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   Исследована роль транспортера нитратов и АБК 

(NRT 1.2) в ростовой реакции растений арабидопсиса 

на натрий-хлоридное засоление. Мутантные 

по данному гену (nrt1.2) и растения исходной линии 

Wassilewskija (Ws) выращивали на жидкой среде 

Хогланда-Арнона. В половину сосудов добавляли 

NaCl до конечной концентрации 150 ммоль/л. 

У растений Ws засоление приводило к накоплению 

АБК и ИУК в побегах и корнях, что сопровождалось 

снижением накопления их массы и удлинения корней. 

У nrt1.2 экспозиция на хлориде натрия вызывала 

лишь небольшое снижение соотношения массы корня 

и побега. В отличие от WS, у мутанта в регуляции 

данной реакции АБК не участвовала. Сделаны 

выводы о важной роли транспортера в накоплении 

массы растений и удлинения корней в оптимальных 

условиях, а также в адаптивном ростовом ответе 

растений на засоление. 
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   The role of the nitrate and ABA transporter (NRT1.2) 

in the growth response of Arabidopsis plants to sodium 

chloride salinity was studied. Mutants for this gene 

(nrt1.2) and plants of the parent Wassilewskija line (Ws) 

were grown on liquid Hoagland-Arnon medium. NaCl 

was added to half of the vessels to a final concentration 

of 150 mmol/l.  In Ws plants, salinity led 

to the accumulation of ABA and IAA in shoots and roots, 

which was accompanied by a decrease in their mass 

accumulation and root elongation. In nrt1.2, exposure 

to sodium chloride caused only a slight decrease 

in the root to shoot mass ratio. Unlike WS, ABA did not 

participate in the regulation of this response in the mutant. 

Conclusions were made about the important role 

of the transporter in the accumulation of plant mass and 

root elongation under optimal conditions, as well as 

in the adaptive growth response of plants to salinity. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Абиотические стрессы, такие как засоление, засуха и высокая температура, оказывают 

нежелательное воздействие на урожайность и качество сельскохозяйственных культур. 

Засоление, в частности, является важным ограничивающим фактором, вызывая низкую 

урожайность с низким качеством [Shahid et al., 2020]. Помимо естественного засоления 

почвы, ситуация еще более усугубляется чрезмерным использованием химических 

удобрений, неправильными методами орошения и воздействием морской воды [Munns, 

Tester, 2008; Sahab et al., 2021]. Соленость значительно влияет на параметры роста растений, 

содержание воды, фотосинтез и другие физиологические процессы [Goharrizi et al., 2020]. 

Абсцизовая кислота (АБК) играет важную роль на многих этапах жизненного цикла 

растений, включая развитие семян и покой, и опосредует реакции растений на различные 
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стрессы окружающей среды [Eyidogan et al., 2012; Devinar et al., 2013; Talanova et al., 2017], 

в том числе на засоление [Narusaka et al., 2003]. Абсцизовая кислота (АБК) хорошо известна 

своей способностью обеспечивать выживание растений в условиях засоления, например, 

путем закрытия устьиц и предотвращения потери воды, а также благодаря своим 

антиоксидантным свойствам [Parveen et al., 2020].  

Было показано, что NRT1.2/NPF4.6, который был охарактеризован как переносчик 

нитратов с низким сродством [Huang et al., 1999], обладает активностью импортера АБК у 

Arabidopsis [Kanno et al., 2012]. Поэтому он был переименован в ABA-IMPORTING 

TRANSPORTER 1 (AIT1) [Kanno et al., 2012]. 

Цель работы состояла в выявлении возможной роли трансмембранного переносчика 

АБК в формировании ростового ответа растений арабидопсиса на засоление. Помимо 

содержания АБК в тканях растений, был определен уровень цитокининов и ИУК, поскольку, 

во-первых, эти гормоны также могут участвовать в регуляции роста растений при засолении, 

а во-вторых, их концентрация может изменяться в зависимости от уровня АБК. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

В качестве объекта для изучения роли мембранного транспорта АБК в регуляции 

ростового ответа растений на засоление мы использовали растения арабидопсиса Arabidopsis 

thaliana L., мутантные по гену транспортера нитратов NRT1.2, который считается также 

переносчиком абсцизовой кислоты (АБК). Родительской формой является экотип 

Wassilewskija (Ws). Семена стратифицировали 3 суток при температуре 4ºС на влажной 

фильтровальной бумаге в чашках Петри. Затем семена раскладывали на поверхность песка, 

насыщенного раствором 10%-го Хогланда-Арнона, в стаканы объемом 100 мл по 4 шт. 

и помещали в климатическую камеру. Растения выращивали при 16-часовом световом дне, 

при температуре: днем и ночью 23 и 19º С, соответственно, относительной влажности 

воздуха 80%, освещенности 120 мкмоль м-2с-1. После прорастания семян относительную 

влажность песка поддерживали на уровне 65-70% от полной влагоемкости. В возрасте трех 

недель растения арабидопсиса по 12 штук были пересажены на плотики, плавающие 

на поверхности 10%-го раствора Хогланда-Арнона. Засоление создавали путем добавления 

хлорида натрия в половину контейнеров до конечной концентрации 150 ммоль/л.  

Измерение транспирации проводили по потере массы небольшого сосуда с плотиком 

в течение часа с момента внесения в раствор хлорида натрия. 

Фиксация тканей для количественного определения гормонов проводилась через три 

часа после переноса половины растений на раствор хлорида натрия. Извлечение гормонов 

проводили с использованием 80% этанола в течение ночи при 4⁰C. После 

центрифугирования и испарения спирта водный остаток доводили до 9 мл дистиллированной 

водой и подкисляли соляной кислотой до pH 2–3. Очистку гормонов проводили, как описано 

[Vysotskaya et al., 2008]. АБК и ИУК экстрагировали дважды диэтиловым эфиром (по 3 мл 

каждого), а затем переносили в бикарбонат натрия (3 мл). После подкисления соды гормоны 

повторно экстрагировали эфиром (дважды по 1,5 мл) и метилировали диазометаном. 

На каждом этапе гормоны концентрировались за счет уменьшения количества экстрагента, 

что увеличивало селективность извлечения гормонов [Veselov et al., 1992].  

Для экстракции цитокининов корни растений гомогенизировали в 80% этаноле 

и инкубировали в течение ночи при 4°C. После фильтрации и упаривания этанола водный 

остаток подвергали очистке на картридже С18 (Waters, США) [Giannino et al., 2008]. После 

испарения растворителя сухой остаток растворяли в 0,02 мл 80% этанола и разделяли 
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метаболиты цитокининов при помощи тонкослойной хроматографии [Giannino et al., 2008]. 

Различные формы цитокининов элюировали в течение 15 ч 0,1 М фосфатным буфером 

(рН 7,2 – 7,4) из соответствующих зон, идентифицированных по положению метчиков 

в УФ свете. Затем аликвоту в серии разведений добавляли в лунки планшетов и проводили 

иммуноферментный анализ с помощью антител против транс-зеатинрибозида (ЗР), 

высокоспецифичных к производным транс-зеатина [Giannino et al., 2008]. 

Иммуноферментный анализ. Для количественного определения АБК и ИУК сухой 

остаток после испарения эфира растворяли в 100 мкл 80% этанола, и 10 мкл добавляли 

в лунки микропланшетов после предварительной адсорбции на стенках конъюгированного 

соответствующего гормона с белком. В случае определения цитокининов в лунки планшетов 

добавляли 100 мкл образца, полученного элюированием гормонов из силуфола фосфатным 

буфером. Стандарты АБК, ИУК и тран-зеатинрибозида в серии десятикратных разведений 

добавляли в часть лунок для последующего получения калибровочной кривой. 

Специфическую сыворотку добавляли в каждую лунку и инкубировали. Несвязанные 

кроличьи антитела смывали, а козьи антикроличьи IgG, конъюгированные с пероксидазой, 

инкубировали с адсорбированным комплексом антиген–антитело. Наконец, добавляли 

раствор субстрата, состоящий из о-фенилендиамина. Развившуюся окраску количественно 

определяли при 492 нм с помощью микрофотометра. 

Для измерения ростовых характеристик ежедневно на 3 часа переносили растения 

на раствор хлорида натрия. На четвертый день эксперимента были проведены измерения 

массы побега и корней, длину главного корня, рассчитали соотношение массы корней 

и побегов.  

Данные по статистическому анализу представлены как средние значения ± 

стандартные ошибки (SE). Все данные были проверены с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием множественных ранговых тестов 

Дункана для различения средних значений (p ≤ 0,05) с использованием ПО Statistica вер. 10 

(Statsoft Inc., USA). Для проверки различий в скорости транспирации между контрольными 

и подвергшимся засолению растениями арабидопсиса использовался парный t-тест. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Перенос растений арабидопсиса на питательный раствор, содержащий хлорид натрия 

(150 мМ) приводил к снижению скорости транспирации как исходных растений Ws, так и 

мутантных по переносчику нитратов и АБК – nrt1.2. (рис.1). 

Рис. 1. Скорость потери воды растений исходного экотипа Wassilewskija (Ws) 

и мутантных по переносчику нитратов и АБК растений (nrt 1.2), получавших 10%- раствор 

Хогланда-Арнона без хлорида натрия (0) или содержащий NaCl в концентрации 150 ммоль/л 

в течение часа. Звездочкой обозначены средние, статистически отличающиеся 

от соответствующего контроля (n = 9, t-test). 
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Экспозиция растений на 150мМ растворе NaCl приводила к значительному 

накоплению АБК в побегах и корнях растений исходной линии (рис. 2). Концентрация АБК в 

органах контрольных мутантных растений (не подвергавшихся засолению) была в 9 и в 5 раз 

выше в побегах и корнях, соответственно, по сравнению с контрольными растениями Ws. 

Добавление в питательный раствор хлорида натрия снижало уровень гормона в побегах и не 

вызывало изменений в концентрации АБК в корнях растений nrt1.2.  

Рис. 2. Содержание АБК в побегах (А) и корнях (Б) 3-недельных растений арабидопсиса 

исходного экотипа Wassilewskija (Ws) и мутантных по переносчику нитратов и АБК 

растений (nrt 1.2), получавших в течение трех часов 10%- раствор Хогланда-Арнона 

без хлорида натрия (0) или содержащий NaCl в концентрации 150 ммоль/л. Статистически 

различающиеся средние (n = 9) обозначены разными буквами (p < 0,05; ANOVA). 

Концентрация ИУК в корнях контрольных мутантных растений также была выше, чем 

у растений исходной линии. Засоление вызывало повышение уровня гормона у растений Ws 

(рис. 3). 

Рис. 3. Концентрация ИУК в побегах (А) и корнях (Б) 3-недельных растений арабидопсиса 

исходного экотипа Wassilewskija (Ws) и мутантных по переносчику нитратов и АБК 

растений (nrt 1.2), получавших в течение трех часов 10%- раствор Хогланда-Арнона без 

хлорида натрия (0) или содержащий NaCl в концентрации 150 ммоль/л. Статистически 

различающиеся средние (n = 9) обозначены разными буквами (p < 0,05; ANOVA). 

У растений Ws трехчасовая экспозиция на питательном растворе, содержащем хлорид 

натрия, приводила к увеличению концентрации зеатинрибозида в побегах и корнях на 50 и 

30%, соответственно (рис. 4). В корнях, кроме этого, было зарегистрировано снижение 

уровня зеатиннуклеотида на 35%. В побегах nrt1.2 засоление вызывало увеличение 

концентрации зеатина на 40% в побегах и увеличение уровня зеатинрибозида на 57% в 

корнях.  
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Рис. 4. Суммарная концентрация трех форм цитокининов (зеатина (З), его рибозида (ЗР) 

и  нуклеотида (ЗН)) в побегах (А) и корнях (Б) растений арабидопсиса исходного экотипа 

Wassilewskija (Ws) и мутантных по переносчику нитратов и АБК растений (nrt 1.2), 

получавших в течение трех часов 10%- раствор Хогланда-Арнона без хлорида натрия (0) 

или содержащий NaCl в концентрации 150 ммоль/л. Звездочкой обозначены средние 

значений концентраций форм цитокининов, статистически отличающиеся 

от соответствующего контроля (n = 9, t-test). Статистически различающиеся средние 

значения суммарного содержания цитокининов (n = 9) обозначены разными буквами 

(p < 0,05; ANOVA). 

Измерение массы корней и побега одного растения, длины главного корня, а также 

вычисление соотношения массы корней и побега выявили сходную картину. Мутантные 

растения, не подвергавшиеся воздействию засоления, значительно отставали в накоплении 

массы и удлинении корней от контрольных растений исходной линии. Экспозиция растений 

на соли приводила к снижению ростовых показателей у растений Ws и не влияла на 

ростовые процессы nrt1.2 (рис. 5). Соотношение массы корень/побег у мутантных растений 

было ниже, чем у исходных, не подвергавшихся влиянию засоления (рис. 5 В). Засоление 

приводило к резкому снижению соотношения корень/побег у исходных растений, данная 

реакция у мутантов проявлялась в меньшей степени. 

Рис. 5. Сырая масса корней (А), побега (Б) и их соотношение (В), а также длина главного 

корня (Г) 3-недельных растений арабидопсиса исходного экотипа Wassilewskija (Ws) 

и мутантных по переносчику нитратов и АБК растений (nrt 1.2), получавших в течение 

четырех дней 10%-ный раствор Хогланда-Арнона без хлорида натрия (0) или содержащий 

NaCl в концентрации 150 ммоль/л. Статистически различающиеся средние (n = 30) 

обозначены разными буквами (p < 0,05; ANOVA). 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Известно, что осмотический стресс часто вызывает накопление АБК в листьях 

растений, что приводит к закрытию устьиц [Zhao et al., 2017]. Засоление оказывает не только 

токсический эффект на растения из-за накопления в них ионов натрия и хлоридов, 

но и снижает количество поступающей воды в корни из почвы [Akhiyarova et al., 2023]. 

Поэтому снижение устьичной проводимости и, как следствие, скорости транспирации 

способствует сохранению оводненности тканей в условиях засоления. В наших 

экспериментах у растений исходной линии Wassilewskija мы зарегистрировали как снижение 

транспирации (через 15 мин после начала воздействия), так и повышение уровня АБК 

в органах растений под влиянием 150 мМ хлорида натрия (рис. 1А, 2). У мутантных 

по переносчику АБК растений снижение скорости потери воды наблюдалось, но началось 

лишь через 45 мин после переноса растений на раствор хлорида натрия (рис. 1Б). При этом 

мы не обнаружили повышения содержания АБК в органах nrt1.2. (рис. 2). Можно 

предполагать, что транспирационный ответ мутантных растений регулировался иными 

механизмами, тогда как растения Ws демонстрировали «классический» сценарий, связанный 

с накоплением АБК в тканях. Поскольку Ws и nrt1.2. отличаются функционированием 

одного из трансмембранных переносчиков АБК, напрашивается вывод о том, что именно 

транспорт АБК играет роль в регуляции адаптивного снижения транспирации в условиях 

засоления. Наши результаты подтверждаются данными, полученными с использованием как 

мутантов с выключенным переносчиком АБК NRT1.2, так и трансгенных растений 

со сверхэкспрессией соответствующего гена. Авторами был сделан вывод о том, 

что переносчик NRT1.2 участвует в транспорте АБК из сосудистой системы в другие части 

растения и что эта функция играет важную роль в регуляции закрытия устьиц в ответ 

на стресс, связанный с дефицитом воды [Osakabe et al., 2014]. 

Мутантные растения отставали в накоплении массы и в удлинении корней 

от контрольных исходных растений (рис. 5 А, Б, Г). Более низкие значения массы побегов 

nrt1.2. можно объяснить значительным накоплением АБК в их листьях, поскольку этот 

гормон известен своим ингибирующим действием на накопление массы побегов [Ghosh et al., 

2014]. На рост корней АБК действует двояко – она может как тормозить, так и 

стимулировать рост корней в зависимости от концентрации [Li et al., 2017]. В нашей работе 

концентрация АБК в корнях контрольных мутантных растений в 5 раз превосходила таковую 

растений исходной линии (рис. 2 Б), что могло отрицательно сказаться на росте корней. 

Торможение удлинения корней могло быть также связано с содержанием ауксинов. В наших 

экспериментах мы обнаружили повышенный уровень ИУК в корнях мутантных растений, 

не подвергавшихся засолению по сравнению с контрольными растениями исходной линии 

(рис. 3 Б). В литературе есть данные о том, что высокие концентрации ауксинов могут 

негативно влиять на удлинение корней [Korobova et al., 2018]. Это свидетельствует в пользу 

возможного участия ауксинов в регуляции удлинения корней у мутантных по переносчику 

NRT1.2 растений.  

Экспозиция растений на 150мМ растворе хлорида натрия вызывала снижение 

изученных ростовых показателей только у Ws (рис. 5 А, Б, Г). При этом как в побегах, так и 

в их корнях мы зарегистрировали значительное накопление АБК (рис. 2), а также повышение 
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уровня ИУК (рис. 3 Б) в корнях по сравнению с контрольными растениями. Учитывая 

обсуждение выше о причинах отставания контрольных мутантных растений в накоплении 

массы и удлинении корней от растений Ws, можно сделать вывод о том, что в формировании 

ростового ответа растений исходной линии важную роль играют АБК и ИУК. Создается 

впечатление, что подвергшиеся засолению растения Ws по фенотипу и содержанию АБК 

и ИУК «становятся» мутантными растениями nrt1.2. Это свидетельствует в пользу участия 

переносчика NRT1.2 в накоплении массы растений и удлинении корней в оптимальных 

условиях. 

Важным показателем устойчивости растений служит относительный рост корней 

и побегов. Засоление приводило к резкому снижению соотношения корень/побег у исходных 

растений, данная реакция у мутантов проявлялась в меньшей степени (рис. 5 В). Торможение 

роста корней в условиях засоления — это важная адаптивная реакция растений, поскольку 

она позволяет уменьшить площадь поглощения токсичных ионов. У растений исходной 

линии Ws засоление вызывало снижение накопления массы побегов и корней (рис. 5 А, Б) 

на фоне значительного повышения уровня АБК в их тканях (рис. 2). У мутантных растений 

не было зарегистрировано ни снижения массы побега (рис. 5 Б), ни повышения содержания 

АБК в тканях (рис. 2). У nrt1.2. засоление приводило к небольшому снижению накопления 

массы корней, при этом соотношение массы корень/побег было достоверным. Однако 

в регуляции данной реакции, в отличие от Ws, участвовала не АБК, а иные механизмы.  

По данным литературы, к устойчивости к засухе могут приводить как снижение, так и 

повышение содержания ЦК [Prerostova et al., 2018]. Падение уровня цитокининов приводит 

к торможению ростовых процессов, что повышает содержание защитных соединений, 

и способствует значительному повышению засухоустойчивости у Arabidopsis [Werner et al., 

2001; Nishiyama et al., 2011], табака [Macková et al., 2013] и ячменя [Pospíšilová et al., 2016]. 

Повышение содержания цитокининов в ответ на дефицит воды может способствовать 

стабилизации фотосинтетического аппарата при стрессе [Prerostova et al., 2018]. Засоление 

снижает поглощение воды корнями, и реакции растений на соль сходны с ответами 

на засуху. В наших экспериментах мы зарегистрировали повышение концентрации 

цитокининов (зеатинрибозида и зеатиннуклеотида и, соответственно, суммарного 

содержания трех форм цитокининов) у растений исходной линии Ws в ответ на засоление 

(рис. 4 А). При этом у мутантных растений такого эффекта не наблюдалось. Следовательно, 

отсутствие функции переносчика NRT1.2 может приводить к более сильным нарушениям 

в растениях, в том числе работы фотосинтетического аппарата. Но это требует дальнейшего 

изучения.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Наши результаты позволяют предполагать, что транспортер АБК NRT1.2 может 

способствовать накоплению массы растений и удлинению корней в оптимальных условиях. 

Адаптивная ростовая реакция на засоление (относительное торможение роста корней) 

у растений исходной линии регулировалась АБК, а у мутантов иными механизмами 

и проявлялась в меньшей степени. Следовательно, можно сделать вывод о том, мембранный 

транспорт АБК играет важную роль в приспособлении растений к засолению. 
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