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   Работа посвящена исследованию взаимодействия 

этилена и ауксина в регуляции накопления массы 

корней. Для этого были использованы растения 

арабидопсиса исходного экотипа Columbia, их 

нечувствительные к этилену мутанты etr1-1 и 

трансгенные растения, трансформированные 

чувствительной к ауксину конструкцией DR5::GUS. 

Снижение накопления массы корней у растений 

Columbia было зарегистрировано под влиянием 

обработки ИУК и ингибитором рецепции этилена 1-

метилциклопропеном (1-МЦП). Корни 

нечувствительных к этилену мутантов имели 

меньшую массу, но при этом характеризовались 

повышенным содержанием ИУК по сравнению с 

Columbia. Сделан вывод о важной роли этилена в 

предотвращении чрезмерного накопления ИУК, что 

имеет значение для поддержания накопления массы 

корней. Обработка трансгенных DR5::GUS растений 

1-МЦП приводила к усилению активности 

глукоронидазы, что свидетельствует о повышении 

содержания ауксинов под влиянием ингибитора 

рецепции этилена и подтверждает ингибирующее 

влияние этилена на накопление ауксинов. 
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   The work is devoted to the study of interaction of 

ethylene and auxin in regulation of the root mass 

accumulation. For this, the Arabidopsis plants of the 

parent ecotype Columbia, their ethylene-insensitive etr1-1 

mutants, and transgenic plants transformed with auxin-

sensitive DR5::GUS system were used. The root mass 

accumulation decreased in Columbia plants after 

treatments with IAA and an inhibitor of ethylene 

perception 1-methylcyclopropene (1-MCP). Roots of 

ethylene-insensitive mutants had a smaller mass, but at 

the same time they were characterized by a higher content 

of IAA compared with Columbia. It was concluded that 

ethylene plays an important role in maintaining of root 

mass accumulation by preventing excessive accumulation 

of IAA in roots. Treatment of transgenic DR5::GUS 

plants with 1-MCP resulted in an increase in the activity 

of glucoronidase, which indicates the up-regulation of 

auxin content by inhibitor of ethylene perception and 

confirms the inhibitory effect of ethylene on auxin 

accumulation. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Роль этилена в регуляции роста растений до сих пор однозначно не определена. По 

классическому представлению этилен является ингибитором роста растяжением [Abeles et 

al., 1992]. Однако, например, в условиях затопления этот гормон стимулирует удлинение 

междоузлий и черешков листьев, что помогает побегам растений подняться над 
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поверхностью воды [Voesenek et al., 2006]. У некоторых растений низкие концентрации 

этилена способны стимулировать даже удлинение корней [Pierik et al., 2007].  

Сравнение нечувствительных к этилену растений арабидопсиса с их исходным 

экотипом показало также неоднозначные результаты. В разных исследованиях мутантные 

растения были крупнее исходных [Hua et al., 1995], не отличались от них по скорости роста 

[Tholen et al., 2004] или значительно отставали в накоплении биомассы от чувствительных к 

этилену растений [Pierik et al., 2003]. Было показано, что отсутствие чувствительности к 

этилену влечет за собой избыточное накопление цитокининов в корнях растений 

арабидопсиса, что может быть причиной снижения накопления биомассы корней 

мутантными растениями [Коробова и др., 2016].  

Взаимодействие этилена и ауксинов в регуляции роста корней неоспоримо, однако его 

механизм остается не ясным до сих пор. Так, с одной стороны, ауксины способны 

стимулировать продукцию этилена [Woeste et al., 1999] и тем самым ингибировать 

удлинение корней. Этилен, с другой стороны, влияет на синтез и распределение ауксинов в 

растениях [Ruzicka et al., 2007], поэтому можно предполагать, что этилен тормозит рост 

корней через стимуляцию накопления ауксинов в зоне роста корней. Нами недавно получены 

данные о том, что изменение длины корней в ответ на действие ауксина зависит от 

нормальной рецепции этилена, поскольку экзогенная ИУК не вызывала ингибирования роста 

в длину корней нечувствительных к этилену растений в отличие от растений исходного 

экотипа [Korobova et al., 2018]. Остается непонятным, как происходит взаимодействие 

ауксина и этилена в регуляции накопления массы корней. В получении ответа на этот вопрос 

и состояла цель настоящего исследования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования служили растения арабидопсиса (Arabidopsis thaliana [L.] 

Heynh.) исходной линии Columbia (Сol-0) и их нечувствительный к этилену мутант etr1-1, а 

также трансгенные растения, несущие чувствительную к ауксину репортерную конструкцию 

DR5::GUS [Ulmasov et al., 1997]. После стратификации на влажной фильтровальной бумаге в 

чашках Петри в течение трех дней при температуре 4°C, семена Сol-0 и etr1-1 переносили в 

100-миллилитровые сосуды с песком, насыщенным раствором Хогланда–Арнона, и 

выращивали в климатической камере (MLR-350H, “Sanyo”, Япония) при температуре 

23°/19°С (день/ночь), 80% относительной влажности воздуха, освещенности 120 мкмоль/(м
2
 

с) ФАР и 16-часовом фотопериоде, как описано в работе [Shtratnikova et al., 2015]. Растения 

ежедневно получали 3 мл раствора Хогланда–Арнона и дистиллированную воду по весу 

сосудов для поддержания оводненности песка на уровне 70% от полной влагоемкости, как 

описано ранее [Arkhipova et al., 2007]. Через 3 недели после переноса в климатическую 

камеру у растений Сol-0 и etr1-1 определяли чувствительность роста корней к добавлению 

экзогенной ИУК. Для этого в питательный раствор ежедневно добавляли 
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свежеприготовленный раствор ИУК до конечной концентрации 5,7 × 10
–6

 М. Через 4 дня 

после начала обработки растений ауксином регистрировали массу корней и производили 

фиксацию корней Col-0 и etr1-1 для количественного определения ИУК. 

Экстракцию, очистку и метилирование ИУК проводили как описано ранее [Высоцкая 

и др., 2007]. Иммуноферментный анализ проводили с использованием специфических 

антител к ИУК [Высоцкая и др., 2007].   

Для изучения влияния ингибитора рецепции этилена на накопление массы корней 

трехнедельные растения Col-0 обрабатывали раствором 1-метилциклопропеном (1-МЦП), 

как описано в работе [Vysotskaya et al., 2011]. Раствор 1-МЦП получали из предшественника, 

полученного в качестве подарка от “SmartFresh, AgroFresh Inc.” (США). Предшественник 

растворяли в 0.05% растворе смачивающего агента (Silwett L-77, “De Sangosse Ltd.”, 

Великобритания) из расчета 0.1 г на 1 л раствора. Полученным раствором (в дозе, 

обеспечивающей полное смачивание поверхности листьев) опрыскивали листья 

экспериментальных растений не позже, чем через 5 мин после приготовления раствора, в 

течение которых образовывался газообразный 1-МЦП. Вторую часть растений (контроль) 

обрабатывали раствором смачивающего агента. Обработку 1-МЦП повторили через 4 дня. 

Сразу после опрыскивания растения накрывали полиэтиленовым мешком для ограничения 

диффузии газообразного 1-МЦП и помещали в темноту в закрытый ящик, поскольку по 

данным Sisler и Serek [1997] необратимое связывание 1-МЦП с рецепторами этилена 

происходит в темноте. Утром растения возвращали в климатическую камеру. Через 7 суток 

после начала обработки 1-МЦП у растений измеряли массу всех корней.  

Для гистохимического анализа активности глюкуронидазы четырехнедельные 

трансгенные растения арабидопсиса после двукратной обработки 1-МЦП инкубировали ночь 

при 37°C в растворе субстрата 5-бром-4-хлор-3-индолил-b-D-глюкуронида (0.5 мг/мл в 100 

мМ натрий-фосфатном буфере, pH 7) как описано [Пожванов, Медведев, 2008]. 

Интенсивность окрашивания была оценена с помощью программы ImageJ (ver. 1.49a, 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 

Статистическую обработку результатов исследований проводили по стандартным 

программам MS Excel. Представлены стандартные ошибки средних, рассчитанные для n 

биологических повторений. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Масса корней нечувствительных к этилену мутантных растений арабидопсиса была 

существенно ниже, чем у растений исходного экотипа Сolumbia (рис. 1). Причиной такого 

отставания могла быть мутация, приводящая к потере чувствительности растений к этилену, 

поскольку обработка растений Columbia ингибитором рецепции этилена 

1-метилциклопропеном (1-МЦП) приводила к такому же результату, т.е. к резкому 

снижению накопления массы корней (рис. 1).  

https://imagej.nih.gov/ij/
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Рис. 1. Сырая масса корней растений арабидопсиса исходной линии Columbia (Col-0) 

и нечувствительных к этилену мутантных растений etr1-1 после обработки ИУК 

или ингибитором рецепции этилена 1-МЦП (n = 30).  
 

Хорошо известно, что этилен часто выполняет свою функцию, взаимодействуя с 

другими гормональными сигналами [Stepanova et al., 2005; Шарипова и др., 2012; Коробова и 

др., 2016]. Оценка содержания ауксина ИУК показала более выраженное накопление этого 

гормона в корнях мутантных растений по сравнению с исходными (327,44 ± 28,6 и 195,2 ± 

22,3 нг/г сырой массы корней etr1-1 и Columbia, соответственно; n = 9). В высоких 

концентрациях ауксины способны подавлять рост корней, поэтому причиной снижения 

массы корней у нечувствительных к этилену растений мог быть высокий уровень в них ИУК. 

Однако необходимо было проверить, влияет ли ИУК на накопление массы корней у 

растений, потерявших чувствительность к этилену.   

Как видно из рисунка 1, введение ИУК в среду приводило к снижению массы корней 

как у исходных, так и у мутантных растений. Ауксин, по-видимому, напрямую влияет на 

накопление массы корнями, не задействуя этиленовый сигналинг. 

Иную картину мы обнаружили при исследовании взаимодействия ауксина и этилена в 

регуляции удлинения корней. ИУК тормозила рост корней в длину у исходного экотипа 

Columbia, тогда как удлинение корней у etr1-1 мутанта под влиянием экзогенной ИУК 

оставалось неизменным [Korobova et al., 2018] 

Поскольку мы не обнаружили зависимости влияния ИУК на накопление массы корней 

от чувствительности растений к этилену, можно предполагать, что формирование у 

мутантных растений корней с меньшей массой по сравнению с Columbia является прямым 

следствием высокого содержания в них ИУК. 

Данные о влиянии этилена на уровень ауксинов довольно противоречивы, и можно 

встретить сведения как о повышении уровня ауксинов [Ruzicka et al., 2007], так и их 

снижении под влиянием этилена [Pacheco-Villalobos et al., 2013]. Поэтому важно было 

убедиться в правильности наших результатов, которые были получены с помощью 

иммуноанализа. С этой целью мы использовали альтернативный подход для оценки уровня 

ауксинов с помощью чувствительной к ауксину репортерной конструкции DR5::GUS. 

Обработка трансгенных растений, трансформированных с помощью такой конструкции, 1-

МЦП приводила к усилению окрашивания корней (рис.2), что подтверждает повышение 

уровня ауксинов при потере чувствительности к этилену. 
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Рис. 2. Средняя интенсивность окрашивания кончиков корней трансгенных 

растений, несущих чувствительную к ауксину репортерную конструкцию DR5::GUS 

через 7 дней после начала обработки 1-МЦП (n = 30). 
 

Таким образом, наши результаты свидетельствуют в пользу важной роли этилена в 

поддержании накопления массы корнями растений. По нашим данным, потеря 

чувствительности к этилену влечет за собой повышенное накопление ИУК в корнях, что 

отрицательно сказывается на их массе. И наоборот, у растений с нормальной рецепцией 

этилена уровень ИУК в корнях поддерживается на более низком уровне, что обеспечивает 

большее накопление их массы.  

Работа выполнена в рамках государственного задания Минобрнауки России № 075-

00326-19-00 по теме № АААА-А18-118022190099-6 при частичной поддержке 

(Ахтямова З.А. и Васинская А.Н.) Российского Фонда Фундаментальных Исследований 

(грант № 18-34-00239). 
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