки могут
вернуться из G0 в МЦ. CAK – CDK-активирующие протеинкиназы; WEE – CDK-инактивирующая протеинкиназа;
KRP и SIM – ингибиторы CYC–CDK комплексов (по Velappan et al. [112] с дополнениями и модификациями).
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(D-box, от destruction box), определяющую чув-
ствительность к убиквитинированию и узнавае-
мую APC/C (Anaphase-Promoting Complex/Cyclo-
some) E3 убиквитинлигазой, что ведет к присоеди-
нению убиквитина и быстрой протеолитической
деградации митотических CYC [28]. Вследствие
этого активность CDK опять падает до уровня
раннего G1-периода (рис. 3).

В М-периоде параллельно сегрегации хромо-
сом идет подготовка к физическому разделению
двух дочерних клеток (цитокинезу). Несмотря на
относительную непродолжительность М-перио-
да (2–3 ч), его реализация в высшей степени ско-
ординирована и вовлекает огромное число моле-
кулярных участников и событий, приводящих к
значительным, в том числе и видимым структур-
ным перестройкам клетки (конденсация хрома-
тина, формирование веретена деления, разруше-
ние ядерной оболочки, сегрегация хромосом, об-
разование фрагмопласта и т.д.) [37, 38].

Клетки могут покинуть МЦ и перейти в состо-
яние G0 (пролиферативный покой), характерное
для дифференцированных, стареющих и стволо-
вых клеток (рис. 2), поскольку, как уже отмеча-
лось, в целом растении рост и пролиферация кле-
ток должны быть согласованы. Следствие такой
взаимозависимости – разные модификации КЦ,
наиболее подходящие для конкретных стадий раз-
вития и физиологических потребностей определен-
ных типов тканей или клеток [39]. Одной из наибо-
лее распространенных модификаций КЦ является
эндоредупликация (синонимы: эндорепликация,

эндоциклы, эндоплоидизация), при которой про-
исходят множественные раунды репликации ДНК
без последующей сегрегации хромосом и цитоки-
неза [17, 32, 40, 41]. Эндоредупликация обычно
наблюдается в больших, метаболически актив-
ных или очень специализированных клетках, хо-
тя встречается и в клетках, не совпадающих с
этим описанием.

Эндоредупликационные циклы представляют
собой модифицированные МЦ, в которых изме-
нены стадии репликации ДНК и митоза. Важно,
что при эндоциклах активность CDK не достигает
уровня необходимого для запуска митоза (рис. 3).
Это происходит за счет снижения транскрипции
предмитотических и митотических CYCА, CYCB и
CDKB, а также снижения активности CDKB под
влиянием ингибиторов семейства SMR, при этом
сохраняется активность CDKA;1 за счет форми-
рования комплексов с CYC D-типа и CYCA3, что
обеспечивает прохождение S-периода [34, 40]. Эн-
доциклы состоят из сменяющих друг друга специ-
фичных GE- и S-периодов (рис. 3), при этом на-
блюдается осцилляция в противофазе активно-
стей CYC–CDK комплексов и убиквитинлигазы
APC/C. По завершении эндоциклов активность
APC/C падает, что позволяет клетке перейти в со-
стояние пролиферативного покоя – G0; наличие
и активность CYC–CDK комплексов при этом
остается не ясным аспектом [41].

Оказалось, что такая протеинкиназа как CDKG2
позитивно влияет на эндоредупликацию, при
этом CDKB1;1 непосредственно фосфорилиру-

Рис. 3. Схема регуляции МЦ и эндоциклов. В G1 активность CDK возрастает за счет повышения уровня необходимых
для этого CYC, достигая порога достаточного для запуска S-периода. Далее возрастает активность митотических CDK и
начинается митоз. Завершает митоз деградация (протеолиз с участием 26S-протеасом) митотических CYC, вследствие чего
активность CDK падает до уровня раннего G1. При эндоциклах активность CDK не достигает уровня необходимого
для запуска митоза, при этом сохраняется активность CDKA;1 в комплексах с CYC D-типа и CYCA3, что обеспечивает
прохождение S-периода. Сменяющие друг друга GE- и S-периоды эндоциклов заканчиваются падением активности
APC/C. Клетка переходит в пролиферативный покой (G0) (по Breuer et al. [41] с модификациями).
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ет CDKG2 и уменьшает ее стабильность. Моле-
кулярный механизм действия CDKG2 пока не
ясен [42]. Нестабильность пластидного генома,
вызванная мутациями reca1why1why3 или ципро-
флоксацином, также индуцирует эндоциклы. Сиг-
нал идет через SOG1 (ТФ, отвечающий на повре-
ждения ДНК) и приводит к активации SMR5 и
SMR7 [43]. Интересно, что SOG1 задействован и
при индукции эндоредупликации у A. thaliana, вы-
званной сильным засолением [44]. В этих условиях
развивается окислительный стресс, образуются
разрывы в двухцепочечной молекуле ДНК, акти-
вируется SOG1, что приводит к изменению уровня
матриц и белков – снижению CDKB1;1, CDKB2;1
и CYCB1;1 и одновременному повышению WEE1,
CCS52A (активатор APC/C) и E2Fa.

Для растений миксоплоидия (эндополиплои-
дия), то есть присутствие в одной ткани клеток с
разным содержанием ДНК – широко распро-
страненное явление [45]. Так, например, популя-
ция клеток эпидермы листа A. thaliana миксопло-
идна [46] и у экотипа Col-0 содержит ядра с коли-
чеством ДНК 2С (36%), 4С (48%), 8С (15%) и 16С
(1%) (рис. 4).

В настоящее время физиологическое значение
эндополиплоидии еще не совсем понятно и в свя-
зи с этим интенсивно исследуется. Возможно, эн-
дополиплоидизация представляет собой способ
ускорения роста растений в конкретных экологи-
ческих условиях, поскольку существует опреде-
ленная зависимость между количеством ядерной
ДНК и размером клеток [46, 47]. Для культивиру-
емых in vitro клеток миксоплоидия также широко
распространенное явление, которое может опре-
деляться как специфическими условиями куль-
тивирования (компоненты питательной среды,
температура и др.), так и плоидностью исходного
экспланта.

ВНЕШНИЕ ФАКТОРЫ В РЕГУЛЯЦИИ 
КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА РАСТЕНИЙ

Высшие растения обладают эукариотическим
типом КЦ. Это означает, что работа генетически
обусловленной программы модулируется внеш-
ними факторами и стимулами. Внешние факто-
ры, такие как доступность воды, элементы пита-
ния, CO2, свет и температура влияют на рост и де-
ление клеток [48]. Однако изменения в КЦ не
всегда приводят к изменениям в размере органов
растения. Так, на молодых проростках A. thaliana
показано, что нитрат индуцирует экспрессию ге-
на SMR1/LGO (ингибитор CDK) уже через 3 дня
после прорастания, что приводит к индукции эн-
доредупликации, увеличению количества ДНК и
размера клеток. У мутантных растений lgo-2, клетки
которых неспособны поддерживать активную эн-
доредупликацию, размер семядолей сходен с та-

ковым растений дикого типа, что достигается за
счет деления клеток [49].

При водном дефиците замедляется скорость
деления клеток, уменьшаются размеры мери-
стем, число клеток листьев, возрастает доля кле-
ток, находящихся в G1-периоде, что указывает на
увеличение его продолжительности и/или на оста-
новку КЦ на границе G1/S. При этом продолжи-
тельность S- G2- и M-периодов изменяется в
меньшей степени [48]. Водный дефицит у многих
видов растений приводит к остановке как МЦ, так и
эндоциклов за счет снижения активности CDK, хо-
тя эндоредупикация может стимулироваться при
слабом водном стрессе. Например, в клетках ме-
зофилла A. thaliana это позволяет растению под-
держивать площадь листа при засухе через опо-
средованное плоидностью увеличение размеров
клеток [17]. Засуха быстро индуцирует в молодых
листьях арабидопсиса высокий уровень тран-
скриптов генов SMR и KRP – ингибиторов CDK и
ингибирует экспрессию CDKA/B и CYC [50].

Повышение концентрации CO2 ускоряет рост
многих видов растений, видимо это определяется
повышением продуктивности фотосинтеза и, сле-
довательно, концентрации углеводов [51, 52]. При

Рис. 4. Миксоплоидия эпидермы листа A. thaliana (L.)
Heynh. Микрофотография Bénédicte Desvoyes (по
Gutierrez [113] с модификациями).

2C 4C 8C 16C



440

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

НОСОВ, ФОМЕНКОВ

этом увеличение размеров листьев и корней свя-
зано с увеличением доли делящихся клеток в ме-
ристемах.

Первое кардинальное изменение, с которым
встречается этиолированный проросток при выхо-
де на поверхность почвы – это свет. Здесь следует
напомнить классические данные о том, что осве-
щение этиолированных проростков вызывает
волну делений [53]. Например, уже через 6 ч осве-
щения 3-дневных этиолированных проростков
A. thaliana наблюдается скоординированное увели-
чение экспрессии генов, связанных с трансляцией,
а затем генов – регуляторов КЦ, вовлеченных как
в переход от G1 к S-фазе, так и от G2 к митозу и па-
дение экспрессии генов ингибиторов CDK [54].

Снижение интенсивности падающего света вы-
зывает уменьшение финального числа клеток в ли-
стьях двудольных растений [48]. При этом сходный
эффект наблюдали когда интенсивность света
уменьшали на 40% с помощью нейтральных свето-
фильтров либо закрывали эквивалентную площадь
фотосинтезирующей поверхности листа. Оба эти
воздействия уменьшают относительную скорость
деления клеток и не влияют на продолжительность
пролиферативной активности листа. Уменьшение
количества поглощенного света сопровождается
снижением фотосинтеза и содержания сахаров в
тканях листа [48]. Интересен недавно установлен-
ный факт – CDKA в A. thaliana независимо от КЦ
контролирует индуцированный светом тропизм и
движения хлоропластов, вероятно, влияя на орга-
низацию цитоскелета. Для выполнения такой
функции требуется низкая активность CDKA в
сравнении с ее активностью в МЦ [55].

Среди переменных факторов окружающей сре-
ды, продолжительность световой фазы является бо-
лее предсказуемой и имеет фиксированный цикли-
ческий характер. Длительность светового периода
контролирует рост и развитие растений, обеспечи-
вая через работу внутренних светозависимых цир-
кадных часов регуляцию экспрессии многих генов.
Циркадные часы модулируют время КЦ посред-
ством ритмического связывания ТФ – TOC1/PRR1
(TIMING OF CAB EXPRESSION1/PSEUDO
RESPONSE REGULATOR 1) с промотором гена
CDC6 – одного из компонентов пререпликативно-
го комплекса [56].

Исследования влияния спектральных характе-
ристик света на КЦ интенсивно проводятся на
одноклеточных зеленых водорослях. Показано,
что свет в синей области спектра (400–500 нм)
ингибирует деление клеток Protosiphon botryoides
через сигнал, передаваемый от пока еще не иден-
тифицированного фоторецептора [57], а красный
свет стимулирует деление клеток Chlamydomonas
reinhardtii [58]. Непрерывный дальний красный
свет устраняет негативное действие непрерывно-
го синего света на синхронные деления в суспен-

зионной культуре клеток табака, что связывают с
фитохром-индуцированным биосинтезом аукси-
на [59]. Свет, в целом, способствует пролифера-
ции клеток, стимулируя активность фоторецеп-
торов, что приводит к подавлению активности
ингибиторов КЦ. Свет влияет и на эндоредупли-
кацию, подавляет эндоциклы. Например, в гипо-
котилях A. thaliana, Brassica oleracea и Pisum sativum,
в темноте проходит больше эндоциклов [60].

Наиболее исследованный фактор внешней сре-
ды, влияющий на КЦ − это температура. Множе-
ство данных показывает, что продолжительность
всего КЦ уменьшается (следовательно, скорость
деления клеток увеличивается) с повышением тем-
пературы [48]. Однако, не смотря на изменения в
скорости деления клеток, окончательное число
клеток в органе не изменяется в широких темпе-
ратурных пределах. Фактически увеличение ско-
рости деления клеток при повышении температуры
компенсируется уменьшением продолжительности
периода пролиферации клеток [61]. Показано, что
замедление роста при низкой температуре – ре-
зультат пропорционального увеличения продол-
жительности периодов КЦ, причем при мини-
мальной постоянной температуре морфологиче-
ские характеристики меристемы не изменяются.
Предложено понятие критических температур-
ных точек, на основе которых определяется опти-
мальная температура для КЦ [62].

ФИТОГОРМОНЫ – РЕГУЛЯТОРЫ 
КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА РАСТЕНИЙ

В качестве внутриклеточных плейотропных
факторов, контролирующих практически все
процессы в клетках растений, рассматривают фи-
тогормоны. При этом, чтобы показать эффект то-
го или иного фитогормона, как правило, приме-
няют их экзогенно. Действие фитогормонов на
рост и развитие растений, в том числе и на проли-
ферацию клеток, зависит от органа и ткани, ста-
дии онтогенеза, эндогенного соотношения фито-
гормонов, светового режима и т.п. Все это может
изменять направленность действия фитогормо-
нов [63]. В настоящее время убедительно показа-
но, что фитогормоны могут влиять на одни и те
же процессы, однако, парадоксально, но их сиг-
нальные пути работают не избыточно. Современ-
ная парадигма определяет, что сигналы разных
фитогормонов интегрируются на уровне генной
сети, а их проведение сопряжено с “общением”
(cross-talk) сигнальных путей [64–66].

Ауксины и цитокинины – важнейшие 
регуляторы клеточного цикла

Участие ауксинов и цитокининов (ЦК) в регуля-
ции КЦ – наиболее исследуемая тема. У A. thaliana
показана ключевая роль ауксина в формировании
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боковых корней. Концентрация ауксина значи-
тельно повышается в инициальных клетках пери-
цикла, что приводит к индукции делений этих
клеток, формированию примордия и развитию ак-
тивной меристемы, которая в дальнейшем форми-
рует боковой корень [67].

На растениях A. thaliana было показано, что
ауксины (природный и синтетические) индуци-
руют транскрипцию гена CDKA;1 в апексах кор-
ня, тогда как ЦК – в зоне растяжения [68]. Аук-
син способствует делению клеток в меристеме
корня и имеет максимальную концентрацию в
покоящемся центре, где он синтезируется, высо-
кую концентрацию в пролиферативном домене и
относительно низкую в зоне растяжения и диф-
ференциации клеток. При этом применение низ-
ких концентраций ауксина (200 нМ ИУК) стиму-
лирует митотическую активность, что приводит к
увеличению меристематической зоны [65]. Кро-
ме того, двойной мутант с потерей функций генов
биосинтеза ауксина WEI8/TAA1 и TAR2 (wei8tar2)
не имеет идентифицируемой меристемы, а обра-
ботка ИУК частично ее восстанавливает [69]. В
переходном домене апекса корня, где клетки ме-
няют обычный МЦ, заканчивающийся сегрега-
цией хромосом и цитокинезом, на циклы эндореду-
пликации – любые нарушения в биосинтезе, транс-
порте или передаче сигнала ауксина, способствуют
переходу от МЦ к эндоциклам, тогда как повыше-
ние уровня ауксина задерживает начало эндоцик-
лов и переход в зону растяжения клеток [65].

Достаточно высокий базальный уровень тран-
скриптов и белка CDKA;1 обнаруживается во всех
живых клетках растений, даже не активно делящих-
ся [68], что, по-видимому, отражает их уникальную
способность – возвращаться к делению. Ауксин
определяет возможность деления клеток, сти-
мулируя накопление достаточной концентрации
CDKA;1, которая после взаимодействия с опре-
деленными CYCD и CYCA обеспечит своей ак-
тивностью прохождение контрольной точки G1/S
и собственно S-периода КЦ (см. рис. 1, 2).

На пролиферацию клеток в меристеме корня
ЦК оказывают негативное влияние. Уменьшение
синтеза ЦК и/или нарушение передачи сигнала
приводит к увеличению меристематической зоны
и задержке начала эндоредупликации [65]. Нель-
зя не отметить, что существует другой взгляд на ме-
ханизм действия ЦК в меристематичекой зоне кор-
ня. Показано, что транс-зеатин замедляет скорость
роста корней и переход клеток к растяжению,
удлиняя МЦ. Иными словами, любые изменения
концентрации эндогенных ЦК или изменения в
передаче сигнала ЦК влекут за собой изменения
продолжительности МЦ [70]. Тем не менее, до-
минирующим является представление о том, что
ЦК оказывают противоположное влияние на МЦ
в апикальных меристемах побегов и корней [71].

Наряду с апикальной меристемой корня, куль-
тивируемые in vitro протопласты и клетки расте-
ний – часто используемые системы в исследова-
ниях роли ауксинов и ЦК в регуляции КЦ. На
протопластах из клеток листа люцерны проде-
монстрировано, что число делящихся клеток за-
висит от концентрации ауксина [72]. Однако ЦК
(зеатин) был необходим для нормального про-
хождения S-периода и завершения митоза, что
выражалось в повышении активности соответ-
ствующих CDK, а именно CDKA;1 и CDKB1;1. В
отсутствие ЦК белок CDKA;1 синтезировался, но
не проявлял фосфорилирующей активности [72].
Совместное действие ЦК и ауксина значительно
усиливало транскрипцию CDKA;1 в культивируе-
мых протопластах мезофилла табака [68]. Иссле-
дование на суспензионной культуре клеток
A. thaliana эффектов ауксина (НУК), ЦК (кине-
тина) и/или сахарозы показало, что экспрессия
генов, кодирующих компоненты регуляторной
сети КЦ отвечает различным образом в зависимо-
сти от сочетания эффекторов [73]. Экспрессия
CDKA;1, CYCA2;1 и CYCD индуцировалась сахаро-
зой, CYCD3;1 − кинетином и сахарозой, в то время
как экспрессия CDKB1;1 и CYCB1;1 существенно
повышалась при одновременном действии НУК и
кинетина. Уровень транскриптов генов ингибито-
ров CDK, семейства KRP значительно снижался
под влиянием фитогормонов и сахарозы [73].

Коллективный эффект ауксина и ЦК наблю-
дали и в экспериментах с эксплантами листьев
люцерны. Обработка листовых эксплантов 2,4-Д
несколько повышала общую активность CDK,
определяемую по фосфорилированию гистона H1,
а комбинация ЦК и ауксина значительно увели-
чивала активность CDK [74]. Представленные
данные показывают, что в указанных объектах ЦК
необходим для прохождения S-фазы и перехода
G2/M. Более того, вероятно сигнал ЦК важен и
для перехода между всеми фазами КЦ, поскольку
в синхронизированной суспензионной культуре
клеток табака (BY-2) наблюдается осцилляция
внутриклеточной концентрации эндогенных ЦК
(в основном, в форме транс-зеатина) с максиму-
мом перед границей G1/S и пиками перед грани-
цами S/G2, G2/M, и M/G1 [75].

Ответ целых растений на экзогенные фитогор-
моны сложен и, в частности, зависит от органа и
ткани и не обязательно повторяет ответ культи-
вируемых in vitro клеток. Но наряду с культурой
клеток, обработка проростков A. thaliana зеати-
ном вызывала повышение уровня мРНК CYCD3 в
коммитированных к делению тканях растений [76].
Сверхэкспрессия CYCD3;1 в трансгенных растениях
увеличивает митотическую активность и уменьша-
ет число эндоциклов. В культуре клеток сверхэкс-
прессия CYCD3;1 приводит к удлинению G2-фазы и
задержке активации митотических генов, что поз-
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воляет предположить, что CYCD3;1 обеспечивает
формирование комплексов CDKA;1–CYCD, не-
обходимых для перехода из G1- в S-период и ак-
тивации экспрессии S-фазных генов [77]. Инте-
ресно, что у мутантных растений A. thaliana с
высоким содержанием эндогенных ЦК отмече-
но трехкратное увеличение уровня мРНК CYCD3
по сравнению с растениями дикого типа, а из экс-
плантов трансгенных растений A. thaliana с кон-
ститутивной экспрессией CYCD3 можно получать
каллусные ткани и поддерживать их пролифера-
цию без экзогенных ЦК [76].

Ауксины и ЦК влияли на экспрессию генов
CYC, CDK и ингибиторов CDK и в других экспе-
риментальных системах. Через 1 сутки культиви-
рования на среде, индуцирующей каллусообразо-
вание (среда с 2,4-Д), в эксплантах гипокотилей
5-недельных растений A. thaliana повышалась
экспрессия многих генов, связанных с КЦ, в том
числе CYCB1;1, CYCB2;2, а уровень транскриптов
KRP1 и SMR2 (ингибиторов CDK) снижался [78].
Аналогичным образом, обработка проростков
A. thaliana ауксинами и ЦК приводила к сниже-
нию транскрипции гена KRP4 [79].

Кроме того, ауксины и ЦК реализуют и другие
способы контроля КЦ. Ауксины стабилизируют
уровень белка E2Fb, который регулирует прохож-
дение S- и M-периодов, активируя экспрессию
CDKA;1 и CDKB1;1. При высоком уровне E2Fb со-
кращается продолжительность КЦ [80]. Показа-
но, что F-box белок SKP2A (S-Phase Kinase-Asso-
ciated Protein 2A) A. thaliana, контролирующий
стабильность E2Fc/DPB – репрессоров тран-
скрипции генов, регулирующих КЦ, способен
напрямую связываться с ауксином, что приводит
к убиквитинированию и протеолизу SKP2A вме-
сте с его мишенями – E2Fc/DPB, и это положи-
тельно сказывается на продвижении КЦ [81]. То
есть, можно говорить о возможности регуляции КЦ
ауксином, в обход классического модуля его сигна-
линга – Aux/IAA-ARF-SCFTIR1/AFB [82]. В связи
с этим, следует отметить, что ауксин-связывающий
белок ABP1 (AUXIN BINDING PROTEIN 1) –
один из первых охарактеризованных белков, с боль-
шой аффинностью связывающий ауксин и отвеча-
ющий критериям рецептора, открывает свои функ-
ции в регуляции КЦ. На культуре клеток табака
BY-2 показано, что инактивация ABP1 вызывает
арест КЦ в G1-периоде и резкое падение экспрес-
сии CYCD3;1 [83]. Кроме того, сообщалось, что
ауксин через трансмембранные киназы активи-
рует передачу сигнала по MAPK-каскаду (Mito-
gen-Activated Protein Kinase) и контролирует ори-
ентацию клеточных делений при формировании
боковых корней [84].

В переходной зоне апекса корня A. thaliana ЦК
активирует два ТФ, ARR1 (ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATOR 1) и ARR12, что при-

водит к индукции SHY2/IAA3 – репрессоров пе-
редачи сигнала ауксина. Это ингибирует ауксино-
вый сигналинг и снижает экспрессию переносчи-
ков ауксина, что приводит к остановке деления
клеток [71]. Однако ЦК может оказывать прямое
влияние на КЦ, которое не определяется дей-
ствием на передачу сигнала ауксина. Показано,
что активированный ЦК ARR2 напрямую связыва-
ется с промотором гена CCS52A1 и индуцирует его
экспрессию. Белок CCS52A1 – активатор APC/C
E3 убиквитинлигазы экспрессируется в переход-
ной зоне и зоне растяжения корня и стимулирует
деградацию митотических циклинов, что приво-
дит к запуску эндоциклов [85].

Но для апикальной меристемы побега A. thali-
ana недавно было обнаружено, что при переходе
G2/M ЦК способствует перемещению в ядро ТФ
MYB3R4, который активирует экспрессию митоти-
ческих генов, контролирующих “плановое” про-
хождение митоза и цитокинеза (см. рис. 1). Быст-
рое накопление MYB3R4 в ядре зависит от белков
импортинов и совпадает с транзиторным пиком
концентрации ЦК [86]. Появляются и новые игро-
ки в реализации сигнала ЦК. Так, было показано,
что CKG (CYTOKININ-RESPONSIVE GROWTH
REGULATOR), известный как ТФ bHLH137, кон-
тролирует МЦ и рост клеток, работает после
ARR2, индуцируя транскрипцию WEE1 [87].

Абсцизовая кислота, гиббереллины 
и брассиностероиды – ингибиторы 
и стимуляторы клеточного цикла

Давно обнаружено неоднозначное действие
АБК на пролиферацию клеток. Наряду с прояв-
лением ингибирующего эффекта в некоторых си-
стемах АБК стимулировала рост, деление клеток
и синтез ДНК. Как и для многих фитогормонов,
это определяется концентрацией АБК и чувстви-
тельностью тканей и клеток растения [88]. Без-
условным фаворитом в объяснении негативного
влияния АБК на КЦ является тот факт, что под
ее влиянием увеличивается экспрессия генов
KRP/ICK, кодирующих ингибиторы CDKA. Это
приводит к нарушению перехода G1/S. Кроме того,
АБК подавляет экспрессию CYCB1;1 (контрольная
точка G2/M) [89]. АБК способствует увеличению
размеров клеток эпидермы листа A. thaliana у расте-
ний, не испытывающих водный стресс, что связано
со стимуляцией эндоредупликации [90].

Обработка апекса корня низкой концентраци-
ей АБК (0.5 μМ) увеличивает размер меристемы,
тогда как высокая концентрация (30 μМ) приво-
дит к противоположному результату [65]. Инте-
ресно, что отрицательный эффект АБК на размер
меристемы можно частично устранить при сов-
местной обработке с глутатионом. Вероятно, в реа-
лизации такого эффекта АБК участвуют АФК [65].
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Любопытно, но обработка АБК надземной части
растений A. thaliana приводит к увеличению раз-
мера меристемы корня и индуцирует экспрессию
CYCB1;1::GFP (маркер митоза). Предполагает-
ся, что это вызвано усилением базипетального
транспорта ауксина [91]. Совсем недавно был об-
наружен новый регуляторный модуль, в котором
ТФ ABI4 напрямую ингибирует активность про-
моторов как минимум двух основных генов кле-
точного цикла, CYCB1;1 и CDKB2;2 [92].

Хорошо известно, что этилен и АБК взаимно
влияют на синтез друг друга и существуют пункты
“общения” путей передачи их сигналов. Тем не
менее, неожиданным был результат, полученный
на суспензионных культурах клеток A. thaliana
дикого типа (Col-0) и мутантов по одному из ре-
цепторов этилена, etr1-1 и следующему за рецеп-
торами компоненту передачи сигнала, ctr1-1 (con-
stitutive triple response1-1), у которого сигнальный
путь этилена постоянно работает. Для клеток ди-
кого типа экзогенная АБК выполняет функцию
ингибитора синтеза ДНК и пролиферации кле-
ток. Если этиленовый сигнал не воспринимается
в полной мере (etr1-1), то АБК значительно уси-
ливает пролиферацию клеток. Когда путь передачи
сигнала этилена конститутивно активен (ctr1-1),
клетки чаще переходят к эндоредупликации, но до-
бавление АБК способствует реактивации МЦ [93].

Гиббереллины играют значительную роль в ко-
ординации роста и пролиферации клеток в услови-
ях нормальной гравитации, что не работает в усло-
виях микрогравитации [94]. В меристеме корней
гиббереллины необходимы как для прохождения
МЦ, так и для роста клеток в зоне элонгации; сти-
мулируя разрушение репрессирующих рост бел-
ков DELLA [65]. В семенах A. thaliana гибберел-
лин GA4 индуцирует экспрессию CYCD1;1 и не-
скольких факторов репликации ДНК. Во время
вегетативного роста белки DELLA ингибируют
пролиферацию клеток, индуцируя экспрессию
ингибиторов КЦ – SMR1, SMR2 и KRP2. В ответ
на осмотический стресс DELLA индуцируют кле-
точную дифференциацию и начало эндоредупли-
кации в листьях за счет подавления активности
генов, кодирующих ингибиторы APC/C [95].

Брассиностероиды, как правило, выступают в
роли позитивных регуляторов КЦ [96]. Эпибрас-
синолид повышает экспрессию CYCD3;1 и тем са-
мым усиливает интенсивность деления клеток и
может заменить ЦК в каллусной и суспензионной
культурах клеток A. thaliana [97]. При этом, для кле-
ток листа A. thaliana брассиностероиды важны для
процессов деления, растяжения и дифференциа-
ции. Баланс между пролиферацией и дифферен-
циацией клеток зависит от концентрации фито-
гормона и функционирования BRI1-зависимой
(рецептор брассиностероидов) сигнальной систе-
мы [98]. В апикальной меристеме корня эффект

брассиностероидов также зависит от концентра-
ции. Растения, обработанные 0.4–4 нМ брасси-
нолида, имеют более короткую меристему, чем не-
обработанные растения, в то время как 0.04 нМ фи-
тогормона увеличивает размер меристематической
зоны. При этом влияние брассиностероидов на
пролиферацию или дифференциацию зависит от
типа клеток; в эпидерме – индукция пролифера-
ции, в стеле – стимуляция дифференциации [65].

Этилен ингибирует или стимулирует 
пролиферацию клеток?

В вегетативном росте этилен, по-видимому, иг-
рает двойную роль, стимулируя и ингибируя рост, в
зависимости от вида, ткани и типа клеток, стадии
развития, гормонального статуса и условий окру-
жающей среды [64]. Когда этилен рассматривают
как “гормон стресса”, иного, чем затопление, он
исправно исполняет функции ингибитора растя-
жения и деления клеток, в частности в тканях ли-
ста, что имеет важное адаптивное значение [50].

В настоящее время нет однозначного понима-
ния роли этилена в контроле КЦ. Показано, что
этилен ингибирует репликацию ядерной ДНК и
деление клеток в проростках гороха [99], индуци-
рует запрограммированную гибель культивируе-
мых клеток табака в определенные периоды КЦ,
при концентрациях (17700–35000 мкл/л), превы-
шающих на три-четыре порядка физиологиче-
ские [100]. Этилен ингибирует пролиферацию
клеток в меристеме корня A. thaliana, в частности,
активируя экспрессию KRP1 [101]. При этом по-
казано, учитывая способность ЦК индуцировать
биосинтез этилена и отрицательное влияние ЦК
на пролиферацию клеток меристемы корня, что
этилен лишь отчасти способствует, но не требует-
ся для проявления эффектов ЦК. Однако этилен
подавляет стимулирующее влияние ЦК на деле-
ние клеток и рост семядолей этиолированных
проростков A. thaliana [102].

Тем не менее, этилен может оказывать поло-
жительное влияние на события КЦ. Этилен акти-
вирует синтез ДНК и эндоредупликацию, но инги-
бирует цитокинез в эпидерме гипокотилей огурца
[103]. Этилен индуцирует деление клеток покоя-
щегося центра меристемы корней A. thaliana [104]
и клеток эпидермы этиолированных гипокотилей
огурца после кратковременного воздействия [105].
Этилен активирует пролиферацию камбиальных
клеток тополя [106] и клеток покоящегося центра
меристемы корней кукурузы после удаления кон-
чика корня [107]. Этилен в кооперации с рецеп-
торной киназой PXY способствует увеличению
скорости делений в “васкулярной” меристеме
при формировании флоэмы [108]. На культиви-
руемых клетках A. thaliana дикого типа Col-0 и
мутанта etr1-1, несущего точечную мутацию в сайте
связывания этилена рецептором ETR1 (один из пя-
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ти рецепторов) показано, что ингибитор связыва-
ния этилена с рецепторами (1-метилциклопропен,
1-MCP) значимо снижает, а этилен повышает
жизнеспособность клеток обоих генотипов, ана-
логичным образом влияя на индексы роста. Эти-
лен существенно увеличивает число S-фазных
клеток в культуре etr1-1, а 1-МСР – снижает. Ве-
роятно, за контроль пролиферации клеток отве-
чает не ETR1, а другие рецепторы этилена [109].
Экзогенный этилен стимулирует переход в S-фа-
зу культивируемых клеток A. thaliana лишь тогда,
когда продукция эндогенного этилена мала. Кро-
ме того, показана значительная корреляция меж-
ду продукцией этилена и скоростью роста не-
скольких штаммов суспензионных культур клеток.
При этом синтез этилена, по-видимому, предше-
ствует пролиферации клеток [110].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Отметим, что в данной лекции мы не рассмат-
ривали влияние жасмонатов, стриголактонов и
каррикинов на КЦ. В основном из-за ограниченно-
го объема. С другой стороны, жасмонаты, стриго-
лактоны и каррикины в большей степени молеку-
лы стресса и, вероятно, необходимо рассказать об
их влиянии на КЦ отдельно. Тем не менее, если
суммировать изложенные выше данные, то ста-
новится ясным, что консервативная молекуляр-
ная механика КЦ все же продолжает пополняться
новыми ТФ, новой ролью аннотированных ранее
CYC и CDK и т.д. Что касается влияния фитогор-
монов на КЦ, то очевидно, что эффекты зависят
от органа, ткани, внешних условий, градиентов
других фитогормонов и т. п. Не существует иде-
альной абстрактной клетки и стандартного влия-
ния того или иного фитогормона применительно
к этой клетке. Культивируемые in vitro клетки также
не лишены эпигенетического ландшафта исходно-
го экспланта. Используют ли разные клетки общие
или уникальные инструменты регуляции КЦ? Во-
прос остается открытым.

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

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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