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   В качестве модели для изменения содержания 

эндогенных цитокининов использованы 

ipt-трансгенные растения табака (Nicotiana tabacum L. 

cv. Petit Havana SR-1). Тотальное нагревание растений 

приводило к накоплению цитокининов в побегах 

и снижению доставки ауксинов с флоэмным потоком. 

Обсуждается влияние цитокининов на транспорт 

ауксинов по флоэме, а также ограничения для 

использования ipt-трансгенных растений табака 

в качестве модели для изучения взаимовлияния 

гормонов. 
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   As a model for the changes in the content 

of endogenous cytokinins, ipt-transgenic tobacco plants 

(Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR-1) were used. 

The total heating of plants caused the accumulation 

of cytokinins in shoots and a decrease in the delivery 

of auxins with phloem flow. The effect of cytokinins 

on the transport of auxins through the phloem is 

discussed, as well as limitations for the use 

of ipt-transgenic tobacco plants as a model for studying 

the interaction of hormones. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Процессы регуляции роста и развития растений в онтогенезе или при изменении 

внешних условий зависимы от доставки ауксина в клетки тканей, где он оказывает 

регуляторное действие. Выделяют два основных пути транспорта ауксина: объемный поток 

по флоэме и более медленный опосредованный переносчиками межклеточный транспорт. 

Очевидно, что эти пути связаны на  уровне загрузки в листьях (Marchant et al., 2002) 

и разгрузки флоэмы в корнях (Swarup et al., 2001). Большинство работ по регуляции 

транспорта ауксинов посвящено изучению белков-переносчиков: PIN и ABCB транспортеры 

обеспечивают выход из клетки и определяют направленность транспорта, белки AUX1/LAX 

опосредуют поглощение ауксина (Petrášek and Friml, 2009). Поскольку рост растений 

и функционирование меристем в большей мере определяется взаимодействием ауксина 

и цитокининов, чаще других гормонов изучают влияние цитокининов на направленный 

транспорт ауксинов от клетки к клетке (Chapman and Estelle, 2009; Kotov and Kotova, 2018). 

Между тем успех адаптации растений к неблагоприятным условиям может зависеть, в том 

числе  и от транспорта ауксинов по флоэме.  Таких исследований крайне мало, в основном 

рассматривается влияние цитокининов на полярный транспорт ауксина (Bishopp et al. 2011), 
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регулируемый PIN переносчиками (Simaskova et al., 2015; Waldie and Leyse, 2018.) или  AUX 

транспортерами (Street et al.,  2016). В этой связи нами был выбран трансгенный табак 

(Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR-1) в качестве модели для изучения влияния 

цитокининов и их накопления в побеге на транспорт ИУК по флоэме. Модулирование 

содержания цитокининов у таких растений возможно путем их нагревания, поскольку у них 

ген фермента синтеза цитокининов изопентенилтрансферазы, находится под контролем 

промотора белка теплового шока (Schmulling et al., 1989). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Семена дикого и трансгенного табака (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR-1) 

были получены, как описано ранее (Schmulling et al., 1989). Растения относятся 

к трансгенной линии, у которых ipt-ген, ответственный за синтез изопентенилтрансферазы,  

находится под контролем промотора белка теплового шока. В наших экспериментах семена 

проращивали в темноте в течение 7 дней в почве, а рассаду высаживали в отдельные горшки 

с песком, насыщенным 100% раствором питательной смеси Хогланда-Арнона и выращивали 

при 16-часовом фотопериоде, освещенности 400 мкмоль/м
2
с и температуре 25/18 °C 

(день/ночь). Растения снабжали минеральными питательными веществами путем 

ежедневного полива 5 мл 100% раствора Хогланда–Арнона и добавляли по весу 

дистиллированную воду до 70% от полной влагоемкости. Когда у растений появилось шесть 

листьев (без учета семядолей), растения подвергали тотальному нагреванию в термостате 

в течение часа при температуре 40-42 °С, контролируя нагревание песка в горшках. 

Контрольные растения выдерживали при комнатной температуре в закрытой коробке. 

Транспирацию оценивали по потере воды, измеренной путем взвешивания горшков. 

Поверхность песка была покрыта алюминиевой фольгой, чтобы предотвратить испарение 

воды непосредственно с поверхности. Для сбора флоэмного экссудата острым лезвием 

отрезали побег и помещали в 5 мкМ раствор ЭДТА для предотвращения закупорки сосудов 

(Caputo and Barneix, 1999). Первую порцию раствора заменяли на новую через 15 мин 

инкубации, чтобы избежать искажения результатов за счет содержимого поврежденных 

клеток и ксилемных сосудов. Выдерживали в последнем растворе растения в течение 2,5 ч 

в темноте при комнатной температуре. Из полученного водного раствора содержимого 

флоэмы диэтиловым эфиром экстрагировали ИУК как описано ниже. Для экстракции 

гормонов из листьев их гомогенизировали в 80% этаноле и инкубировали в течение ночи при 

4°C. После фильтрации и выпаривания всех следов этанола водный остаток разделяли, 

и одну часть очищали на колонке C18 (Bond-Elut, RP-C18) для определения цитокининов 

методом иммуноанализа (ИФА), как описано (Vysotskaya et al., 2010), а из другой 

диметиловым эфиром экстрагировали ИУК и АБК (Vysotskaya et al., 2016). Очищенные 

на колонке цитокинины разделяли с помощью ТСХ, элюировали из силуфола согласно 

расположению стандартов 0,1 М фосфатным буфером с рН 7,4, который затем использовали 

для ИФА. Извлеченную из листьев и флоэмного экссудата с помощью диэтилового эфира 

ИУК и АБК по уже описанной схеме определяли с помощью иммуноанализа 

с использованием соответствующих антител (Веселов и др., 1998). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Ауксин, синтезируемый в молодых верхушечных частях и листьях, транспортируется 

к корням через флоэму или полярную транспортную систему. Доказано с помощью 

мутантных растений арабидопсиса, что транспорт ауксина играет решающую роль в росте 

и развитии корней, а внешние и эндогенные факторы могут изменять архитектуру корня 

путем влияния на транспорт ауксина (Petrášek and Frim, 2009; Street et al.,  2016). Важным 

механизмом ответной реакции на внешние условия является изменение флоэмного 

транспорта ауксина под влиянием цитокининов (Chhun et al., 2007).  Повышение 

концентрации цитокининов в побеге путем нагревания (тепловой шок) ipt-трансгенных 

растений табака по нашим представлениям  являлось удобной моделью для изучения этого 

влияния. Через 30 мин после нагревания растений табака в термостате в течение часа при 40-

42 °С обнаружили повышение содержания цитокининов в побегах и корнях трансгенных 

растений (ipt), в то время как у растений исходной линии (SR) наблюдали лишь тенденцию 

к накоплению (рис. 1).  

 
Рис. 1. Суммарное содержание зеатина и его производных (Z-зеатин,  ZR-зеатинрибозид,  

ZN-зеатиннуклеотид) в побегах и корнях исходной линии (SR) и ipt-трансгенных  растений 

табака через 30 мин после нагревания при 40-42 °С в течение часа (t) и контрольных растений 

без нагревания (k). Разными буквами обозначены достоверно отличающиеся значения при 

p<0,95; тест Дункана. 

У трансформированных растений в результате воздействия теплового шока в большей 

степени повышалась транспирация (рис. 2). Эти результаты соответствуют известной 

из литературы способности цитокининов поддерживать устьица в открытом состоянии 

(Davies et al., 2005). 
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Рис. 2. Динамика транспирации растений исходной линии (SR) и ipt-трансгенных  растений 

табака после нагревания при 40-42 °С в течение часа (t), n=10. 

Эти наблюдения согласуются с ранее полученными результатами при воздействии 

локального теплового шока на корни диких и  трансформированных растений табака 

(Vysotskaya et al., 2010 ). Однако мы наблюдали и некоторые отличия – более короткий 

период повышенного уровня транспирации у подвергавшихся тотальному нагреванию 

растений.  Скорее всего, разные способы температурной индукции ipt-гена в разных 

исследованиях стали причиной обнаруженных отличий в динамике устьичной реакции, 

которая зависит, прежде всего, от взаимовлияния цитокининов и АБК. Как и в более ранних 

исследованиях, мы связываем повышенный уровень транспирации у трансформированных 

растений табака с увеличением в побегах содержания цитокининов в результате индукции 

гена изопентенилтрансферазы, ответственной за синтез ЦК.  

 
Рис. 3. Содержание АБК в листьях растений исходной линии (SR) и ipt-трансгенных растений 

табака через 30 мин после нагревания при 40-42 °С в течение часа (t) и контрольных без 

нагревания (k), n=9. 
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В течение первой половины часа после теплового шока у диких и трансенных 

растений табака не было достоверных различий по содержанию АБК в листьях, но все же 

была заметна тенденция к уменьшению концентрации гормона под влиянием теплового 

шока у трансформированных растений табака (рис. 3). Аналогичную картину наблюдали 

для индолилуксусной кислоты (рис. 4).  

 
Рис. 4. Содержание ИУК в листьях растений исходной линии (SR) и ipt-трансгенных  растений 

табака через 30 мин после нагревания при 40-42° С в течение часа (t) и контрольных без 

нагревания (k), n=9 

Таким образом, тепловой шок ожидаемо приводил к увеличению концентрации ЦК 

в листьях трансгенных растений табака и мало влиял в этих временных рамках 

на содержание АБК и ИУК. А между тем накопление цитокининов в клетках побега могло 

повлиять не только на содержание, но  и на транспорт гормонов. 

Через 30 мин после тотального нагревания растений табака при 40-42 °С в течение 

часа были обнаружены изменения гормонального состава флоэмного экссудата. Расчет 

поступления гормона в корни за единицу времени на г массы побега показал, что у растений 

ipt-трансформантов нагревание снижало отток ИУК из побега, в котором зафиксировали 

повышенное содержание цитокининов (рис. 1 и 5). Это может свидетельствовать в пользу 

того, что цитокинины подавляют транспорт ауксинов по флоэме. Поскольку цитокинины 

поддерживают рост побега, а соотношение цитокинин/ауксин регулирует рост и архитектуру 

корня (Chapman and Estelle, 2009), то полученные нами результаты согласуются с более 

ранними нашими исследованиями, свидетельствующими о том, что тотальное нагревание 

трансгенных растений приводило к увеличению соотношения массы побег/корень (Дедова 

и др., 2011). 
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Рис. 5. Транспорт ИУК по флоэме у растений исходной линии (SR) и ipt-трансгенных  растений 

табака через 0,5 и 2 ч после нагревания при 40-42 °С в течение часа (t) и контрольных без 

нагревания (k). Разными буквами обозначены достоверно отличающиеся значения при p<0,95; 

тест Дункана. 

Но уже через 2 часа после нагревания различия по скорости транспорта гормона исходной 

линии SR и трансформированных растений нивелировались. Дело в том, что нагревание 

растений стимулировало синтез ЦК (рис. 1) и активировало потерю воды растениями за счет 

транспирации (рис. 2), что в конечном итоге, как было показано ранее (Vysotskaya et al., 

2010), может способствовать накоплению АБК и привести к изменению всего гормонального 

баланса: как концентрации гормонов в листьях, так и транспорта гормонов по ксилеме 

(Vysotskaya et al., 2010) и, как мы видим в данной работе, по флоэме (рис. 5). 

Соответственно, исследования следует дополнить изучением динамики АБК контрольных и 

прогретых растений исходной линии SR и ipt- трансформантов. Это тем более представляет 

интерес, поскольку есть данные о том, что АБК также может влиять на транспорт ИУК (Xie 

et al., 2021).  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Использование в качестве модели растений табака, у которых с помощью теплового 

шока можно было модулировать содержание цитокининов, дало нам возможность в какой-то 

мере исследовать влияние цитокининов на транспорт ауксинов по флоэме. Этот подход 

позволил получить аргументы в пользу снижения скорости транспорта ауксинов 

при накоплении в побеге цитокининов. В то же время модель оказалась слишком сложной 

в плане динамичности водного обмена растений после их нагревания и, соответственно, 

гормонального баланса. 
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