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Protective Effect of Preparations Containing  
Brassinosteroids on Plants Exposed  
to Environmental Lead Contamination:  
a Review

Natalya I. Grabovskaya and Olga N. Babenko*
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Kokshetau, Republic of Kazakhstan
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Abstract. The review article addresses the potential use of brassinosteroids and synthetic 
brassinosteroid-based preparations to protect plants exposed to environmental lead contamination. 
Under climate change and anthropogenic chemical pollution of the biosphere, this stressor is one 
of the most important agents that reduce the yield and quality of crops, and, therefore, it deserves 
close attention. Brassinosteroids and brassinosteroid-based preparations are regarded as universal 
plant growth stimulants and adaptogens. To support this assertion, it is important to study behavior 
of brassinosteroids under environmental lead contamination and discuss arguments in favor of 
their preferential use. The article provides information about the history of discovery and study of 
brassinosteroids, reports data on their chemical nature, biosynthesis, metabolism, and mechanisms 
of action on the plant cell, and describes interactions of brassinosteroids with other substances that 
stimulate plant growth and development. The article discusses phytotoxicity of lead and its influence 
on the growth, development, productivity, and resistance of plants. Literature data and results obtained 
by the authors provide evidence of the protective effect of brassinosteroids and brassinosteroid-based 
preparations on plants exposed to lead contamination and suggest reasons for their preferential use 
in the context of chemical pollution. Arguments are offered in favor of further research of these 
biostimulants in order to specify their use depending on the characteristics of the stress factor and 
biological properties of the plant.

Keywords: biostimulant, brassinosteroids, environmental pollution, heavy metals, lead, stress factor, 
Epin-Extra.
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Протекторное действие на растения препаратов,  
содержащих брассиностероиды,  
в условиях загрязнения среды свинцом (обзор)

Н.И. Грабовская, О.Н. Бабенко
Кокшетауский государственный университет  

им. Ш. Уалиханова 
Республика Казахстан, Кокшетау 

Аннотация. В обзорной статье освещены вопросы, касающиеся возможности применения 
брассиностероидов и синтетических препаратов на их основе для защиты растений при 
загрязнении окружающей среды свинцом. В условиях изменения климата и антропогенного 
химического загрязнения биосферы данный стрессор является одним из важнейших агентов, 
снижающих урожайность и качество растениеводческой продукции, и поэтому он заслуживает 
пристального внимания. Брассиностероиды и препараты на их основе позиционируются 
как универсальные стимуляторы роста и адаптогены растений, поэтому для подтверждения 
данного тезиса важно рассмотреть особенности их действия в условиях воздействия названного 
выше стрессорного фактора с указанием аргументов в пользу их приоритетного использования. 
В статье приведена информация об истории открытия и изучения брассиностероидов, их 
химической природе, биосинтезе и метаболизме, механизмах действия на растительную 
клетку и возникающих при этом физиологических эффектах, а также особенностях 
взаимодействия брассиностероидов с другими стимулирующими рост и развитие растений 
веществами. Рассмотрены вопросы фитотоксичности свинца, его влияния на рост, развитие, 
продуктивность и устойчивость растений. На основе анализа литературных источников 
и собственных исследований приводятся доказательства протектирующего действия 
брассиностероидов и препаратов на их основе на растения в условиях свинцового загрязнения 
среды, аргументируются причины их приоритетного использования в условиях химического 
загрязнения. Приводятся аргументы в пользу дальнейшего изучения данных биостимуляторов 
с целью спецификации регламента применения в зависимости от особенностей стрессорного 
фактора и биологической природы растения.

Ключевые слова: биостимулятор, брассиностероиды, загрязнение окружающей среды, 
тяжелые металлы, свинец, стрессорный фактор, Эпин-Экстра.

Цитирование: Грабовская, Н.И. Протекторное действие на растения препаратов, содержащих брассиностероиды,  в 
условиях загрязнения среды свинцом (обзор) / Н.И. Грабовская, О.Н. Бабенко // Журн. Сиб. федер. ун-та. Биология, 
2020. 13(2). С. 129-163. DOI: 10.17516/1997-1389-0322
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Введение

Рынок всевозможных биостимуляторов 
является одним из самых быстрорастущих 
секторов сельского хозяйства. В настоящее 
время активно изучаются вопросы, касаю-
щиеся биологических свойств брассиносте-
роидов (БС), совершенствуются технологии 
их синтеза и выделения природных соеди-
нений, разрабатываются на их основе новые 
препараты для применения в растениевод-
стве (Яхин и др., 2014). Препараты на основе 
БС обладают широким спектром стимулиру-
ющего и защитного действия, что приводит 
к увеличению урожайности и повышению 
качества сельскохозяйственной продукции. 
Они эффективные иммуномодуляторы, уве-
личивают устойчивость растений к стрессу, 
фитопатогенам, болезням, регулируют рост 
и развитие растений, улучшают бутоно- и 
плодообразование, способствуют обильному 
цветению. Данные препараты рекомендуются 
для обработки различных сельскохозяйствен-
ных культур (зерновые, бобовые, картофель и 
овощи, сахарная свекла, лен, хлопок), а также 
для применения в декоративном садоводстве, 
ландшафтном дизайне и городском озеле-
нении. Однако следует отметить, что как в 
инструкциях по применению препаратов на 
основе БС, так и в литературных источниках 
(Bajguz, Hayat, 2009; Allagulova et al., 2015; 
Sharma et al., 2016a; Sharma et al., 2016b; He 
et al., 2016; Rao, Raghu, 2017; Kohli et al., 2018; 
Wang et al., 2018; Planas-Riverola et al., 2019; 
Surgun-Acar, Zemheri-Navruz, 2019; Wu et al., 
2019) отсутствует информация об эффектив-
ности и целесообразности применения БС, 
производным которых является биостиму-
лятор Эпин-Экстра, в условиях загрязнения 
среды тяжелыми металлами (ТМ), в частно-
сти свинцом (Pb). Данный аспект требует до-
полнительного изучения, так как количество 
Pb в окружающей среде стабильно увеличи-

вается. Известно, что высокие концентрации 
Pb в почвах в значительной степени могут по-
давлять рост и развитие растений (Алексеев, 
2008), что в свою очередь ведет как к сниже-
нию их продуктивности и устойчивости, так 
и к загрязнению ТМ продуктивных органов, 
используемых в пищевых и кормовых целях 
(Гармаш, 1983). Синтетические адаптогены 
растений на основе естественных фитогор-
монов, к которым относится Эпин-Экстра, 
физиологичны и безопасны для окружающей 
среды и способны в некоторой степени ниве-
лировать вредное воздействие данного фак-
тора. Поэтому при использовании регулято-
ров роста растений на основе фитогормонов 
нужно учитывать не только их способность 
увеличивать урожайность, но и способность 
влиять на безопасность растениеводческой 
продукции, в частности снижать кумуляцию 
Pb в продуктивных органах растений. В связи 
с этим представляется целесообразным из-
учение действия биостимуляторов, содержа-
щих БС, на растения в условиях свинцового 
загрязнения окружающей среды.

Эпин-Экстра как биостимулятор роста и 
антистрессовый адаптоген

Эпин-Экстра – зарегистрированный то-
варный знак Автономной некоммерческой 
организации «НЭСТ М» (www.nest-m.ru) и 
название препарата, содержащего в качестве 
действующего вещества (в концентрации 
0,025 г/л) высокоочищенный 24-эпибрасси-
нолид (рис. 1), относящийся к классу БС и 
синтезированный по оригинальной методике 
с использованием нанотехнологий (Патент 
РФ № 2272044 от 13.09.04 «Способ получения 
24-эпибрассинолида», свидетельство о госу-
дарственной регистрации № 1771 от 26.02.18 
взамен ранее выданного свидетельства о го-
сударственной регистрации № 1119 от 20 мая 
2016 г.).
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На сегодняшний день Эпин-Экстра ши-
роко используется за рубежом в условиях 
проблемного земледелия, особенно в Япо-
нии (Ikekawa, Zhao, 1991; Sakurai et al., 1999; 
Toyama, 2000; Yamagami et al., 2018), Индии 
(Sharma et al., 2015; Sharma et al., 2016a; Sharma 
et al., 2016b; Sharma et al., 2019) и Китае (He et 
al., 2016; Zheng et al., 2017; Cai et al., 2019; Yin 
et al., 2019). Являясь синтетическим анало-
гом натурального фитогормона, он не опасен 
для человека и окружающей среды (IV класс 
опасности), не загрязняет почву, грунтовые 
и поверхностные воды, безопасен для рыб, 
пчел и других полезных насекомых. Имеются 
сведения, что данный регулятор роста даже 
стимулирует жизнедеятельность почвенных 
микроорганизмов, способствуя улучшению 
минерального питания растений (Пономарен-
ко, 1999).

БС (С28Н18О6) представляют собой класс 
стероидных гормонов, которые играют важ-
ную роль в регуляции роста и развития рас-
тений. Открыты они были сравнительно 
недавно (Khripach et al., 2000). Еще в 1930-
1940-е гг. учеными было высказано предпо-
ложение о том, что в растениях можно об-
наружить стероидные регуляторы роста по 
аналогии со стероидными гормонами живот-
ных (Skarzynski, 1933; Hassan, Wafa, 1947). В 
многочисленных биотестах растения подвер-
гали обработке стероидными гормонами жи-

вотных, которые оказывали физиологическое 
действие (Love, Love, 1945). Например, эстро-
гены вызывали деление клеток в зародышах 
гороха (Kopcewicz, Rogozinska, 1972; Jones, 
Roddick, 1977), а с помощью тестостерона 
удалось изменить пол у растений бешеного 
огурца (Ecballium elaterium L.) (Kopcewicz, 
1971) и сосны обыкновенной (Pinus silvestris 
L.) (Kopcewicz et al., 1977). Однако животные 
гормоны приходилось использовать в слиш-
ком высоких концентрациях (порядка 0,1 %), 
и вряд ли можно было говорить о специфич-
ности полученных результатов. И только в 
1979 г. было окончательно подтверждено на-
личие стероидных гормонов в растениях, 
когда американские ученые опубликовали 
данные о новом стероидном соединении под 
названием брассинолид, который был выде-
лен ими из пыльцы рапса (Brassica napus L.), 
собранной пчелами (Grove et al., 1979). Три 
года спустя кастастерон, биосинтетический 
предшественник брассинолида, был выделен 
из галлов насекомых на каштане японском 
(Castanea crenata Sieb. & Zucc.) (Yokota et al., 
1982). В настоящее время известно более 60 
соединений с брассиностероидной актив-
ностью. Наибольшим содержанием этих ве-
ществ отличается пыльца растений, но БС 
были обнаружены также и в вегетативных ор-
ганах, и в цветках (Fujioka et al., 1996; Toyama, 
2000). Например, из настоящего каштана 

Рис. 1. Структурная формула 24-эпибрассинолида

Fig. 1. Structural formula of 24-epibrassinolide
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(Castanea sativa Mill.) был выделен кастасте-
рон, обнаруженный также в незрелых семе-
нах периллы фруктовой (Perilla frutescens (L.) 
Britt.) и риса (Oryzae sativa L.) (Park et al., 1994), 
из рогоза (Typha) – тифастерол (Schneider et 
al., 1983), из чая (Thea) – теастерон (Abe et 
al., 1984), и т.д. Недавно БС были также об-
наружены у печеночного мха (Marchantia 
polymorpha L.), зеленого мха (Physcomitrella 
patens (Hedw.) Bruch & Schimp.), плаунков 
(Selaginella moellendorffii Hieron. и S. uncinata 
(Desv. ex Poir.) Spring) и 13 видов папоротни-
ков (Yokota et al., 2017).

Биосинтез БС идет по мевалонатному 
пути (Муромцев и др., 1987; Fujioka, Sakurai, 
1997; Clouse, Sasse, 1998) и включает общие 
для других терпеновых соединений (гиб-
береллины, абсцизовая кислота (АБК), фу-
зикоксины, каротиноиды) стадии: синтез 
изопентенилпирофосфата (С5Н12Р2О7), гера-
нилпирофосфата (С10Н20Р2О7), фарнезилпи-
рофосфата (С15Н28Р2О7), сквалена (С30Н49ОН). 
Первым специфическим продуктом, из ко-
торого происходит биосинтез остальных БС, 
является 24-метиленхолестерол, превращаю-
щийся в кампестерин и кампестанол. От кам-
пестанола расходятся две параллельные ветви 
биосинтеза, часто одновременно сосуществу-
ющие в растительных клетках: с ранним и с 
поздним окислением в С-6-положении. В ито-
ге обе ветви биосинтеза заканчиваются брас-
синолидом – физиологически активным БС 
(Кретович, 1986).

Многие из ферментов биосинтеза БС 
были выделены и охарактеризованы благо-
даря мутациям, приводящим к карликово-
сти, восстанавливаемой брассинолидом. 
Так, у арабидопсиса (Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh.) мутации dwf 1 и dwf 6 (от dwarf – кар-
лик) контролируют ранние этапы биосинтеза 
БС (до разделения на «ранний» и «поздний» 
путь биосинтеза) и обладают наиболее силь-

ным фенотипическим проявлением – мутан-
ты достигают не более чем 1/30 высоты расте-
ний дикого типа. Мутация dwf 4 затрагивает 
более поздние этапы биосинтеза БС (после 
развилки в метаболизме), поэтому фенотипи-
ческое проявление карликовости мягче (Choe 
et al., 1999; Noguchi et al., 2000).

БС – высокогидрофобные молекулы. Тем 
не менее при добавлении меченого брассино-
лида наблюдается его транспорт по побегу в 
акропетальном направлении. Зарегистриро-
вано образование гидрофильных гликозидов, 
сульфатов и ацилпроизводных БС (Abe, 1989). 
Возможно, с образованием этих соединений 
и связан акропетальный транспорт брасси-
нолида по растению. Хотя ферменты био-
синтеза БС обнаружены почти во всех тканях 
растения, их концентрация наиболее высока 
в молодых тканях: этиолированных пророст-
ках, меристемах, флоральных примордиях, 
развивающейся пыльце (Abe, 1989; Bishop, 
Yokota, 2001). По-видимому, такое распре-
деление БС вызвано процессами дальнего и 
ближнего транспорта. Однако некоторые ав-
торы (Shimada et al., 2003) утверждают, что БС 
синтезируются в тканях, смежных с теми, где 
они функционируют. В своих исследовани-
ях Г.М. Саймонс с соавторами (Symons, Reid, 
2004) также не обнаружил доказательств пе-
реноса этих веществ на большие расстояния 
между различными тканями растения.

БС отличаются от ауксинов, цитокини-
нов и этилена молекулярным строением и 
функциями (Davies, 2004). При действии БС 
на проростки они, как и ауксины, усиливают 
растяжение. Однако для ауксинов характерно 
быстрое растяжение, при котором активация 
Н+-помпы наблюдается через 10 мин с мак-
симумом растяжения через 30-45 мин после 
воздействия, а для БС типична более замед-
ленная реакция, которая начинается через 
30 мин после воздействия и продолжается в 
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течение 1,5-2 ч. Если при этом в среду для ро-
ста растений добавить БС совместно с аукси-
нами, то они окажут гораздо больший стиму-
лирующий эффект, чем при действии только 
ауксинов или только БС (Tran, Pal, 2014). На 
молекулярном уровне эффект растяжения, 
по-видимому, обусловлен активацией генов 
ксилоглюканэндотрансгликозилаз (КсЭТ). 
Активация таких генов показана в разных 
растительных объектах. Это ген ТСН 4 араби-
допсиса (A. thaliana) (Campbell, Braam, 1998; 
Iliev et al., 2002), ген BRU 1 сои (Glycine max 
(L.) Merr.) (Oh et al., 1996; 1998), ген SlBRI 1 то-
матов (Zhu et al., 2019) и др. Белки КсЭТ после 
биосинтеза направляются в клеточную стен-
ку и при взаимодействии с ксилоглюканами 
размягчают ее матрикс. Таким образом, если 
ауксины запускают процесс растяжения, то 
БС важны для его длительного поддержания.

Установлено, что БС регулируют про-
цессы клеточной дифференцировки (Iwasaki, 
Shibaoka, 1991; Cano-Delgado et al., 2004; 
Yamamoto et al., 2007). Так, у мутантов араби-
допсиса (A. thaliana) с подавленным ответом 
на брассиностероиды bri 1 нарушалось фор-
мирование столбчатого мезофилла и умень-
шалось количество проводящих элементов 
ксилемы (Clouse et al., 1996; Cano-Delgado et 
al., 2004). Процесс дифференцировки ксилем-
ных элементов, как и в случае растяжения, 
запускают ауксины. Причем в этом процес-
се можно выделить три стадии: 1) первичная 
экспрессия генов, приводящая к накоплению 
фенилаланин-аммикалиазы (ФАЛ) и гидрок-
силазы коричной кислоты (ГКК); 2) останов-
ка экспрессии этих генов и переориентация 
актиновых филаментов; 3) вторичный запуск 
синтеза ФАЛ и ГКК с дальнейшей сильной 
лигнификацией и апоптозом – программиро-
ванной гибелью клеток. Оказалось, что пере-
ход от стадии 2 к стадии 3 невозможен без БС. 
Таким образом, уже в двух случаях ауксины 

и БС выступают как синергисты. БС и ауксин 
проявляют некоторые сходные физиологиче-
ские эффекты, вероятно, благодаря их функ-
циональному взаимодействию, но точный 
механизм этого взаимодействия пока неизве-
стен.

В то же время действие на корневую си-
стему БС и ауксинов заметно различается: 
если ауксины стимулируют образование бо-
ковых корней, то БС в большинстве случаев 
ингибируют их образование (Gonzalez-Garcia 
et al., 2011). Однако существуют и противопо-
ложные данные. Так, БС стимулировали рост 
и развитие корневой системы льна-долгунца 
(в 1,3 раза по сравнению с фоном), причем 
увеличение корневой массы происходило в 
основном за счет образования боковых ко-
решков (Кукреш, Ходянкова, 2002). А иссле-
дования Ф. Бао с соавторами (Bao et al., 2004) 
показали, что БС действуют синергически с 
ауксином, способствуя образованию лате-
ральных корней у арабидопсиса (A. thaliana) 
за счет увеличения акропетального переноса 
ауксина (от основания до кончика) в корне.

БС взаимодействуют не только с аукси-
нами, но и с гиббереллинами, усиливая растя-
жение клеток. При повреждении биосинтеза 
БС проростки заметно уменьшаются в длине 
(Abe, 1989; Yin et al., 2019). Установлено, что 
эпибрассинолид оказывает более сильный 
стимулирующий эффект на рост растяжени-
ем по сравнению с индолилуксусной (ИУК) 
и гибберелловой (ГК) кислотами (Xu et al., 
1990; Bai et al., 2012). Кроме того, без БС рас-
тения не способны удерживать апикальную 
петельку в согнутом состоянии, семядоли 
преждевременно раскрываются и биосинтез 
хлорофилла идет в темноте (Bai et al., 2012). 
Все эти реакции не характерны для растений, 
выращенных без света. Поэтому в настоящее 
время активно обсуждается участие БС в пе-
редаче световых сигналов и перекрест путей 
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фоторецепции и БС. Так, результаты, полу-
ченные С.Ю. Тищенко с соавторами (2001а, 
2001b) при изучении влияния 24-эпибрасси-
нолида на рост и гормональный баланс про-
ростков арабидопсиса (A. thaliana), позволяют 
предположить регуляторную роль 24-эпи-
брассинолида в процессе фотоморфогене-
за арабидопсиса на синем свету. Измерение 
уровня гормонов показало, что 24-эпибрасси-
нолид увеличивал в 7-суточных проростках 
арабидопсиса содержание ИУК, цитокининов 
и особенно АБК (уровень которой был при-
мерно в 3 раза выше, чем в контроле) и зна-
чительно уменьшал содержание связанных 
форм гиббереллинов группы ГК4,7 (Тищенко 
и др., 2001 a, b). В связи с этим можно пред-
положить, что эпибрассинолид принимает 
участие в регуляции баланса эндогенных гор-
монов в растениях.

Некоторые исследования показывают, 
что БС и гиббереллины действуют незави-
симо друг от друга, однако имеются данные 
о синергическом или аддитивном эффекте 
(Головацкая, Винникова, 2007). Так, в тем-
ноте у проростков арабидопсиса (A. thaliana) 
развивается апикальная петелька (структура, 
защищающая семядоли и апикальные мери-
стематические ткани при прорастании через 
почву) за счет дифференциального удлине-
ния и деления клеток на противоположных 
сторонах гипокотиля, где скорость удлине-
ния клеток на внешней стороне больше, чем 
на внутренней (Silk, Erickson, 1978; Li et al., 
2004). Было показано, что данный процесс 
управляется перекрестным взаимодействием 
между несколькими гормонами (De Grauwe 
et al., 2005; An et al., 2012). Известно, что 
ауксины, этилен и гиббереллины координи-
рованно взаимодействуют при образовании 
апикальной петельки (Achard et al., 2003; Li 
et al., 2004; Vriezen et al., 2004; De Grauwe et 
al., 2005; Zadnikova et al., 2010; Vandenbussche 

et al., 2010). Исследования Накамуры с соав-
торами (Nakamura et al., 2003) продемонстри-
ровали также регуляцию брассинолидами 
нескольких генов ауксинового ответа при об-
разовании апикальной петельки. Участие БС 
в формировании апикальной петельки под-
тверждается и тем, что нарушение синтеза БС 
изменяет реакцию ауксина предположитель-
но путем воздействия на транспорт ауксина 
(De Grauwe et al., 2005).

На свету подобная сложная гормональ-
ная регуляция была обнаружена на уровне уд-
линения гипокотиля, стимулировать которое 
могут как ауксины, гиббереллины, этилен или 
его предшественник 1-аминоциклопропан-1-
карбоксильная кислота (АКК), так и БС (De 
Grauwe et al., 2005). Была предложена гипо-
теза о взаимодействии этилена с ауксинами 
(Smalle et al., 1997; Vandenbussche et al., 2003а), 
а также рассмотрена связь этилена и ауксинов 
с гиббереллинами (Saibo et al., 2003). Однако 
вопрос, где и как в этой сети гормональной 
регуляции вступают в игру БС, остается ак-
тивно обсуждаемым.

Можно провести некоторые параллели 
между образованием апикальной петельки в 
темноте и удлинением гипокотиля на свету. 
Во-первых, оба процесса зависят от этилена 
и ауксина (Schwark, Schierle, 1992; Boerjan et 
al., 1996; Lehman et al., 1996; Smalle et al., 1997; 
Zhao et al., 2001; Vandenbussche et al., 2003a, 
2003b; De Grauwe et al., 2005; Stepanova et al., 
2008; An et al., 2012). Во-вторых, они оба име-
ют временное окно чувствительности (Raz, 
Ecker, 1999; Saibo et al., 2003). В-третьих, 
анализ hls мутантов арабидопсиса показы-
вает, что их соответствующие генные про-
дукты функционируют не только в этилен-
опосредованном образовании апикальной 
петельки в темноте, но и в этилен-стимули-
рованном удлинении гипокотиля на свету 
(Vandenbussche et al., 2003a; De Grauwe et al., 
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2005; An et al., 2012). Следовательно, эти реак-
ции, по-видимому, контролируются одними и 
теми же механизмами. Необходимо отметить, 
что на свету БС способны компенсировать не-
чувствительность к этилену hls мутантов, что 
предполагает их существенную роль в дан-
ном процессе (De Grauwe et al., 2005).

В последнее время большое внимание 
уделяется изучению влияния БС на показа-
тели продуктивности и урожайности сель-
скохозяйственных растений. Известно, что 
БС оказывают воздействие при более низких 
концентрациях (10-13-10-11 М), чем остальные 
фитогормоны (Khripach et al., 2000). Наиболее 
простым и экономичным способом примене-
ния БС признано замачивание семян среднего 
размера в течение 6 ч в растворе гомобрасси-
нолида (0,05 мг/л) с последующей подсуш-
кой на воздухе перед посевом (Sairam, 1994). 
Установлена возможность его применения и 
путем опрыскивания, однако при этом боль-
ше расход препарата и, следовательно, выше 
общие денежные затраты.

Имеются многочисленные данные, что 
эпибрассинолиды стимулируют прорастание 
и всхожесть семян на 15-20 % (Budaj, 2000; 
Елагина, Вьюгина, 2001; Miransari, Smith, 
2014; Kim et al., 2019; Small et al., 2019), спо-
собствуют формированию боковых побегов 
(Pugachov et al., 2000; Small, Degenhardt, 2018), 
увеличению площади ассимиляционной по-
верхности листьев, продуцированию боль-
шей биомассы (Sairam, 1994), улучшению 
клубне- и плодообразования на 17-34 % (Гай-
тер, 2001; Попова, 2001). У обработанных эпи-
брассинолидом растений также наблюдалось 
увеличение количества завязей плодов на 
50 %, предотвращалось их опадание и ускоря-
лись темпы образования и созревания плодов 
в среднем на 11 % (Гайтер, 2001).

Положительное влияние эпибрассиноли-
да на продуктивность сельскохозяйственных 

растений связывают с усилением дыхания, 
поглощения влаги и азота из почвы, что бла-
гоприятствует фотосинтезу, синтезу белков, 
активному росту и развитию растений и в ко-
нечном итоге формированию высокого уро-
жая. Установлено, что применение БС увели-
чивает урожайность на 25-42 % (Стрельцова, 
Ольховик, 1990; Sairam, 1994; Гайтер, 2001; 
Попова, 2001; Gomes et al., 2006; Hayat et al., 
2012; Serna et al., 2012; Ali, 2017).

Нужно также отметить, что обработка 
посадочного материала раствором эпибрасси-
нолида снижает содержание нитратов в про-
дукции в 2-3 раза (Budaj, 2000; Попова, 2001) 
и увеличивает накопление крахмала, аскор-
биновой кислоты и других органических со-
единений (Попова, 2001), тем самым повышая 
питательную ценность сельскохозяйственной 
продукции. Влияние эпибрассинолида на 
транспорт и накопление в растениях ценных 
метаболитов в настоящее время активно из-
учается сотрудниками Сибирского института 
физиологии и биохимии растений СО РАН 
(г. Иркутск) (Горбылева, Боровский, 2018; 
Glyan’ko, 2018). Транспорт через вакуолярную 
мембрану сахаров, аминокислот, а в некото-
рых случаях и неорганических ионов (К+, Na+, 
Са2+, NO3

-, Cl-) энергетически зависим. Пола-
гают, что регуляция транспорта этих веществ 
может осуществляться через регуляцию 
активности Н+-АТФазы (Е.С. 3.6.1.34) и Н+-
пирофосфатазы (Е.С. 3.6.1.1) (Stevens, Forgas, 
1997; Forgac, 1998). Исследования Е.В. Праде-
довой (2001) показали, что эпибрассинолид 
может одновременно регулировать и гидро-
литическую, и транспортную функции Н+-
АТФазы и Н+-пирофосфатазы вакуолярной 
мембраны корнеплодов столовой свеклы, и 
эта регуляция зависит от стадии онтогене-
за. Наряду с этим эпибрассинолид способен 
стимулировать поступление сахарозы только 
через активацию Н+-АТФазы тонопласта (со-
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держание сахарозы увеличивалось на 40 %), 
тогда как в присутствии пирофосфатазы эпи-
брассинолид не стимулировал поступление 
сахарозы в вакуоли (Озолина и др., 2007).

В инструкциях по использованию препа-
рата Эпин-Экстра не рекомендуется при при-
менении смешивать его с другими препара-
тами. Однако В.М. Гончарук с сотрудниками 
(2002) установила, что бинарные композиции 
2’-5’-олигонуклеотидов и БС превосходили 
по своей биологической активности отдельно 
взятые компоненты. Причем урожай карто-
феля, полученный с применением указанных 
смесей, составил 179-242 % к контролю в те-
пличных условиях и 154-183 % – в полевых 
условиях, а комбинированные обработки 
семян ярового ячменя сорта Gonar смесями 
солей карбоксиметилцеллюлозы с 24-эпи-
брассинолидом, янтарной кислотой или экс-
трактом алкалоидов в полевых условиях 
привели к увеличению урожая на 0,26-0,39 т 
(Kabashnikova et al., 1998). Следовательно, 
вопрос о применении БС в комплексе с дру-
гими препаратами для обработок сельско-
хозяйственных культурных растений также 
нуждается в дальнейшем изучении, к тому же 
применение бинарных или других смесей по-
зволит снизить нормы расхода составляющих 
их препаратов и сделать их перспективными 
для практического использования в качестве 
стимуляторов роста и развития растений.

В современной научной литературе име-
ются многочисленные данные о способности 
БС повышать толерантность растений к стрес-
совым воздействиям (Ali et al., 2007; Kagale et 
al., 2007; Ali et al., 2008; Bajguz, 2009; Bajguz, 
Hayat, 2009; Yuan et al., 2010; Hayat et al., 2012; 
Jiang et al., 2013; Fariduddin et al., 2014; Fang 
et al., 2019; Fu et al., 2019; Parmoon et al., 2019) 
и устойчивость к болезням (Abe, 1989; Елаги-
на, Вьюгина, 2001; Кукреш, Ходянкова, 2002; 
Albrecht et al., 2012; Alazem, Lin, 2015; Deng et 

al., 2016). БС являются природными адапто-
генами, запускающими в растительных клет-
ках защитные механизмы при стрессовых 
воздействиях: засухах (Пустовойтова, 1990; 
Sairam, 1994; Бабенко, 2004; Бабенко, Сафро-
нова, 2007; Сафронова, Бабенко, 2008; Yuan et 
al., 2010; Nie et al., 2019; Wang et al., 2019), за-
морозках (Pociecha et al., 2015; Filek et al., 2017; 
Janeczko et al., 2019), высоких температурах 
(Sonjaroon et al., 2018; Bhattacharya, 2019), не-
достаточной освещенности (Kang et al., 2001; 
Li, He, 2016), пересадке, черенковании (Small, 
Degenhardt, 2018; Zhou et al., 2018). В стрессо-
вых условиях в клетках растения повышается 
активность ферментов, изменяется структура 
и функция мембран (Dahse et al., 1990; Пра-
дедова, 2001), ускоряется клеточное деление 
(Pugachov et al., 2000; Зубарев, 2001; Small, 
Degenhardt, 2018), синтезируется «шоковый» 
белок (Кулаева и др., 1989; Shigeta et al., 2015), 
повышающий термостабильность и термо-
прочность мембран клетки. Антистрессовый 
эффект БС связывают с глубокими изменени-
ями физиолого-биохимических процессов, в 
том числе и на уровне белоксинтезирующей 
системы (Watt, Cresswell, 1987).

В последнее время возможность расте-
ний переносить неблагоприятное воздействие 
разнообразных стрессорных факторов связы-
вают с их способностью в неблагоприятных 
условиях переключаться между активацией и 
подавлением роста (Feng et al., 2016; Bechtold, 
Field, 2018). При этом решающую роль в от-
ветах как на абиотический, так и биотический 
стрессы могут играть пути передачи сигнала, 
опосредованные фитогормонами (Verma et 
al., 2016). Считается, что ключевым путем, 
контролирующим реакцию растительного 
организма на неблагоприятное воздействие 
стрессорного фактора, является сигнальный 
путь АБК (Yoshida et al., 2014; Zhu et al., 2017). 
Однако не менее убедительные доказатель-
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ства указывают на то, что БС также играют 
заметную роль в контроле баланса между 
нормальным ростом и устойчивостью к воз-
действию окружающей среды, действуя либо 
через перекрестное затухание сигналов с 
АБК-сигнальным путем, либо независимо 
(Planas-Riverola et al., 2019). Известно, что 
БС способствуют росту за счет активации 
транскрипционных факторов BZR1 и BES1 
(Bechtold, Field, 2018). Недавно проведенное 
исследование показало, что стресс, вызван-
ный засухой, подавляет сигнальный путь БС 
и, тем самым, рост клеток растения, способ-
ствуя деградации BES1 посредством убикви-
тинирования и селективной аутофагии (Nolan 
et al., 2017).

Интеграция различных гормональных 
сигналов опосредует целый ряд реакций раз-
вития растительного организма и реакций на 
окружающую среду (Vandenbussche, Van Der 
Straeten, 2004). За последние два десятилетия 
многочисленных генетических и биохимиче-
ских исследований, использующих A. thaliana 
в качестве модельного организма, были опре-
делены и охарактеризованы основные компо-
ненты сигнального пути БС (Li, Chory, 1997; 
Li, Nam, 2002; Li et al., 2002; Nam, Li, 2002; 
Mora-Garcia et al., 2004; Vert et al., 2005; Wang, 
Chory, 2006; Tang et al., 2008; Yan et al., 2009; 
Li, 2010; Clouse, 2011; Hothorn et al., 2011; She 
et al., 2011; Wang et al., 2011; Wang et al., 2012; 
Zhu et al., 2013; Zhu et al., 2019). Восприятие 
БС происходит рецепторами, локализован-
ными в мембранах клеток, далее нисходя-
щие цитозольные регуляторы передают 
БС-опосредованные сигналы в ядро, где они 
активируют транскрипцию БС-отзывчивых 
генов, которые управляют клеточным ростом 
(Zhao, Li, 2012; Belkhadir, Jaillais, 2015). Со-
ответственно, мутации в генах, кодирующих 
основные компоненты синтеза БС, приводят 
к выраженной карликовости, нарушению 

роста и развития органов, ограничению про-
дуктивности и урожайности растений (Li, 
Chory, 1997; Singh, Savaldi-Goldstein, 2015; 
Planas-Riverola et al., 2019). Несмотря на изу-
ченность компонентов сигнального пути БС, 
многие вопросы остаются неясными, в том 
числе клеточная специфичность БС, как сиг-
нальный путь БС взаимодействует с другими 
гормональными путями при нормальных и 
экологически сложных сценариях и в каких 
тканях происходит синтез БС (Cano-Delgado, 
Blazquez, 2013; Vukasinovic, Russinova, 2018).

В настоящее время активно ведутся рабо-
ты по расшифровке механизмов, с помощью 
которых БС-опосредованная сигнализация 
регулирует адаптацию к биотическим (De 
Bruyne et al., 2014) и абиотическим (Lozano-
Duran, Zipfel, 2015; Nolan et al., 2017) стрессам. 
На данный момент мировым научным сооб-
ществом предложено несколько механизмов, 
объясняющих, как сигнальный путь БС опос-
редует адаптацию к стрессу. К ним относятся: 
1) точная настройка стресс-чувствительных 
транскрипционных механизмов (Ye et al., 
2017); 2) активация антиоксидантных меха-
низмов (Xia et al., 2009; Kim et al., 2012; Lima, 
Lobato, 2017; Tunc-Ozdemir, Jones, 2017; Zou 
et al., 2018); 3) стимулирование выработки 
осмопротекторов (Fabregas et al., 2018). Сле-
довательно, БC играют ключевую роль в под-
держании нормального роста растений как в 
нормальных условиях, так и в ответ на воз-
действие негативных факторов окружающей 
среды, и в настоящее время имеется доста-
точно данных, подтверждающих идею о том, 
что модификация сигнального пути БС может 
быть стратегическим направлением для раз-
работки более адаптированных сельскохо-
зяйственных культур.

Вышеперечисленные особенности воз-
действия эпибрассинолида на растения по-
зволяют рассматривать биостимулятор 
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Эпин-Экстра (действующее вещество 24-эпи-
брассинолид) как эффективный, экологиче-
ски чистый регулятор роста и развития рас-
тений как в нормальных условиях, так и под 
воздействием стрессорных факторов.

Протекторное действие Эпин-Экстра  
в условиях свинцового загрязнения среды

Согласно данным Всемирной организа-
ции здравоохранения, среди поллютантов, 
оказывающих негативное влияние на челове-
ка, ТМ занимают второе место, уступая лишь 
пестицидам и значительно опережая такие 
хорошо известные загрязнители окружающей 
среды, как двуокись углерода и серы. Около 
11 % почв территории России имеют высокий 
уровень загрязнения ТМ (Титов и др., 2014). 
Одним из ТМ, чье количество в окружающей 
среде стабильно увеличивается, является Pb. 
По разведанным запасам Pb страны Восточ-
ной Европы, Кавказа и Центральной Азии 
(ВЕКЦА) занимают первое место в мире. На 
их долю приходится 22,4 % мировых под-
твержденных запасов металла. Наиболее 
значительные запасы Pb заключены в место-
рождениях Казахстана (40,3 % от запасов 
стран ВЕКЦА), России (36,1 %) и Узбекистана 
(11,4 %). На остальные страны – Азербайджан, 
Армению, Грузию, Киргизию, Таджикистан и 
Украину – приходится всего 12,2 % запасов 
Pb, разведанных в странах ВЕКЦА. 92 % за-
пасов Pb этих стран приурочены к месторож-
дениям полиметаллических и свинцово-цин-
ковых руд. Анализ мирового потребления Pb 
показывает увеличение процента вторичного 
Pb до 85-90 % (Сперанская, 2008).

Основными источниками поступления и 
накопления Pb в окружающей среде с после-
дующей интоксикацией живых организмов, 
в том числе и организма человека, являются 
предприятия цветной металлургической и 
химической промышленности, выбросы авто-

транспорта (LeGalley et al., 2013; Muzychenko 
et al., 2017), переработка свинцово-кислотных 
аккумуляторных батарей (Liu et al., 2014), 
применение свинцовых красок (O’Connor et 
al., 2018) и т.д. С 1921 г. было налажено произ-
водство этиолированного бензина, в котором 
октановое число повышалось посредством 
использования тетраэтилсвинца, что обеспе-
чивало антидетонационный эффект. В связи 
с ухудшением экологической ситуации, свя-
занной с накоплением Pb в биосфере, в Рос-
сии, США, странах Евросоюза производство 
и использование этилированного бензина с 
присадкой тетраэтилсвинца в качестве анти-
детонатора были полностью запрещены к 
2003 г. Исключение свинцовых добавок из 
бензина и запрет красок на основе Pb приве-
ли к незначительному снижению содержания 
свинца в атмосфере во всем мире (Skerfving, 
Bergdahl, 2015). Однако за годы использо-
вания этилированного бензина с присадкой 
тетраэтилсвинца содержание Pb в биосфере 
значительно увеличилось и продолжает ста-
бильно возрастать (Давыдова, Тагасов, 2002), 
поэтому проблема загрязнения окружающей 
среды Pb не теряет своей актуальности.

К тому же расширение индустриализа-
ции значительно увеличивает накопление 
ТМ в верхнем слое почвы, особенно на сель-
скохозяйственных полях. Максимальные на-
грузки выпадений Pb, ведущие к деградации 
экосистем, наблюдаются в Московской, Вла-
димирской, Новгородской, Рязанской, Туль-
ской, Ростовской и Ленинградской областях 
России (Сперанская, 2008). В культурном 
агроландшафте по степени распространенно-
сти Pb занимает второе место, уступая лишь 
цинку (Zn) (Алексеев, 2008). По результатам 
мониторинга, проведенного Государствен-
ным комитетом санитарно-эпидемиологиче-
ского надзора совместно с Институтом пита-
ния Российской академии медицинских наук, 
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в целом по России в 0,8 – 4 % изученных проб 
пищевых продуктов наблюдалось превыше-
ние содержания ТМ, в том числе по Pb и кад-
мию (Cd) (Спринчак, 2004; Бокова, 2005).

Проблема свинцового загрязнения окру-
жающей среды актуальна и для Казахстана 
(Muzychenko et al., 2017). Ежегодно в Казах-
стане с промышленными выбросами в атмос-
ферный воздух поступает более 1 тыс. т Pb. 
«Лидерами» в этом процессе являются Кара-
гандинская, Восточно-Казахстанская и Юж-
но-Казахстанская области, на долю которых 
приходится 99,8 % от общего объема выбро-
сов Pb в стране (Корчевский и др., 2010). Про-
блема свинцового загрязнения имеет место 
даже в тех городах, где отсутствуют крупные 
промышленные предприятия, таких как Пе-
тропавловск (Северо-Казахстанская область) 
и Кокшетау (Акмолинская область). Так, при 
определении физико-химических показате-
лей проб талого снега (рН, содержание ни-
тратов, Zn, Pb, меди (Cu) и Cd), взятых в раз-
личных точках г. Кокшетау (Казахстан), было 
выявлено превышение ПДК Pb в 2,7 (в пробах, 
взятых вблизи котельной) и 1,7 раза (в пробах, 
взятых вблизи автомагистрали), тогда как все 
остальные показатели были в пределах нор-
мы (Грабовская, 2017a). Аналогично было вы-
явлено превышение содержания Pb в пробах 
почвы, взятых из санитарно-защитной зоны 
завода им. Кирова г. Петропавловска (Казах-
стан) – в 2 раза, а также в пробах почвы, взя-
тых из санитарно-защитной зоны теплоэлек-
тростанции, – в 1,5 раза (Грабовская, 2017b).

В организм человека большая часть ТМ, 
в том числе и Pb, поступает преимуществен-
но с продуктами питания (Liu et al., 2010; 
Liu et al., 2014; Gardener et al., 2019; Obiora et 
al., 2019), а также с водой (Pragst et al., 2017) 
и пылевыми аэрозолями (Järup, 2003; Li et 
al., 2009; Absalon, Ślesak, 2010; Skerfving, 
Bergdahl, 2015; Maret, 2017; Bai et al., 2019). В 

оптимальных дозах многие ТМ являются эс-
сенциальными для растений и животных и 
необходимы для протекания важнейших фи-
зиологических процессов (Немерешина и др., 
2013). Если же количество ТМ, поступающих 
в живые организмы, превышает оптимальные 
значения, то это оказывает токсическое дей-
ствие, способствуя проявлению различных 
патологий (Немерешина и др., 2011; Дрогай-
цева, Петрова, 2014). Особо фитотоксичными 
элементами считаются те, которые оказыва-
ют вредное действие на тест-организмы при 
концентрации в питательном растворе до 
1 мг/л. К таким элементам относятся, напри-
мер, ионы таких металлов, как серебро (Ag), 
бериллий (Be), стронций (Sr), ртуть (Hg) и 
другие, а также, вероятно, ионы Pb (Алексеев, 
2008).

По классификации Международного ко-
митета по проблемам окружающей среды Pb 
относится к I классу опасности (Спитковский 
и др., 1994). Высокие концентрации Pb в по-
чвах в значительной степени могут подавлять 
рост и развитие растений (Алексеев, 2008). Pb 
не является эссенциальным элементом, хотя 
и обнаруживается в каждом растении (Ильин, 
1991). Описан эффект торможения метаболиз-
ма растений, который возникает из-за низко-
го содержания Pb в почве (Rout, Das, 2003). По 
некоторым данным, в небольших количествах 
он способен ускорять прорастание семян, по-
вышать содержание крахмала и стимулиро-
вать рост (Ягодин и др., 1989, 2002). Следует 
отметить, что Pb медленнее, чем другие ТМ, 
поступает в растения и транспортируется из 
корня в надземные органы (Foroughi et al., 
1982; Серегин, Иванов, 1998).

Коэффициент биологического поглоще-
ния (КБП) – показатель, характеризующий 
способность растений поглощать металлы 
из почвы, – представляет собой отношение 
содержания металла в растении к его содер-
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жанию в почве. По данным С.Ф. Покровской 
(1995), для многих растений (горох, кукуру-
за, овес, и т.д.) КБП Pb составляет 0,001-0,005 
(для сравнения: КБП Cd для этих же культур 
составляет 0,01-0,5). Одна из причин низкого 
КБП Pb растениями заключается в том, что 
ионы Pb в почве быстро теряют свою под-
вижность, так как вступают в химические ре-
акции с образованием малорастворимых со-
единений: молибдатов, сульфатов, фосфатов, 
карбонатов, гидроксидов, хроматов, а также 
поглощаются минеральными органическими 
коллоидами (Алексеев, 2008).

Фитотоксичность Pb в значительной 
степени нивелируется наличием в расти-
тельной клетке хорошо действующей систе-
мы инактивации элемента, проникающего в 
корневую систему, поэтому основная часть 
Pb задерживается в корнях растений (Сере-
гин, Иванов, 1998). В опытах Н.Ю. Гармаш 
(1983) было показано, что в солому пшеницы 
поступает менее 1 %, а в ботву картофеля – 
2 % Pb, содержащегося в корнях. При этом и 
в зерне пшеницы, и в клубнях картофеля со-
держание Pb не зависело от дозы его внесения 
в почву, и лишь при концентрации 200 мг/кг 
оно незначительно возрастало. Но при высо-
ких концентрациях Pb в почвах ингибирует-
ся всасывание железа (Fe), что проявляется 
развитием хлороза и существенным подавле-
нием роста растений, снижением продуктив-
ности и устойчивости сельскохозяйственных 
растений, загрязнением продуктивных орга-
нов ионами Pb (Алексеев, 2008).

Экспериментально установлены и дока-
заны следующие механизмы воздействия Pb 
на клетку. Pb взаимодействует с ДНК клет-
ки и провоцирует мутации (Reichmayr-Lais, 
Kurchgessner, 1984; Реутова, Шевченко, 1992; 
Gichner et al., 2008; Pourrut et al., 2011; Zhang 
et al., 2014). Он частично ингибирует системы 
репарации, что снижает их эффективность, 

поэтому возрастает выход мутаций за счет 
части спонтанных и индуцированных по-
вреждений молекул ДНК, которые в норме 
репарировались бы (Hartwig et al., 1990). Так-
же Pb оказывает общее токсическое действие 
на клетку за счет образования устойчивых 
комплексов с аминокислотами (Venugopal, 
Luckey, 1978; Динева и др., 1993). Нужно учи-
тывать и эффект суммации, обусловленный 
тем, что в естественных условиях на организм 
часто влияет не один какой-либо стрессорный 
фактор, происходит комплексное стрессорное 
воздействие среды. Н.В. Гончаровой (2005) 
было изучено комплексное воздействие на 
растения ионизирующего излучения и повы-
шенного содержания в почве Pb. Согласно ре-
зультатам ее исследования, небольшие дозы 
облучения (2 сГр) в сочетании с разными 
концентрациями Pb вызывают антагонисти-
ческие эффекты, а доза 20 сГр в этих же ус-
ловиях приводит к синергизму – количество 
мутаций в клетках исследуемых растений 
достоверно увеличивается. При этом способ-
ность растений противостоять неблагопри-
ятному воздействию стрессорных факторов 
(засуха, ТМ, патогены, УФ-облучение, экс-
тремальные температуры, озон, свет высокой 
интенсивности, оводнение и др.) во многом 
зависит от антиоксидантных систем расти-
тельного организма (Hallgren, Gezelius, 1982; 
Hertzberg, Mac Donell, 2002; Cынзыныс и др., 
2005).

Способность растений накапливать ТМ, 
в частности Pb, не одинакова и зависит от 
их видовой принадлежности (Fan et al., 2017; 
Cheshmazar et al., 2018; Sihlahla et al., 2019). 
Вместе с тем, выявление растений-аккуму-
ляторов имеет большое практическое значе-
ние как в плане безопасного выращивания 
на почвах, загрязненных токсическими эле-
ментами, так и в использовании в качестве 
тест-объектов в опытах по изучению посту-
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пления и распределения ксенобиотиков в раз-
личных органах растений и поиска эффектив-
ных адаптогенов. М.A. Зварих и И.Г. Миллс 
(Zwarich, Mills, 1982) получили эксперимен-
тальные данные, касающиеся накопления ТМ 
овощными растениями: овощным горохом, 
салатом и морковью. Эти культуры выращи-
вали на почвах, удобренных осадками сточ-
ных вод, содержащими: Zn – 2920; Cd – 22; 
Cu – 790; Pb – 408 мг/кг сухого вещества. Под 
овощи внесли 55, 110 и 200 т/га воздушно-су-
хого вещества осадка. Почва имела рН 6,7 и 
содержала 3,5 % углерода. В результате про-
веденного эксперимента было установлено, 
что наибольшей способностью накапливать 
исследуемые металлы обладает салат; напри-
мер, для Pb этот показатель равен 1,6 мг/кг 
сухой массы (для сравнения: морковь – 0,9, 
овощной горох – 0,2 мг Pb на 1 кг сухой массы 
соответственно).

В условиях увеличивающейся «свинцо-
вой нагрузки» на биосферу обеспечить защи-
ту растений можно двумя путями. Во-первых, 
прямым воздействием на неблагоприятный 
фактор, т.е. снизить количество Pb, поступа-
ющего в геосистемы. Во-вторых, активацией 
защитных функций самого растительного 
организма. Поэтому одной из основных задач 
является поиск различного рода адаптогенов, 
которые могли бы уменьшить это негативное 
воздействие. С точки зрения возможности 
практического применения перспективным 
представляется использование естествен-
ных фитогормонов из группы брассиносте-
роидов. Как было отмечено рядом авторов 
(Ikekawa, Zhao, 1991; Li, Van Staden, 1998; 
Sasse, 1999; Ali et al., 2007; Kagale et al., 2007; 
Bajguz, Hayat, 2009; Yuan et al., 2010; Hayat 
et al., 2012; Jiang et al., 2013; Fang et al., 2019; 
Fu et al., 2019), именно БС играют основную 
роль в повышении устойчивости растений к 
таким внешним стрессорам, как экстремаль-

ные температуры, засуха, ТМ, затопление, 
засоление, повреждение гербицидами, по-
ражение патогенами. Главное преимущество 
использования БС заключается в том, что они 
не вредят окружающей среде, поскольку дей-
ствуют в естественных дозах и естественным 
путем, а также не индуцируют коэволюцию 
вредителей (Khripach et al., 2000). В то же вре-
мя применение большинства стимуляторов 
роста может интенсифицировать поглоще-
ние растениями из почвы минеральных со-
единений. По имеющимся данным, система 
поглощения и транспорта металлов у расте-
ний недостаточно специфична (Clemens et al., 
2002). По этой причине существует опасность 
накопления в тканях и органах растений в 
избыточном количестве как неэссенциаль-
ных, так и эссенциальных элементов. При-
менение большинства регуляторов роста в 
современном растениеводстве повышает по-
тенциальный риск превышения допустимого 
содержания ТМ в растениях. Однако синте-
тический препарат Эпин-Экстра позициони-
руется как универсальный стимулятор роста 
растений и адаптоген, применение которого 
нивелирует воздействие на растения таких 
стрессорных факторов, как воздействие экс-
тремальных температур, засухи, повышенно-
го содержания в почве ТМ, радионуклидов 
и пр., что достигается посредством стиму-
ляции собственного иммунитета растений; 
он обеспечивает повышение устойчивости к 
заболеваниям практически у всех сельскохо-
зяйственных культур (Шаповал и др., 2014). 
Следует акцентировать внимание на том, что 
Эпин-Экстра снижает аккумуляцию химиче-
ских элементов и их соединений, находящих-
ся в избытке, что важно для безопасности и 
качества растениеводческой продукции. Ана-
лизируя имеющиеся данные исследований 
(Bajguz, 2000; Kaur, Bhardwaj, 2003; Janeczko 
et al., 2005; Прусакова, Чижова, 2005; Sharma, 
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Bhardwaj, 2007), можно заключить, что ос-
новной причиной уменьшения проявления 
токсического действия ТМ при обработке БС 
служит уменьшение их кумуляции в органах 
растения.

В настоящее время опубликовано огра-
ниченное количество результатов исследова-
ний (Володькин, 2003; Janeczko et al., 2005; 
Титов и др., 2011; Hayat et al., 2012; Грузнова, 
2017), непосредственно касающихся приме-
нения БС и синтетических препаратов на их 
основе с целью защиты сельскохозяйствен-
ных видов растений в условиях загрязнения 
среды ТМ, в частности Pb. Например, было 
показано, что обработка клубней картофе-
ля 0,4%-ным рабочим раствором препарата 
Эпин-Экстра и вегетативной массы в фазе 
бутонизации 0,02%-ным рабочим раствором 
снижает содержание в них Pb, астата (At), Zn и 
Cu (Володькин, 2003). Обработка препаратом 
Эпин-Экстра (предпосевное замачивание и 
опрыскивание вегетирующих растений) дало 
положительный результат при выращивании 
свеклы столовой сорта «Бордо» и перца слад-
кого сорта «Родник» на почвах, загрязненных 
Pb и Cd. Применение данного биостимуля-
тора способствовало повышению урожайно-
сти и снижению концентрации ТМ в готовой 
продукции как свеклы, так и перца. При этом 
увеличение урожайности перца было макси-
мальным и составило 20,6 % по сравнению с 
контролем (Титов и др., 2011). К.А. Грузновой 
(2017) было показано дифференцированное 
влияние регуляторов роста на про- и анти-
оксидантную активность растений пшеницы 
в присутствии различных концентраций ТМ 
в среде, в том числе и Pb: регуляторы расте-
ний Цитодеф и Тидиазурон могут оказывать 
как синергическое, так и антагонистическое с 
ионами ТМ действие, тогда как Эпин-Экстра 
и Рибав-Экстра оказывают только антагони-
стическое действие, поэтому их применение в 

условиях загрязнения среды ТМ, в том числе 
и Pb, является наиболее предпочтительным 
ввиду большей эффективности протектирую-
щего действия.

В исследованиях Н.И. Грабовской (2018) 
при изучении протектирующего действия 
Эпин-Экстра на семена и растения кресс-
салата, которые помещали в среды с повы-
шенным содержанием Pb, было выявлено не-
гативное воздействие ионов Pb на всхожесть 
семян. Концентрации общего Pb в среде в 50, 
100 ПДК для почвы (1600, 3200 мг/кг) и выше 
летальны – 100 % семян погибало и протек-
тирующее действие Эпин-Экстра не опреде-
лялось. Ростовые показатели 10-дневных рас-
тений, выращенных в среде с повышенным 
содержанием Pb, были заметно снижены по 
сравнению с проростками, выращенными в 
бессвинцовой среде. Наибольшее токсиче-
ское воздействие Pb оказывал на корневую 
систему, подавляя ее рост и развитие. Сни-
жение формирования корневой системы на-
блюдалось уже при концентрации Pb свыше 
10 ПДК для почвы (320 мг/кг). По сравнению 
с контролем у тест-объектов, выращенных в 
среде с повышенным содержанием Pb, фор-
мирование корневой системы блокировалось 
на 85-90 %, что весьма существенно (рис. 2).

В условиях загрязнения Pb применение 
Эпин-Экстра улучшало ростовые показатели 
корневой системы на 11-28 %. Влияние Pb на 
побеги было не столь выражено, как на ко-
рень. В среднем, снижение ростовых показа-
телей побега составило 50-75 % по сравнению 
с контролем. Также было замечено, что при 
концентрациях Pb, близких к критическим, 
происходит разрушение хлорофилла и нару-
шение обмена веществ, что вызывает пожел-
тение и искривление побегов. Применение 
Эпин-Экстра улучшало ростовые показатели 
побегов на 0,7-17 %. Таким образом, протек-
тирующее действие препарата Эпин-Экстра 
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было более выраженным на корневой систе-
ме, нежели на побеге. При концентрациях Pb 
в среде свыше 30 ПДК для почвы (960 мг/кг) 
рост растений значительно ингибируется. 
Следовательно, применение препарата Эпин-
Экстра наиболее целесообразно при концен-
трациях общего Pb около 10-30 ПДК для по-
чвы (320-960 мг/кг).

Заключение

В связи с ухудшением экологической 
ситуации и деградацией экосистем разного 
уровня тенденция воздействия на растения 
неблагоприятных факторов будет нарас-
тать, поэтому применение естественных, 
безопасных для окружающей среды и чело-
века биостимуляторов является весьма пер-
спективным направлением и требует даль-
нейших исследований с целью повышения 
эффективности и безопасности их использо-
вания. Очевидно, что данный вопрос требует 
дальнейшего изучения еще и ввиду того, что 

различные ТМ обладают разнообразными 
механизмами патологического действия на 
растительную клетку, следовательно, эффек-
тивность применения синтетических препа-
ратов на основе БС также может значительно 
варьировать.

Вероятно, что подобного рода исследова-
ния целесообразно проводить методом биоте-
стирования на проростках с использованием 
растений-индикаторов, так как это позволяет 
создать стандартизированные условия, более 
точно регулировать концентрацию как ТМ, 
так и биостимулятора, что даст более досто-
верные результаты по сравнению с опытами в 
открытом грунте.

При подборе растительных регуляторов 
для нивелирования того или иного стрессор-
ного фактора необходимо учесть целый ряд 
детерминант. Во-первых, концентрационные 
эффекты регуляторов роста, направленные 
против стрессорных воздействий, очень за-
висят от вида стрессора, его дозы, особен-

Рис. 2. Ингибирующее действие свинца на развитие корневой системы и побега у кресс-салата (Lepidium 
sativum) сорта Данский (фото Н.И. Грабовской). Показаны растения кресс-салата на пятый день 
вегетации. Слева – контрольное растение кресс-салата, выращенное в бессвинцовой среде; справа – 
опытное растение кресс-салата, выращенное в среде с концентрацией Pb 1200 мг/л

Fig. 2. Inhibitory effect of lead on the development of the root system and shoot in cress plants (Lepidium sativum) 
of the Dansky variety (photo of Grabovskaya N.I.). Cress plants on the fifth day of vegetation are shown. On the 
left – the cress plant grown in a lead-free medium (control); on the right – the cress plant grown in a medium with 
Pb concentration of 1200 mg/L
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ностей растений и условий их выращивания, 
поэтому невозможно подобрать одну-две 
какие-то концентрации регуляторов роста, 
позволяющие эффективно бороться с абиоти-
ческим/антропогенным стрессом. Во-вторых, 
поскольку синтетические (а также многие 
природные) экзогенные регуляторы роста 
являются ксенобиотиками для растений, они 
могут оказывать как положительные, так и 
негативные эффекты (в норме и при стрессах). 
В-третьих, все фитогормоны в растении соз-
дают общую регуляторную сеть (Лукаткин, 
Лукаткин, 2017), и возмущение, создаваемое 
введением одного какого-либо дополнитель-
ного экзогенного регулятора роста, провоци-
рует серьезные изменения в работе целостной 
гормональной системы растения. К тому же 
при применении стимуляторов для улучше-
ния состояния растений при стрессе, вызван-
ном воздействием ТМ, в том числе и Pb, нуж-
но учитывать, что некоторые стимуляторы на 
основе фитогормонов и гормоноподобных со-
единений интенсифицируют накопление рас-

тениями эссенциальных и неэссенциальных 
элементов, находящихся в среде (особенно 
избыточных), что в условиях избыточности 
ТМ в среде может ухудшить качество расте-
ниеводческой продукции или сделать ее не-
пригодной для употребления. Тогда как при 
применении биостимуляторов для защиты 
растений от большинства неблагоприятных 
факторов, имеющих физическую природу 
(экстремальные низкие и высокие температу-
ры, засуха и прочее), этой особенностью мож-
но пренебречь.

Следовательно, в условиях свинцового 
загрязнения среды синтетические препараты 
на основе БС (в том числе и Эпин-Экстра), по-
видимому, являются приоритетными, так как 
не только повышают урожайность сельско-
хозяйственных культур в условиях химиче-
ского загрязнения среды, улучшая ростовые 
показатели, но и положительно влияют на их 
качество, так как протектирующее действие 
достигается посредством снижения кумуля-
ции ТМ в продуктивных органах растений.
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Abstract. Abscisic acid (ABA) plays an important role in the regulation of protective processes 
under stresses of various nature. In contrast to abiotic stresses, when a plant and a pathogen interact, 
this phytohormone is in most cases a negative regulator of resistance. However, even with a similar 
nature of pathogenesis, ABA can produce different effects. For example, ABA treatment in different 
experiments induced either a decrease or an increase in the susceptibility of cereals to powdery 
mildew. The aim of this work was to study the immunomodulatory properties of exogenous ABA 
depending on its concentration in the pathosystem composed of wheat Triticum aestivum L. plants 
and powdery mildew pathogen Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp. tritici (syn. Erysiphe graminis). 
We studied the change in the number of pathogen colonies on susceptible wheat leaves (Zarya and 
Tavrichanka varieties) when two-week-old seedlings were treated with various ABA concentrations 
(0–9 μM) before and immediately after they were infected. When whole plants were used in the 
experiment, ABA was added to Knop’s solution; in experiments with detached leaves floating in Petri 
dishes, aqueous solutions of the phytohormone were used. Our results show that the magnitude and 
direction of the effect of exogenous ABA on the number of colonies of the pathogen depends on its 
concentration and the time of application relative to the moment of infection. ABA concentration 
dependence was variable in form: similar concentrations could be inhibitory, resulting in the minimum 
number of colonies, or stimulating, with the maximum number of colonies. At the same time, the 
pre-infection use of ABA was more likely to be inhibitory. The non-monotonicity and variation of 
the form of concentration dependence could probably account for the contradictory literature data on 
the immunomodulatory properties of ABA. The complex nature of the concentration dependence and 
the corresponding variation in the immunological state within a fairly wide range seem to ensure the 
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maintenance of equilibrium in the pathosystem and the chances for survival of both the host plant and 
the pathogen.

Keywords: Blumeria graminis f. sp. tritici, powdery mildew, wheat, susceptibility, abscisic acid 
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Влияние абсцизовой кислоты  
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Аннотация. Абсцизовой кислоте (АБК) принадлежит важная роль в регуляции защитных 
процессов при стрессах различной природы. В отличие от абиотических стрессов при 
взаимодействии растения и патогена этот фитогормон в большинстве случаев является 
негативным регулятором устойчивости. Однако даже при сходном характере патогенеза 
активность АБК может быть разнонаправленной. В частности, обработка АБК в разных 
экспериментах индуцировала как снижение, так и увеличение восприимчивости злаков к 
мучнистой росе. Целью данной работы явилось изучение иммуномодулирующих свойств 
экзогенной АБК в зависимости от ее концентрации в патосистеме, включающей растения 
пшеницы Triticum aestivum L. и возбудитель мучнистой росы Blumeria graminis (DC.) Speer f. 
sp. tritici (syn. Erysiphe graminis). Исследовали изменение числа колоний патогена на листьях 
восприимчивой пшеницы (сортов Заря и Тавричанка) при обработке 2-недельных проростков 
различными концентрациями АБК (0–9 мкМ) до и непосредственно после инфицирования. 
При обработке целых растений АБК добавляли в раствор Кнопа, в экспериментах с 
отделенными листьями на плаву в чашках Петри использовали водные растворы фитогормона. 
Показано, что величина и направленность воздействия экзогенной АБК на число колоний 
патогена зависят от ее концентрации и времени применения относительно момента 
инфицирования. Концентрационная зависимость для АБК варьировала по форме, могла иметь 
минимум (уменьшение восприимчивости) или максимум (увеличение восприимчивости) 
числа колоний при сходных концентрациях. При этом ингибирование роста патогена было 
более характерно при предварительной обработке АБК. Немонотонность и варьирование 
формы зависимости от концентрации, вероятно, могут объяснить имеющуюся в литературе 
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неоднозначность при определении иммуномодулирующих свойств АБК. Сложный характер 
концентрационной зависимости и обусловленное им варьирование в достаточно широких 
пределах иммунологического состояния, по-видимому, обеспечивают поддержание равновесия 
в патосистеме и шансы на выживание как растению-хозяину, так и патогенному организму.

Ключевые слова: Blumeria graminis f. sp. tritici, мучнистая роса, пшеница, восприимчивость, 
абсцизовая кислота (АБК), концентрационная зависимость.

Цитирование: Бабоша, А.В. Влияние абсцизовой кислоты на восприимчивость листьев пшеницы к возбудителю 
мучнистой росы Blumeria graminis f. sp. tritici / А.В. Бабоша // Журн. Сиб. федер. ун-та. Биология, 2020. 13(2). С. 164-
172. DOI: 10.17516/1997-1389-0316

Введение

Абсцизовой кислоте (АБК) принадлежит 
важная роль в регуляции защитных процессов 
при стрессах различной природы. Повышение 
концентрации АБК в растении происходит 
под действием засухи, засоления, теплового и 
холодового стрессора (Кулаева, 1994). В отли-
чие от абиотических стрессов при взаимодей-
ствии растения и патогена АБК приписывают 
в большинстве случаев роль негативного ре-
гулятора устойчивости (Mauch-Mani, Mauch, 
2005). Это обусловливает особый характер 
изменения устойчивости при комплексном 
стрессе с участием биотических и абиоти-
ческих факторов или в условиях, когда один 
тип стресса предшествует другому (Gupta et 
al., 2017). Взаимодействия между ответами на 
биотические и абиотические стрессоры могут 
быть синергическими или антагонистически-
ми, в регуляции обоих принимает участие 
АБК (Asselbergh et al., 2008).

В патосистемах с разным типом патоге-
неза или на разных стадиях развития актив-
ность АБК может быть разнонаправленной 
(Ton et al., 2009; Van Gijsegem et al., 2017). 
Однако даже в патосистемах с участием био-
трофных патогенов получены противоречи-
вые результаты. Так, АБК ингибировала раз-
витие бурой и желтой ржавчины (Левин, 1984; 
Эйдельнант и др., 1985; Ларина и др., 1991), 

однако стимулировала развитие стеблевой 
ржавчины (Жигалкина, Чигрин, 1986). Об-
работка АБК в разных экспериментах могла 
стимулировать развитие мучнистой росы яч-
меня (Edwards, 1983) или индуцировать опре-
деленный уровень устойчивости (Wiese et al., 
2004).

Негативная роль АБК по отношению к 
устойчивости растений, по-видимому, обу-
словлена ее активностью как антагониста са-
лициловой кислоты, что приводит к ингиби-
рованию защитных реакций и приобретенной 
устойчивости (Anderson et al., 2004; Yasuda et 
al., 2008; Sugano et al., 2013). Позитивное воз-
действие АБК на устойчивость к патогенам 
может быть связано с регуляцией функции 
устьиц (Lim et al., 2015; Melotto et al., 2017) или 
образованием папилл (Asselbergh et al., 2008; 
Garcia-Andrade et al., 2011).

Значительное число патогенных и ми-
коризных грибов синтезируют АБК (Тали-
ева, Филимонова, 1992; Crocoll et al., 1991; 
Danneberg et al., 1993; Siewers et al., 2004). 
Можно предположить, что обработка этим 
гормоном на разных этапах инфекционного 
процесса может в определенной степени мо-
делировать повышение уровня АБК в стрессо-
вых условиях.

Целью настоящей работы явилось изуче-
ние иммуномодулирующих свойств экзоген-
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ной АБК в зависимости от ее концентрации 
в патосистеме, включающей растения пшени-
цы Triticum aestivum L. и возбудитель мучни-
стой росы Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp. 
tritici.

Материалы и методы

В работе использовали 2-недельные рас-
тения пшеницы T. aestivum сортов Заря и 
Тавричанка, которые выращивали в рулонах 
фильтровальной бумаги на растворе Кнопа 
при температуре 20–22 °С и 16-часовом фо-
топериоде при освещении люминесцентны-
ми лампами (2000–3000 лкс). Инокуляцию 
возбудителем мучнистой росы пшеницы B. 
graminis f. sp. tritici (syn. Erysiphe graminis) 
проводили путем стряхивания конидиаль-
ного инокулюма с инфицированных листьев 
нескольких растений-накопителей с примене-
нием методики, обеспечивающей максималь-
но равномерное инфицирование (Babosha, 
2009). В работе использовали популяцию 
патогена, собранную в Московской области 
и поддерживаемую в лабораторных услови-
ях на растениях пшеницы восприимчивых 
сортов. Растения пшеницы сорта Заря поме-
щали на раствор Кнопа с добавлением 0,25, 
0,5, 1, 1,5, 3, 4,5 и 9 мкМ абсцизовой кислоты 
(АБК, Sigma, США) непосредственно после 
инфицирования. С растениями пшеницы со-
рта Тавричанка проводили три типа экспе-
риментов в зависимости от схемы обработки 
АБК, которую добавляли в раствор Кнопа в 
концентрациях 0,062, 0,125, 0,25, 0,5 и 1 мкМ: 
1) за 2 сут до инфицирования с последующей 
заменой на раствор Кнопа без АБК после ино-
куляции патогена; 2) непосредственно после 
инфицирования (в этих растворах растения 
оставляли до момента подсчета колоний); 
3) за 7 сут до инфицирования с заменой на 
свежеприготовленные растворы АБК в тех же 
концентрациях после инокуляции патогена. 

В контрольных вариантах использовали рас-
твор Кнопа без АБК. В опыте с обработкой 
листьев на плаву отделенные листья помеща-
ли в чашки Петри на водные растворы АБК 
(0,25, 0,5, 1, 1,5, 3, 4,5 и 9 мкМ) непосредствен-
но после инокуляции патогена (сорт Заря). По-
сле появления видимых колоний мучнистой 
росы (5–7 сут) с применением бинокулярной 
лупы учитывали их число на абаксиальной и 
адаксиальной поверхностях 8–12 листьев на 
участке длиной 7,5 см. В опыте использова-
ли 1-е и 2-е настоящие листья примерно оди-
наковой ширины (3,5–4 мм). Достоверными 
считали различия между средними контро-
ля и опыта с использованием t-критерия и 
p<0,05.

Результаты и обсуждение

Полученные результаты представлены 
на рис. 1 и 2. Концентрационные зависимо-
сти на рис. 1 были получены при обработке 
АБК растений пшеницы сорта Заря непо-
средственно после их инфицирования. В 
этих экспериментах данный гормон оказывал 
преимущественно ингибирующее действие 
на число колоний возбудителя мучнистой 
росы. Характерной особенностью концен-
трационных кривых рис. 1 является наличие 
минимума при низких концентрациях (0,5 
на кривой 2 и 1 мкМ на кривой 1). В обоих 
случаях увеличение концентрации АБК осла-
бляло ингибирование. На листьях интактных 
растений при высоких концентрациях кривая 
имела плато: при увеличении дозы АБК выше 
1 мкМ число колоний не изменялось, хотя и 
оставалось достоверно ниже контроля. На от-
деленных листьях при увеличении дозы ин-
гибирование полностью исчезало, а сам ми-
нимум приходился на область более высоких 
концентраций. Сходные кривые получены на 
листьях пшеницы сорта Тавричанка (рис. 2), 
но в варианте с обработкой за двое суток до 
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Рис. 1. Влияние АБК на число колоний мучнистой росы (% от контроля, 1-е настоящие листья) 
при обработке отделенных листьев (1) и растений (2) пшеницы сорта Заря непосредственно после 
инфицирования. В контроле на отделенных и интактных листьях наблюдали 2,8±0,6 и 23±3 колонии/см2 
соответственно. Заполненным маркером отмечены варианты, достоверно отличающиеся от контроля

Fig. 1. Effect of ABA treatment on the number of powdery mildew colonies (% of control, first leaves) on detached 
leaves (1) and plants (2) of Zarya wheat immediately after infection. In the control, on detached and intact leaves, 
2.8 ± 0.6 and 23 ± 3 colonies/cm2, respectively, were observed. The filled marker indicates treatments that differ 
significantly from the control

Рис. 2. Влияние времени обработки АБК на число колоний мучнистой росы (% от контроля). Растения 
пшеницы сорта Тавричанка обработаны: 1 – за 2 сут до инфицирования (1-й лист); 2 – за 2 сут до 
инфицирования (2-й лист); 3 – непосредственно после инфицирования (1-й лист); 4 – за 7 сут до 
инфицирования и дополнительно после инфицирования (1-й лист). В контроле 14,9±2,0 (1), 6,8±1,7 
(2), 18,8±3,8 (3) и 4,2±0,7 (4) колонии/см2. Заполненным маркером отмечены варианты, достоверно 
отличающиеся от контроля

Fig. 2. Effect of ABA treatment before and after infection on the number of powdery mildew colonies (% of 
control). Treatment of Tavrichanka wheat plants: 1 – 2 days before infection (first leaf); 2 – 2 days before infection 
(second leaf); 3 – immediately after infection (first leaf); 4 – 7 days before infection and additionally after 
infection (first leaf). In the control, 14.9 ± 2.0 (1), 6.8 ± 1.7 (2), 18.8 ± 3.8 (3) and 4.2 ± 0.7 (4) colonies/cm2. The 
filled marker indicates treatments that differ significantly from the control
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инфицирования. Наибольшее ингибирую-
щее действие на данном сорте имели кон-
центрации АБК 0,125 и 0,25 мкМ. При этом 
подсчет колоний на вторых листьях показал 
их несколько меньшую отзывчивость на ин-
гибирующее действие АБК. При более позд-
нем применении АБК в данном эксперименте 
ингибирование исчезало (при обработке не-
посредственно после инфицирования, кривая 
3), а при длительной инкубации растений в 
растворах АБК как до инфицирования, так и 
после него происходила смена знака иммуно-
модуляции. На кривой 4 при концентрации 
0,25 мкМ видны достоверные отличия сред-
него числа колоний от контроля, однако из-
менения имеют противоположный знак: АБК 
стимулирует развитие мучнистой росы.

Таким образом, зависимость иммуномо-
дулирующей активности АБК от концентра-
ции не монотонная. Наиболее характерным 
элементом концентрационной кривой был 
минимум при низких концентрациях, ко-
торый проявился у растений обоих сортов. 
Форма кривой в разных модельных системах 
отделенных листьев и интактных растений 
(сорт Заря) имела отличия в положении пика 
ингибирования при низких концентрациях и 
в знаке иммуномодуляции при более высо-
ких (рис. 1). Интересной особенностью фор-
мы концентрационных кривых, полученных 
на сорте Тавричанка, был переход от инги-
бирования числа колоний при применении 
АБК до инокуляции возбудителя мучнистой 
росы к его стимуляции при дополнительной 
обработке после инфицирования (рис. 2). При 
этом на концентрационной кривой в вари-
анте обработки АБК непосредственно после 
инокуляции наблюдали статистически не-
существенные флуктуации ординаты вокруг 
уровня восприимчивости в контроле. В опре-
деленном смысле эта последняя кривая име-
ла промежуточный характер между двумя 

упомянутыми выше. Следует отметить, что 
ранее кривые сходной формы наблюдали в 
той же патосистеме при изучении иммуномо-
дулирующих свойств цитокининов (Babosha, 
2009). В случае зеатина постепенную транс-
формацию концентрационной кривой с экс-
тремумом одного знака в кривую с экстрему-
мом другого знака, а также промежуточную 
зависимость со значениями, близкими к кон-
тролю, наблюдали при изменении минераль-
ного состава среды инкубации и при совмест-
ной инкубации растений в растворах зеатина 
с добавлением разных концентраций тидиа-
зурона. Похожие трансформации формы кри-
вой были получены при имитации сложной 
концентрационной зависимости с помощью 
математической модели, основанной на по-
следовательном соединении двух процессов 
с субстратным ингибированием (Babosha, 
2009). Это позволяет предположить принад-
лежность концентрационных зависимостей 
АБК к тому же классу многофазных кривых, 
что не является неожиданным, если принять 
во внимание общеизвестную взаимозависи-
мость сигнальных систем разных фитогормо-
нов (Shigenaga, Argueso, 2016).

При математическом моделировании 
варьирование формы концентрационной за-
висимости происходило при изменении па-
раметров, соответствующих синтезу, раз-
рушению или транспорту гормонального 
вещества. Очевидно, что в реальных услови-
ях изменение активности соответствующих 
ферментных систем может происходить под 
действием разных факторов, включая и те, 
интенсивность которых не контролировалась 
или принципиально трудно контролируется в 
эксперименте. Вероятно, именно этим можно 
объяснить имеющуюся в литературе неодно-
значность при определении иммуномодули-
рующих свойств АБК, а также ряда других 
физиологически активных веществ.
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Более раннее применение АБК относи-
тельно момента инфицирования с большей 
вероятностью имело ингибирующий харак-
тер (рис. 2). Кроме того, в трех независимых 
дополнительных экспериментах на листьях 
сорта Заря, проведенных по сходной схеме, 
при обработке АБК до инфицирования и не-
посредственно после инфицирования в 20 
вариантах с использованием разных концен-
траций получено ингибирование и только в 
пяти вариантах – стимуляция числа колоний 
по сравнению с контролем. Наоборот, при ис-
пользовании АБК через 1 сут и более после 
инфицирования соотношение ингибирования 
и стимуляции числа колоний было примерно 
одинаковым: в 15 вариантах наблюдали тен-
денцию к ингибированию, а в 20 – к стимуля-
ции (данные не представлены).

В данной работе транзитное повышение 
уровня АБК, которое сопровождает реакцию 
растения на действие стрессоров различной 
природы, моделировали обработкой АБК 
корней растений. Важно то, в какой мере 
результаты, полученные в использованной 
модельной системе, отражают закономер-
ности участия АБК в регуляции процессов 
патогенеза. Поскольку основным местом 
синтеза АБК являются корни (Hartung et al., 
2002), обработка корней данным фитогормо-
ном представляется достаточно адекватной 
модельной системой для исследования его 
иммуномодулирующих свойств (Wiese et al., 
2004). При действии теплового шока макси-

мум содержания АБК в корнях пшеницы был 
достигнут через 24 ч (Ефремов и др., 1992). 
Сходная динамика имела место и в листьях 
пшеницы, но с опозданием на 1 сут. В наших 
экспериментах длительность инкубации в 
растворах экзогенного гормона примерно 
соответствовала длительности транзитных 
пиков концентрации АБК при этих стрессах. 
При обработке наблюдали разнонаправлен-
ные изменения восприимчивости листьев 
растений к возбудителю мучнистой росы. 
Направление активности АБК в отношении 
одного и того же биотрофного патогена зави-
село не только от времени применения, но и 
от ее концентрации. В природной среде раз-
личные абиотические стрессы индуцируют 
транзитные пики концентрации АБК разной 
напряженности и разной динамики. Это соз-
дает достаточно высокое разнообразие как 
содержания АБК, так и, возможно, активно-
сти биохимических процессов, влияющих на 
форму зависимости иммуномодулирующей 
активности АБК от ее концентрации. При со-
пряжении этих изменений с эпифитотией ре-
зультат инфицирования потенциально также 
может быть достаточно разнообразным. Ва-
рьирование иммунологического состояния 
в широких пределах, которое достигается 
за счет сложной концентрационной зависи-
мости данного фитогормона, вероятно, обе-
спечивает поддержание равновесия и шансы 
на выживание как растению-хозяину, так и 
патогенному организму.
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Abstract. The article presents the results of research into the effect of removing phosphate from a 
nutrient medium on the content of auxins and cytokinins in roots, root elongation and content of 
reactive oxygen species in root tips of the barley ‘Steptoe’. In our experiments, the growth response 
was detected as root elongation after a 4-day exposure to a phosphate-free medium. Activation of 
linear root growth was preceded by changes in hormonal balance and in the level of reactive oxygen 
species. Auxin content in the roots increased after 6 h of phosphate starvation and a two-fold increase 
in the concentration of auxins in roots was detected by the end of the first day of the exposure to the 
phosphate deficit conditions. Staining with diaminobenzidine revealed an increased level of reactive 
oxygen species in the root tips of phosphate-starved plants after 6 h of exposure. However, after one 
day (24 h), a reverse pattern was observed: the level of staining was higher in the plants supplied with 
phosphates. Immunolocalisation of cytokinins in the root tips, where the zones of cell division and 
extension determining root elongation are located, showed a decreased content of zeatin in the cells 
under the effect of phosphorus deficit. The obtained data suggest that the detected rise in the amount 
of reactive oxygen species was due to the increased concentration of auxins accumulated as a result 
of the phosphate deficit effect on the barley plants. The increase in ROS and auxins contents could in 
turn influence the level of cytokinins and, in the end, affect root elongation. Further experiments are 
needed to test this hypothesis.

Keywords: Hordeum vulgare, phosphate deficit, root growth, auxins, cytokinins, reactive oxygen 
species.
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Влияние дефицита фосфора на рост корней,  
продукцию активных форм кислорода  
и содержание гормонов в растениях ячменя

Г.Р. Кудоярова, Л.Б. Высоцкая, А.В. Феоктистова,  
И.И. Иванов, Д.Ю. Зайцев, Г.Р. Ахиярова

Уфимский институт биологии  
Уфимского федерального исследовательского центра РАН 

Российская Федерация, Уфа

Аннотация. В работе представлены результаты изучения влияния удаления фосфатов из 
питательного раствора на содержание ауксинов и цитокининов в корнях, удлинение корней 
и содержание активных форм кислорода в кончиках корней растений ячменя. Ростовая 
реакция, проявившаяся в наших экспериментах в удлинении корней растений ячменя 
сорта Steptoe, была отмечена после 4 суток воздействия бесфосфатной среды. Активации 
линейной скорости роста корней предшествовали изменения гормонального баланса и 
уровня реактивных форм кислорода. C помощью метода иммуноферментного анализа через 
6 часов воздействия дефицита фосфора было отмечено достоверное возрастание, а к концу 
первых суток – двукратное увеличение концентрации ауксинов в корне. На фоне фосфатного 
голодания окрашивание корней диаминобензидином позволило выявить повышенный уровень 
реактивных форм кислорода в кончиках корней через 6 часов; по истечении первых суток 
(24 ч) наблюдали обратную картину – уровень окрашивания корней снабженных фосфатами 
растений был выше. Результаты иммунолокализации цитокининов в кончиках корней, где и 
находятся определяющие рост корней в длину зоны деления и растяжения, показали снижение 
содержания зеатина в клетках, находящихся под влиянием дефицита фосфора. Полученные 
данные позволяют предположить, что выявленное накопление в корнях активных форм 
кислорода может быть обусловлено повышенной концентрацией ауксинов, накопившихся в 
результате воздействия дефицита фосфора на растения ячменя. Повышение уровня ауксинов 
и реактивных форм кислорода в свою очередь могло повлиять на уровень цитокининов и, в 
конечном счете, на удлинение корней. Требуются дальнейшие исследования для проверки 
этого предположения.

Ключевые слова: Hordeum vulgare, дефицит фосфора, рост корней, ауксины, цитокинины, 
активные формы кислорода.
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Introduction

Regulation of the rate of root growth and 
development is an important mechanism of plant 
adaptation to phosphate starvation. Allocation of 
new biomass to root growth (Hermans et al., 2006; 
Wang et al., 2015), changes in the rates of primary 
roots elongation and the pattern of root branching 
influence root ability to explore different layers 
of soil and the nutrient uptake capacity of plants 
(Lynch, 2011). Nevertheless, the mechanisms of 
root growth response to phosphate starvation 
are still not completely clear (Aibara and Miwa, 
2014). A deficit in phosphates influences hormone 
concentration in plants (Ribot et al., 2008; Rubio 
et al., 2009) and reactive oxygen species (ROS) 
production, while both hormones and ROS are 
capable of affecting root growth and development 
(Tyburski et al., 2010). However, little attention 
has been given to possible interaction of these 
factors under phosphate starvation conditions. In 
the present paper we study the effect of removing 
phosphate from the nutrient medium on auxins 
and cytokinins contents in roots, root elongation 
and ROS content in the root tips of barley plants 
(up to the zone of root hairs).

Materials and methods

Barley plants (Hordeum vulgare L. ‘Steptoe’) 
were grown on 0.1 strength Hoagland-Arnon (H-
A) nutrient medium (0.5 mM KNO3, 0.5 mM 
Ca(N03)2, 0.1 mM KH2PO4, 0.1 mM MgSO4, 
0.5 mM CaSO4) in which potassium phosphate 
was substituted with sodium phosphate (modified 
H-A). After stratification and germination, half 
of the seedlings were transferred to a medium 
without phosphates (P-). Plants were grown 
at the 14-h photoperiod with the irradiance of 
400 µmol m-2 s-1 PAR, temperature of 25/18°C 

(day/night) and relative air humidity (RH) of 60–
70%. Preliminary experiments had showed that 
substitution of potassium for sodium phosphate 
did not inhibit the growth of plants.

Auxin content was determined by means 
of enzyme immunoassay (Vysotskaya et al., 
2003) and ROS level in roots was detected 
using diaminobenzidine (DAB) staining (the 
protocol was adapted from Daudi et al., 2012) 
after 6 and 24 hours of phosphate starvation. For 
immunolocalisation of cytokinins, root tips were 
fixed in a mixture of aldehydes and carbodiimide 
(Kudoyarova et al., 2014) on the second day after 
removing phosphates from the nutrient solution. 
The intensity of staining on the photographs was 
estimated in arbitrary units using the ImageJ 
program (the minimum and maximum values 
were taken for 0% and 100%, respectively). Root 
length was measured on the fourth day of the 
experiment.

Results and discussion

Auxin content in the roots increased after 
6 h of phosphate (P) starvation (97 ± 11 and 
160 ± 17 ng/g of root fresh weight on the medium 
with and without P, respectively; mean±SE, n=9) 
and after 24 h it was 2 times higher than in the 
control (72±6 and 120±9 ng/g of root fresh weight 
on the medium with and without P, respectively; 
mean±SE, n=9). These results agree with the 
literature data (Nacry et al., 2005). DAB staining 
revealed an increased ROS level in the root tips of 
the plants grown without phosphates during 6 h: 
the intensity of staining increased approximately 
3-fold (Fig. 1). After 24 h of exposure, a reverse 
pattern was observed and the level of staining 
was 3.5 times higher in plants supplied with 
phosphates (Fig. 2).
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Fig. 1. (A) Level of ROS in root tips of barley plants (intensity of DAB staining) grown on modified Hoagland-
Arnon medium (Р+) and 6 h after removing phosphates (P-) from the nutrient medium. Scale bar: 200 µm. 
(B) Diagram presents the results of the semiquantitative assay of intensity of staining of root tips of ‘Steptoe’ 
obtained using the ImageJ program (as described by Sharipova et al., 2016). The images of nine independent 
sections per treatment were taken. The intensity of staining was expressed in arbitrary units, with maximum and 
minimum staining intensity taken for 100% and 0%, respectively. Error bars are standard error, n=9
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Fig. 1. (A) Level of ROS in root tips of barley plants (intensity of DAB staining) grown on modified 

Hoagland-Arnon medium (Р+) and 6 h after removing phosphates (P-) from the nutrient medium. 
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Fig. 2. (A) Level of ROS in root tips of barley plants (intensity of DAB staining) grown on modified Hoagland-
Arnon medium (Р+) and 1 d after removing phosphates (P-) from the nutrient medium. Scale bar: 200 µm. 
(B) Diagram presents the results of the semiquantitative assay of intensity of staining of root tips of ‘Steptoe’ 
obtained using the ImageJ program (as described by Sharipova et al., 2016). The images of nine independent 
sections per treatment were taken. The intensity of staining was expressed in arbitrary units, with maximum and 
minimum staining intensity taken for 100% and 0%, respectively. Error bars are standard error, n=9

 

 

А B 
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Hoagland-Arnon medium (Р+) and 1 d after removing phosphates (P-) from the nutrient medium. 

Scale bar: 200 µm. (B) Diagram presents the results of the semiquantitative assay of intensity of 

staining of root tips of ‘Steptoe’ obtained using the ImageJ program (as described by Sharipova et 

al., 2016). The images of nine independent sections per treatment were taken. The intensity of 

staining was expressed in arbitrary units, with maximum and minimum staining intensity taken for 

100% and 0%, respectively. Error bars are standard error, n=9. 

Auxins are known, on the one hand, to 
induce ROS production and, on the other hand, 
to contribute to their inactivation brought 
about by up-regulation of the genes coding 
for antioxidant enzymes (Krishnamurthy 
and Rathinasabapathi, 2013). Auxin-induced 

ROS production may link the elevated auxin 
concentration with the initial increase in the 
ROS level in the roots of P-starved plants, while 
the hormone-induced inactivation of ROS may 
explain the subsequent decline in ROS detected 
under P deficit.
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In the present experiments, phosphate 
deficit stimulated a 16% elongation in roots on 
the medium without P after 4 days of exposure 
(29.5±1.1 and 34.3±1.3 cm on the medium with 
and without P, respectively; mean±SE, n=40).

ROS are known to influence cell extension 
(Tyburski et al., 2010) suggesting their possible 
involvement in the changes in root elongation 
induced by P deficit. However, the data are 
contradictory as both stimulatory and inhibitory 
effects of ROS have been reported (Tsukagoshi 
et al., 2010).

Immunolocalisation of cytokinins in root 
tips showed a decline in zeatin content in the 
cells influenced by P deficit (Fig. 3). Since 
cytokinins are known to inhibit root growth at 
the expense of cell division (Ivanov and Filin, 

2018), acceleration of root growth under P deficit 
is likely to be due to a decrease in the level of 
cytokinins in cells. The decline in the level of 
cytokinins could result from either a transitory 
increase in the ROS level exerting cytokinins 
decay through their oxidation or accumulation of 
auxins able to activate enzymatic destruction of 
cytokinins (Hare and van Staden, 1994).

Conclusion

The obtained results suggest the following 
succession of events: a phosphate deficit causes 
changes in the ROS level brought about by 
accumulation of auxins which finally results in 
the changes in cytokinins level and elongation 
of roots. Further research is needed to test this 
hypothesis.

Fig. 3. (A) Immunohistochemical localisation of cytokinin zeatin in root tips of barley seedlings grown on 
modified Hoagland-Arnon medium (Р+) and placed for 2 days on the medium without phosphates (Р-). Scale bar: 
50 µm. (B) Diagram presents the results of the semiqunatative assay of intensity of staining of root tips obtained 
using the ImageJ program (as described by Sharipova et al., 2016). The images of nine independent sections per 
treatment were taken. The intensity of staining was expressed in arbitrary units, with maximum and minimum 
staining intensity taken for 100% and 0%, respectively. Error bars are standard error, n=9
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Abstract. Red amaranth Amaranthus cruentus L. is a valuable fodder and grain crop. To generate new 
varieties of this plant, genetic transformation methods can be used, but for A. cruentus such methods 
remain undeveloped. The present study describes the results of our research in Agrobacterium-
mediated transformation of epicotyl segments of A. cruentus variety “Bagryanyi” by the ARGOS-
LIKE transgene of Arabidopsis thaliana controlled by the 35S promoter in the binary vector pCambia 
1301 with a selective hygromycin B resistance gene. For shoot regeneration from epicotyl segments 
after Agrobacterium-mediated transformation, Murashige-Skoog (MS) medium containing 13 μM 
6-benzylaminopurine and 1 μM 1-naphthylacetic acid was used. For the selection of transgenic shoots, 
10 mg/L of hygromycin B was added to the MS medium. Rooting of shoots was performed on selective 
MS medium supplemented with 2 μM 3-indoleacetic acid. Three transgenic amaranth plants with the 
genetic engineering structure 35S::ARGOS-LIKE were generated. The efficiency of Agrobacterium-
mediated transformation of A. cruentus was 4%. The amaranth plants transgenicity was confirmed by 
the PCR analysis for the presence of marker and target genes. Two transgenic plants were acclimatized 
to soil and open air conditions.
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Агробактериальная трансформация  
эксплантов эпикотилей амаранта багряного  
Amaranthus cruentus L. 

Р.М. Таиповаа, Х.Г. Мусина,б, Б.Р. Кулуева,б

аБашкирский государственный университет 
Российская Федерация, Уфа 

бИнститут биохимии и генетики –  
обособленное структурное подразделение  

Уфимского федерального исследовательского центра РАН 
Российская Федерация, Уфа

Аннотация. Амарант багряный Amaranthus cruentus L. является ценной кормовой и 
зерновой культурой. Для получения новых сортов этого растения могут быть использованы 
методы генетической трансформации, однако для A. cruentus такие технологии остаются 
неразработанными. Данная статья посвящена описанию результатов наших работ по 
агробактериальной трансформации сегментов эпикотилей A. cruentus сорта «Багряный» 
трансгеном ARGOS-LIKE Arabidopsis thaliana L., находящимся под контролем 35S промотора 
в бинарном векторе pCambia 1301 с селективным геном устойчивости к гигромицину B. Для 
регенерации побегов из сегментов эпикотилей после агробактериальной трансформации 
использовали среду Мурасиге-Скуга, содержащую 13 мкM 6-бензиламинопурина и 1 мкM 
1-нафтилуксусной кислоты. Для селекции трансгенных побегов амаранта в среду добавляли 
10 мг/л гигромицина B. Укоренение полученных в ходе работы регенерантов проводили на 
селективной среде МС с добавлением 2 мкM 3-индолилуксусной кислоты. В ходе проведенной 
работы были получены 3 трансгенных растения амаранта багряного, несущие генно-
инженерную конструкцию 35S::ARGOS-LIKE. Трансгенность полученных растений амаранта 
была подтверждена путем ПЦР-анализа на наличие маркерных и целевого генов. Процент 
эффективности агробактериальной трансформации A. cruentus при использованном нами 
методе составил 4 %. Два трансгенных растения удалось акклиматизировать к условиям почвы 
и открытого воздуха.

Ключевые слова: Amaranthus cruentus, амарант багряный, in vitro, регенерация побегов, 
агробактериальная трансформация, трансгенные растения, ARGOS-LIKE.
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Введение

Амарант является растением, применяе-
мым в качестве овощной, кормовой, зерновой, 
лекарственной и декоративной культур. Вы-
сокая питательная ценность, обусловленная 
повышенным содержанием белка, сбаланси-
рованного по аминокислотному составу, ко-
личеству витаминов и минеральных солей, 
делает привлекательным использование ама-
ранта в кулинарии, медицине и сельском хо-
зяйстве (Магомедов, Чиркова, 2015).

Селекционные работы по выведению 
новых сортов амаранта в России ведутся до-
вольно интенсивно. Получено большое коли-
чество отечественных сортов этой культуры с 
улучшенными ростовыми характеристиками, 
с повышенной урожайностью и другими хо-
зяйственно ценными признаками (Жужукин, 
Шор, 2010). Амарант продолжает набирать 
популярность и может стать одной из важных 
культур, выращиваемых отечественными 
сельхозпроизводителями. Одним из препят-
ствий для широкого распространения амаран-
та является его относительно низкая холодо-
устойчивость ввиду южного происхождения 
культуры. Суровые климатические условия 
нашей страны могут оказывать негативное 
воздействие, прежде всего, на урожайность 
амаранта. Для увеличения продуктивности 
и стрессоустойчивости амаранта могут быть 
использованы не только методы селекции, но 
и современные генно-инженерные техноло-
гии (Таипова, Кулуев, 2015; Kuluev et al., 2017).

В настоящее время методы трансфор-
мации амаранта остаются мало разработан-
ными. В литературе имеются данные лишь 
о нескольких исследованиях по созданию 
трансгенных растений амаранта (Jofre-Garfias 
et al., 1997; Pal et al., 2013; Munusamy et al., 
2013; Murugan, Sathishkumar, 2016), однако 
они не относятся к широко распространен-
ному культурному виду амаранта багряного 

Amaranthus cruentus L. В свою очередь ранее 
нами была испытана технология трансфор-
мации сорного вида амаранта запрокинутого 
Amaranthus retroflexus L. (щирица) методом 
погружения цветков (Kuluev et al., 2017). Од-
нако эффективность трансформации амаран-
та запрокинутого методом погружения цвет-
ков оказалась очень низкой (не более 1,4 %). 
Аналогичные эксперименты были проведе-
ны и на примере A. cruentus, однако методом 
floral dip нам не удалось получить ни одного 
трансгенного растения этого вида амаранта. 
В связи с этим остается актуальным вопрос 
разработки новых подходов для получения 
трансгенных растений этой культуры через 
использование методов регенерации побегов 
из эксплантов в условиях in vitro.

Продуктивность растений может быть 
повышена за счет влияния на рост органов. 
В основе контроля роста органов растений 
лежат два основных механизма, а именно ре-
гуляция клеточного деления и рост клеток 
растяжением (Gonzalez et al., 2012). Важную 
роль в координации процессов клеточного де-
ления и растяжения играют белки семейства 
ARGOS (Feng et al., 2011; Кулуев, Сафиуллина, 
2015). У Arabidopsis thaliana обнаружено и из-
учено четыре гена, кодирующие белки данной 
группы: ARGOS, ARGOS-LIKE (ARL), OSR1 и 
OSR2 (Hu et al., 2003; Hu et al., 2006; Feng et al., 
2011; Qin et al., 2014). Ген ARGOS-LIKE (ARL) 
A. thaliana кодирует трансмембранный белок, 
предположительно участвующий в передаче 
и трансдукции сигналов от фитогормонов к 
транскрипционным факторам. Сверхэкспрес-
сия генов семейства ARGOS способствует 
увеличению размеров надземных органов за 
счет положительного влияния на рост клеток 
растяжением (Hu et al., 2006), а также при-
водит к повышению стрессоустойчивости за 
счет негативного влияния на этиленовый сиг-
налинг (Shi et al., 2015). Ранее нами были по-
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лучены трансгенные растения табака, рапса и 
амаранта запрокинутого, сверхэкспрессиру-
ющие ген ARL (Kuluev et al., 2013; Михайлова, 
Кулуев, 2015; Kuluev et al., 2017), некоторые 
линии которых характеризовались увеличе-
нием размеров листьев и стебля по сравне-
нию с контролем. Исходя из полученных ра-
нее данных, генно-инженерная конструкция 
35S::ARL была отобрана для трансформации 
хозяйственно-ценных растений.

Целью представленной работы была раз-
работка метода агробактериальной трансфор-
мации культурного вида амаранта багряного 
A. cruentus с использованием генно-инженер-
ной конструкции 35S::ARL. Для этого была 
поставлена задача – получить трансгенные 
растения амаранта багряного посредством аг-
робактериальной трансформации при культи-
вировании эксплантов эпикотилей на селек-
тивных средах, содержащих гигромицин В.

Материалы и методы

В работе использовали генно-инженер-
ную конструкцию 35S::ARL, содержащую це-
левой ген ARGOS-LIKE из A. thaliana (Kuluev 
et al., 2013). Для опытов по агробактериальной 
трансформации растений амаранта исполь-
зовали семена A. cruentus сорта «Багряный» 
(Агросервер, Россия), которые перед прора-
щиванием стерилизовали 70 %-ным этило-
вым спиртом в течение минуты и 20 %-ным 
раствором отбеливателя «Белизна» (ООО 
«Башбытпром», Стерлитамак, Россия; пред-
ставляет собой 15 %-ный раствор гипохло-
рита натрия) в течение 8 минут, после чего 
семена тщательно промывали стерильной 
дистиллированной водой 5-6 раз. После эта-
па стерилизации семена амаранта рассевали 
на среду, содержащую половинную концен-
трацию солей среды Мурасиге-Скуга (МС) 
(Murashige, Skoog, 1962), витамины среды 
Гамборга (Gamborg et al., 1968) и 30 г/л саха-

розы. Семена проращивали при температуре 
27±1 °С и интенсивности света 35 мкмоль/м2·с.

Для инокуляции эксплантов амаран-
та использовали культуру клеток штамма 
A. tumefaciens АGL, несущую генно-инже-
нерную конструкцию 35S::ARL (Kuluev et 
al., 2013), которую культивировали в 15 мл 
жидкой среды LB, содержащей рифампицин 
и канамицин, на орбитальном шейкере при 
температуре 28 ºС и скорости вращения 180 
об/мин. Наращивание агробактерий продол-
жали до достижения оптической плотности, 
соответствующей концентрации 2–3х108 кле-
ток/мл (обычно около 1 суток). Полученную 
суспензию агробактерий центрифугировали 
при 3500 об/мин в течение 10 минут, надо-
садочную жидкость сливали, а осадок ресу-
спендировали в эквивалентном объеме жид-
кой среды МС.

Из семидневных проростков в стериль-
ных условиях вырезали сегменты семядоль-
ных листьев, гипокотилей и эпикотилей 
(экспланты) и культивировали в течение 6 
суток на регенерационной среде МС, содер-
жащей 13 мкM 6-бензиламинопурина (БАП) 
и 1 мкM 1-нафтилуксусной кислоты (НУК). 
Затем сегменты, предварительно подвергну-
тые поранению, погружали в бактериальную 
суспензию на 10 минут, после чего немного 
подсушивали стерильной фильтровальной 
бумагой и переносили на такую же регенера-
ционную среду для сокультивации с агробак-
териями. В рамках всей работы было исполь-
зовано 45 семядольных, 60 гипокотильных и 
70 эпикотильных эксплантов.

Совместное культивирование эксплантов 
с агробактериями проводили в течение 2 су-
ток, по истечении которых их промывали рас-
твором антибиотика цефотаксима (300 мг/л) и 
переносили на селективную среду МС с теми 
же регуляторами роста (БАП и НУК) с анало-
гичными концентрациями и антибиотиками 
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цефотаксимом – 300 мг/л и гигромицином В 
(Gold Biotechnology, США) – 10 мг/л. Эксплан-
ты, на которых на селективной среде начина-
ли регенерировать побеги, были пересажены 
на среду МС с 2 мкM БАП и гигромицином 
В (10 мг/л) (рис. 1). Укоренение полученных в 
ходе работы регенерантов проводили на сре-
де МС с добавлением 2 мкM 3-индолилуксус-
ной кислоты (ИУК) и гигромицина В в кон-
центрации 10 мг/л. Укоренившиеся растения 
были акклиматизированы к условиям почвы 
и открытого воздуха. Для этого переносили 
амаранты в вегетационные сосуды объемом 
450 мл, заполненные увлажненным универ-
сальным грунтом Terra vita (Россия). Сверху 
растения накрывали прозрачными пласти-

ковыми сосудами и выращивали в условиях 
отсутствия дополнительного освещения при 
комнатной температуре. Через неделю про-
зрачные пластиковые сосуды убирали и пере-
носили растения в обычные условия световой 
комнаты (при температуре 27±1 ºС и интен-
сивности света 35 мкмоль/м2·с).

Из укоренившихся на селективной среде и 
акклиматизированных к условиям почвы рас-
тений амаранта выделяли ДНК методом соле-
вой экстракции (Aljanabi, Martinez, 1997) и по-
лученные образцы подвергали ПЦР-анализу 
на присутствие целевого гена ARL и маркер-
ных генов β-глюкуронидазы (GUS) и гигро-
мицинфосфотрансферазы (HPT). Для ампли-
фикации гена ARL использовали праймеры 

 

 
 

Рис. 1. Опыты по агробактериальной трансформации A. cruentus: а – образование каллуса 

на сегментах гипокотилей и регенерация побегов на сегментах эпикотилей на среде МС, 

содержащей 6-бензиламинопурин (БАП) и нафтилуксусную кислоту (НУК); б – 

регенерация побегов из сегментов эпикотилей после агробактериальной трансформации на 

селективной среде МС с БАП и НУК; в – укоренение на среде МС с индолилуксусной 

кислотой; г – акклиматизация амаранта к условиям почвы 

Fig. 1. Agrobacterium-mediated transformation of A. cruentus: a – the formation of callus on the 

hypocotyl segments and regeneration of the shoots on segments of epicotyls on MS medium with 

6-benzylaminopurin (BAP) and naphthylacetic acid (NAA); б – regeneration of shoots from 

epicotyl segments after Agrobacterium transformation on selective MS medium with BAP and 

NAA; в – rooting of shoots on MS medium with indole acetic acid; г – acclimatization of 

amaranth to the soil conditions 
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эпикотилей после агробактериальной трансформации на селективной среде МС с БАП и НУК; в – 
укоренение на среде МС с индолилуксусной кислотой; г – акклиматизация амаранта к условиям почвы

Fig. 1. Agrobacterium-mediated transformation of A. cruentus: a – the formation of callus on the hypocotyl 
segments and regeneration of the shoots on segments of epicotyls on MS medium with 6-benzylaminopurine 
(BAP) and naphthylacetic acid (NAA); б – regeneration of shoots from epicotyl segments after Agrobacterium 
transformation on selective MS medium with BAP and NAA; в – rooting of shoots on MS medium with 
indoleacetic acid; г – acclimatization of amaranth to the soil conditions
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5’-TCTACAAAACGACATCATAAACAT-3' и 
ACATAAAAGTGGAAGAAGAAGAAA. Для 
ПЦР-анализа гена GUS использовали прайме-
ры 5’-TGTGGAATTGATCAGCGTTGGTG-3’ 
и 5’-AAGCCGACAGCAGCAGTTTCATC-3’ 
(размер ампликона 989 п.н., опт. темпе-
ратура отжига – 59 ºС). Для идентифи-
кации гена HPT использовали прайме-
ры 5'-GCTTCTGCGGGCGATTTGTG-3' и 
5'-AGCTGCGCCGATGGTTTCTAC-3' (раз-
мер ампликона 786 п.н., опт. температу-
ра отжига – 60 ºС). Для исключения воз-
можной контаминации агробактериями 
анализируемых трансгенных растений до-
полнительно проводили ПЦР-анализ на на-
личие хромосомного гена rpoA A. tumefaciens 
(AF111855.1), при этом использовали прайме-
ры 5’-TTCTGTTGTCTTCTCTGCGTGGTG-3' 
и 5'-CGATTCTTCTTCTGCTTCCTTCTG-3’ 
(размер ампликона 587 п.н., опт. темпера-
тура отжига – 59 ºС). Электрофоретический 
анализ проводили в 1 %-ном агарозном геле 
в приборах модели Sub-Cell GT WIDE MINI 
(«Bio-Rad Laboratories», США).

Результаты и обсуждение

Для данной работы по агробактери-
альной трансформации амаранта преиму-
щественно были использованы эпикотиль-
ные экспланты из проростков A. cruentus, 
выращенных из стерильных семян. Выбор 
эпикотилей в качестве основных эксплан-
тов объясняется тем, что наши опыты по-
казали отсутствие регенерации побегов 
из гипокотильных сегментов и семядолей 
при использовании БАП и НУК (рис. 1а). 
На гипокотилях и семядольных эксплантах 
образовывался лишь каллус, но регенера-
ции побегов не происходило. Поэтому при 
дальнейшей агробактериальной трансфор-
мации использовались сегменты эпикотилей 
(70 эксплантов).

За время предварительного культиви-
рования эксплантов эпикотилей в течение 
6 дней на регенерационной среде с добавле-
нием БАП и НУК происходило увеличение 
размеров исходных эксплантов, видимо, бла-
годаря наличию в среде ответственных за 
нормализацию процессов роста регуляторов.

Эпикотильные экспланты подвергали 
агробактериальной трансформации, несущей 
генно-инженерную конструкцию 35S::ARL, 
предварительно поранив их иглой. Такой до-
полнительный этап работы был проведен 
для повышения частоты попадания бактерий 
в клетки амаранта. В ходе работы из эпико-
тильных эксплантов на селективной среде 
было получено 18 побегов (рис. 1б). Укоре-
нение полученных побегов производили так-
же на среде МС, содержащей 2 мкM ИУК. В 
ходе работы укоренились 14 побегов (рис. 1в). 
Далее все укоренившиеся побеги были ис-
пользованы для оптимизации методов ак-
климатизации растений к условиям почвы и 
открытого воздуха (рис. 1г). Из 14 укоренив-
шихся регенератов 11 удалось акклиматизи-
ровать к условиям почвы.

Трансгенность полученных в ходе рабо-
ты растений амаранта была определена ме-
тодом ПЦР-анализа на наличие маркерных 
и целевого генов (рис. 2). ПЦР-анализ пока-
зал, что нами были получены 3 потенциаль-
ных трансгенных растения вида A. cruentus, 
несущих генно-инженерную конструкцию 
35S::ARL. Методом ПЦР было показано на-
личие в этих 3 растениях как целевого гена 
ARL, так и генов HPT и GUS. Процент эффек-
тивности агробактериальной трансформации 
A. cruentus при использованном нами методе 
составил 4 %, то есть всего 4 % обработанных 
агробактериями эксплантов эпикотилей дали 
трансгенные растения. Использованная для 
данной работы по трансформации сегментов 
эпикотилей генно-инженерная конструкция 



– 185 –

Ragida M. Taipova, Khalit G. Musin… Agrobacterium-Mediated Transformation of Amaranthus cruentus L. Epicotils

содержит маркерный ген гигромицинфос-
фотрансферазы (HPT), продукт которого от-
ветственен за устойчивость растений к анти-
биотику гигромицину. Предполагалось, что 
трансгенными должны быть побеги, со-
хранившие жизнеспособность и укоренив-
шиеся на селективной среде с содержанием 
гигромицина, однако многие регенеранты 
оказались нетрансгенными. Возможно, для 
оптимизации селекции трансгенных побегов 
амаранта необходимо увеличение концентра-
ции селективного антибиотика гигромицина 
в среде МС, использованной после сокульти-
вирования эксплантов эпикотилей с агробак-
териями.

ПЦР-анализ на наличие гена rpoA 
A. tumefaciens показал его отсутствие во всех 
образцах ДНК анализируемых амарантов. 
Эти данные свидетельствуют об отсутствии 
агробактериальной контаминации в регене-
рантах амаранта, что в свою очередь дока-
зывает трансгенность трех полученных нами 
растений. У двух трансгенных растений уда-
лось получить семена, однако они оказались 
невсхожими. Мы полагаем, что невсхожесть 
семян связана не с генетической трансфор-

мацией, а с условиями выращивания ама-
ранта. В предыдущих работах с амарантом 
A. cruentus нам так же не удавалось получить 
всхожие семена этого растения при выращи-
вании в лабораторных условиях. Однако те 
же растения давали полноценные семена при 
выращивании на открытом грунте. Вероятнее 
всего это связано с недостатком интенсивно-
сти света, так как амарант относится к свето-
любивым растениям.

Ранее уже была показана эффективность 
использования эксплантов эпикотилей ама-
ранта Amaranthus tricolor при агробактери-
альной трансформации (Pal et al., 2013). При 
этом авторы использовали бинарный вектор, 
несущий ген неомицинфосфотрансферазы. 
Новизна нашей работы заключается в том, что 
мы впервые показали возможность агробак-
териальной трансформации вида A. cruentus, 
при этом впервые для амаранта был использо-
ван бинарный вектор, несущий ген гигроми-
цинфосфотрансферазы. Исходя из этих дан-
ных, можно предполагать, что использование 
сегментов эпикотилей при агробактериаль-
ной трансформации может оказаться эффек-
тивным для многих видов амаранта. При этом 

 

 
 

Рис. 2. Электрофореграмма результатов ПЦР-анализа A. cruentus на наличие гена 

гигромицинфосфотрансферазы (HPT). 1 – маркер молекулярного веса 1kb (Евроген, 

Россия), 2-12 – акклиматизированные растения амаранта. ПЦР-положительными оказались 

растения под номерами 2, 4 и 9 (дорожки 3, 5 и 10 соответственно). Размер ампликона – 

786 п.н. 

Fig. 2. Electrophoretogram of the results of A. cruentus PCR analysis for the presence of 

hygromycin phosphotransferase gene (HPT). 1 – 1kb DNA Ladder (Evrogen, Russia), 2-12 – 

acclimatized amaranth plants. PCR-positive plants are 2, 4 and 9 (tracks 3, 5 and 10, 

respectively). The size of the amplicon is 786 bp. 
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4 и 9 (дорожки 3, 5 и 10 соответственно). Размер ампликона – 786 п.н.

Fig. 2. Electrophoretogram of the results of A. cruentus PCR analysis for the presence of 
hygromycin phosphotransferase gene (HPT). 1 – 1kb DNA Ladder (Evrogen, Russia), 2-12 – acclimatized 
amaranth plants. PCR-positive plants are 2, 4 and 9 (tracks 3, 5 and 10, respectively). The size of the amplicon 
is 786 bp.
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могут быть использованы бинарные векторы 
с генами устойчивости как к канамицину, так 
и гигромицину.

Заключение

Нами впервые проведена агробактери-
альная трансформация амаранта A. cruentus 

и оптимизирован протокол создания транс-
генных растений этого вида амаранта с ис-
пользованием гигромицина в качестве се-
лективного агента. Наиболее оптимальным 
для агробактериальной трансформации 
A. cruentus является использование сегмен-
тов эпикотилей.
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Abstract. Bioassays based on aquatic plants are a convenient tool for studying the quality of bottom 
sediments. One of the stages in the development of a bioassay is the selection of optimal growth 
conditions for indicator plants in a model test system. Response of indicator physiological endpoints of 
Canadian waterweed (Elodea canadensis) to light flux density was investigated to determine optimal 
irradiance level in a “water – sediment” model system, proposed previously for contact bioassay of 
natural bulk bottom sediments. Based on the response of shoot and root growth (length and weight), 
and concentration and ratio of photosynthetic pigments (chl. a, chl. b, and carotenoids) of Elodea to 
the change of light flux density, no limitation or inhibition of growth and photosynthesis of Elodea 
was revealed at light flux density from 56 to 143 µmol quanta ∙ m-2 ∙ s-1. Hence, the level of irradiance 
within this range can be recommended for use in the experimental system proposed for bioassay of 
bulk bottom sediments using E. canadensis as an indicator.
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Влияние светового фактора на рост  
и содержание фотосинтетических пигментов  
элодеи канадской (Elodea canadensis)  
в модельной системе «вода-донные отложения» 

Ю.В. Александроваа, Т.А. Зотинаа,б, Н.А. Гаевскийб

аИнститут биофизики  
ФИЦ «Красноярский научный центр СО РАН» 

Российская Федерация, Красноярск 
бСибирский федеральный университет 

Российская Федерация, Красноярск 

Аннотация. Биотесты на основе водных растений являются удобным инструментом 
для изучения качества донных отложений. Один из этапов разработки биотеста – подбор 
оптимальных условий для роста индикаторных растений в модельной тест-системе. 
В настоящей работе оценивалось влияние уровня освещенности на индикаторные 
физиологические показатели водного растения элодеи канадской (Elodea canadensis) с целью 
подбора оптимального уровня освещенности в модельной системе «вода-донные отложения», 
предложенной ранее для контактного тестирования цельных донных отложений. Анализ 
реакции показателей роста побегов и корней элодеи (длины и веса), а также содержания и 
соотношения фотосинтетических пигментов (хл. а, хл. б, каротиноидов) на изменение уровня 
освещенности позволяет выделить диапазон светового потока от 56 до 143 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1, в 
котором не происходит светового лимитирования и ингибирования роста и фотосинтеза элодеи 
канадской. Следовательно, уровень освещенности из выделенного диапазона рекомендуется 
использовать в модельной системе, предложенной для биотестирования донных отложений с 
использованием элодеи канадской в качестве индикатора.

Ключевые слова: биотестирование, донные отложения, водное растение, длина побега, длина 
корня, фотосинтетические пигменты, световое насыщение.
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Введение

Элодея канадская (Elodea canadensis Mi-
chx.) – инвазивный вид, натурализовавшийся 
в пресных водоемах Евразии, в том числе в р. 
Енисей (Зотина, 2013; 2014). E. canadensis ши-
роко используется как индикатор техногенно-
го загрязнения природных водоемов (Samec-

ka-Cymerman, Kempers, 2003; Болсуновский 
и др., 2007; Krems et al., 2013; Muratova et al., 
2014; Medvеdeva et al., 2014), а также для целей 
биотестирования (Girling et al., 2000; Knauer et 
al., 2006; McGregor et al., 2008; Arts et al., 2008; 
Brain et al., 2012; Zotina et al., 2014; 2015; Koca 
et al., 2018). Ранее нами была предложена мо-



– 190 –

Yuliyana V. Aleksandrova, Tatiana A. Zotina… Effect of the Level of Irradiance on Growth and Content…

дельная система для контактного тестирова-
ния природных цельных донных отложений с 
использованием элодеи канадской в качестве 
индикаторного вида (Zotina et al., 2014; 2015). 
Индикаторные показатели элодеи канадской 
(длина побегов, длина корней, вес побегов, 
содержание хлорофилла) проявляют разную 
чувствительность к токсикантам и характе-
ризуются разной вариабельностью (Arts et al., 
2008; Brain et al., 2012; Zotina et al., 2015). Как 
фототрофный организм, элодея канадская 
чувствительна к качественным (спектраль-
ному составу) и количественным (уровню ос-
вещенности, фотопериоду) характеристикам 
света, что проявляется в изменении показате-
лей ее роста и фотосинтеза (Lichtenthaler et al., 
1981; Wolff, Senger, 1991; Madsen, Sand-Jensen, 
1994; Riis et al., 2012; Eller et al., 2015). Поэтому 
в данной работе исследовалась зависимость 
физиологических параметров элодеи канад-
ской (показателей роста побегов и корней, 
содержания фотосинтетических пигментов 
в побегах) от уровня освещенности с целью 
подбора оптимального светового режима для 
растения в модельной системе «вода-донные 
отложения», предложенной нами ранее для 
контактного биотестирования цельных дон-
ных отложений.

Материалы и методы

Побеги элодеи канадской отбирали в 
р. Енисей в сентябре со стороны левого берега, 
на 13,5 км выше речного вокзала г. Краснояр-
ска, одновременно была отобрана проба воды 
для химического анализа. Растения были 
привезены в лабораторию и акклиматизиро-
вались в емкости объемом 40 л, наполненной 
водопроводной водой комнатной температуры 
(22-23 ºС), при освещении люминесцентными 
лампами холодного белого спектра в течение 
16 часов в сутки при уровне поверхностной 
освещенности около 4 кЛк. Растения ежеднев-

но перемешивали, воду меняли по мере необ-
ходимости. Для эксперимента брали апикаль-
ные побеги длиной 4 см одинаковые по форме 
и размеру листьев, отросшие в лаборатории. 
Для первого эксперимента использовали рас-
тения после акклиматизации в течение 8 су-
ток, для второго – после 25 суток. Средний 
сухой вес побега элодеи в начале первого экс-
перимента составлял 0,021±0,003 г, в начале 
второго – 0,014±0,004 г. В качестве субстрата 
использовали искусственные донные отложе-
ния (ДО), приготовленные по протоколу Ор-
ганизации экономического сотрудничества и 
развития (OECD, Guidline 219), как описано 
нами ранее (Zotina et al., 2015). В стеклянные 
стаканы объемом 650 мл, диаметром 6,5 см 
помещали по 260 г сырых ДО, объем которых 
составлял около 150 мл, присыпали крупным 
песком. Поверх ДО наливали 450 мл водопро-
водной воды, отфильтрованной через мембра-
ны с диаметром пор 0,22 мкм (45 мм диам., 
GSWP, Millipore). Воду наливали по пластико-
вому шпателю, чтобы минимизировать взму-
чивание ДО. Через сутки в ДО высаживали 
побеги элодеи канадской по 7 штук на стакан, 
на равном расстоянии друг от друга по пери-
метру, с помощью стеклянной палочки. Дис-
тальную часть побегов помещали в субстрат 
на глубину около 1 см. Перед высадкой расте-
ний величина рН воды в стаканах составляла 
7,5. Стаканы с растениями освещали сверху 
люминесцентными лампами холодного бе-
лого спектра (FSLYZ18RRT8/765) в течение 
16 часов в сутки. Уровни освещенности на 
поверхности воды составляли 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 
и 10,2 кЛк, что соответствовало поверхност-
ной плотности потока квантов 7; 14; 28; 56; 84; 
112 и 143 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1. В первом оценоч-
ном эксперименте использовали более корот-
кий диапазон уровней освещенности: 14; 28; 
56 и 84 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1. Темновой контроль 
создавали, оборачивая стакан алюминиевой 
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фольгой со всех сторон. На каждый уровень 
освещенности приходился один стакан с рас-
тениями. Эксперимент проводили в термо-
статируемом помещении. Температура воды в 
стаканах составляла 21-22 °С. Ежедневно ста-
каны поворачивали вокруг своей оси на 90°, 
чтобы выровнять освещенность побегов, из-
меряли температуру и рН воды, потери воды 
за счет испарения компенсировали дистилли-
рованной водой (около 20 мл в сутки). Через 
10 суток после посадки растения вынимали из 
ДО, измеряли длину побегов, длину корней, 
взвешивали после высушивания в темноте 
при комнатной температуре. Содержание вла-
ги в биомассе побегов элодеи в начале экспе-
риментов составило 90,8±0,6 %. Для экстрак-
ции пигментов использовали по три побега 
на каждый уровень освещенности. Пигменты 
экстрагировали 96%-м этиловым спиртом из 
целых побегов, высушенных в темноте при 
комнатной температуре до постоянного веса и 
растертых в порошок в керамической ступке. 
Оптическую плотность в экстрактах измеря-
ли с помощью спектрофотометра (Specol 1300, 
Analytic Jena, Germany), концентрацию хлоро-
филлов a (хл. а) и б (хл. б) и суммы каротино-
идов (кар.) в экстракте рассчитывали согласно 
(Lichtenthaler, 1987; Lichtenthaler, Buschmann, 
2001). Содержание металлов в воде измеря-
ли с помощью ИСП-спектрометра (ICP-OES; 
iCAP 6300 Duospectrometer, Thermo Electron 
Manufacturing), как описано ранее (Zotina et 
al., 2015). Результаты измерений представле-
ны как арифметические средние величины со 
стандартным отклонением.

Относительную скорость роста (ОСР) 
элодеи рассчитывали по формуле:

ОСР (сут-1) = ln(X/X0)/t,

где X0 и Х – сухой вес побегов в начале и кон-
це эксперимента, t – длительность экспери-
мента в сутках.

Достоверность влияния светового фак-
тора оценивали с помощью однофакторно-
го анализа (ANOVA) с последующим LSD и 
HSD анализом на уровне значимости p<0,05 
в программе Statistica 8.0. Коэффициенты 
вариабельности (CV, %) индикаторных пара-
метров элодеи рассчитывали как отношение 
стандартного отклонения среднего к средней 
величине параметра и выражали в %.

Результаты и обсуждение

Фильтрованная водопроводная вода, ис-
пользованная в экспериментах, может быть 
классифицирована как умеренно жесткая, 
63,5 ppm (Ca, 20,3±0,3 мг/л; Mg, 3,1±0,1 мг/л, 
n=3). В воде зарегистрированы незначитель-
ные количества потенциально токсичных ме-
таллов и биогенных элементов (мг/л, n=3): Cu – 
0,03±0,01; Zn – 0,054±0,029; Pb – 0,001±0,000; 
P – 0,007±0,001; N (NH4) – 0,11±0,01, не превы-
шающие ПДК для питьевой воды. Содержа-
ние катионов жесткости в воде р. Енисей в ме-
сте отбора элодеи для эксперимента (18,2 мг/л 
Ca и 2,8 мг/л Mg) было аналогичным их со-
держанию в водопроводной воде.

За время эксперимента в темновом кон-
троле листья на дистальной части побегов 
утратили пигменты, но побеги удлинились 
в среднем в 1,3 раза; на свету побеги удли-
нились в 1,7-2,4 раза по сравнению с их на-
чальной длиной (рис. 1а). На большинстве 
побегов выросли боковые ответвления, 
вклад которых в суммарную длину побегов 
составлял до 28 % в первом эксперименте 
и 11-24 % – во втором. В темновом контро-
ле корни на побегах элодеи не появились. 
Число и длина корней на побеге увеличива-
лись при возрастании уровня освещенности 
до 14 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 (рис. 1б). При мини-
мальной освещенности (7 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1) 
в среднем выросло по 0,7 корня на побег, 
при более высокой – 1,2-1,8 корня на побег. 
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Рис. 1. Показатели роста и фотосинтетической активности E. canadensis в эксперименте в зависимости 
от плотности потока квантов света (среднее±SD): а – длина побега, см; б – суммарная длина корней на 
побеге, см; в – отношение длины корня к длине побега; г – сухой вес побега, г; д – относительная скорость 
роста биомассы побега, 1/сут; е – содержание фотосинтетических пигментов в сухой биомассе побега, 
мг/г; ж – отношение содержания суммы хл. а и хл. б к содержанию каротиноидов в сухой биомассе 
побега; з – средняя величина рН на 3-10 сутки эксперимента. Цифрами 1 и 2 обозначены эксперименты, 
проведенные с разницей в 2,5 недели. На каждом уровне освещенности использовалось по семь побегов 
элодеи, для анализа пигментов использовалось по три побега

Fig. 1. The growth and photosynthetic activity endpoints of E. canadensis in the experiment, depending on the 
density of the flux of light quanta (mean±SD): a – shoot length, cm; б – total length of roots on the shoot, cm; в – 
the ratio of root length to shoot length; г – dry shoot weight, g; д – relative growth rate of shoot biomass, 1/day; 
е – the content of photosynthetic pigments in the dry shoot biomass, mg/g; ж – the ratio of the content of the sum 
of chl. a and chl. b to the content of carotenoids in the dry shoot biomass; з – the average pH at 3-10 days of the 
experiment. Numbers 1 and 2 indicate experiments conducted with an interval of 2.5 weeks. At each irradiation 
level, seven shoots of Elodea were used; for analysis of pigments, three shoots were used
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Суммарная длина корней превышала длину 
побегов на 29-131 % (рис. 1в). Прирост био-
массы побегов за время эксперимента соста-
вил 36-117 % (рис. 1г). Относительная ско-
рость роста (ОСР) биомассы побегов вышла 
на насыщение при плотности потока кван-
тов света 28 и 56 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 в первом 
и втором экспериментах, соответственно 
(рис. 1д). Более высокая ОСР биомассы по-
бегов (до 0,077±0,022 сут-1) зарегистриро-
вана во втором эксперименте. Повышенное 
содержание фотосинтетических пигментов 
(хлорофиллов и каротиноидов) было заре-
гистрировано при плотности потока кван-
тов 7-28 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1, по сравнению с 
содержанием пигментов при более высоких 
уровнях освещенности (рис. 1е). Отношение 
содержания суммы хлорофиллов к содер-
жанию каротиноидов было также выше при 
более низкой освещенности (рис. 1ж). Вели-
чина рН воды достигла стационарного рав-
новесного значения на вторые-третьи сутки 
эксперимента при всех уровнях освещенно-
сти, что позволило нам усреднить величины 
рН в период с третьих по восьмые сутки. По-
лученная таким образом равновесная вели-
чина рН, которую можно рассматривать как 
косвенный показатель интенсивности фото-
синтеза элодеи, вышла на насыщение при 
плотности потока квантов света в диапазоне 
28-56 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 (рис. 1з).

Относительная скорость роста биомас-
сы побегов элодеи достигла светового насы-
щения при интенсивности светового потока 
между 28 и 56 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 (рис. 1д), что 
соответствует данным, полученным в ра-
боте (Madsen, Sand-Jensen, 1994). В этом же 
диапазоне освещенности наблюдался выход 
на насыщение уровня рН (рис. 1з). Содержа-
ние фотосинтетических пигментов в побегах 
элодеи статистически значимо (p<0,05) воз-
растало с увеличением светового потока и 

достигло максимума при 14 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1. 
При дальнейшем повышении уровня ос-
вещенности содержание пигментов сни-
зилось и вышло на стационарный уро-
вень при освещенности 56 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 
(рис. 1е). Также в диапазоне освещенности 
7-28 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 наблюдалось статисти-
чески значимое (p<0,05) увеличение длины 
побегов элодеи (рис. 1а). Увеличение длины 
побегов и содержания фотосинтетических 
пигментов при относительно низких осве-
щенностях (7, 14 и 28 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1) в на-
ших экспериментах мы можем объяснить 
недостатком световой энергии, принимая во 
внимание снижение вышеуказанных пара-
метров при более высоких уровнях освещен-
ности (56 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 и более) (рис. 1а,е). 
Таким образом, уровень освещенности около 
60 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1 можно считать близким к 
оптимуму для элодеи канадской, и запасен-
ной при этом энергии достаточно для нор-
мального роста и развития растения. Наше 
предположение согласуется с данными, опу-
бликованными в работе (Lichtenthaler et al., 
1981), где показано, что при достаточном 
уровне освещенности содержание хлоро-
филлов и отношение содержания хлорофил-
лов к содержанию каротиноидов в листьях 
растений снижаются.

При биотестировании донных отложе-
ний вес побегов считается основным индика-
тором роста погруженных макрофитов, в том 
числе в силу наименьшей вариабельности 
этого показателя по сравнению с другими по-
казателями их роста (Knauer et al., 2006; Feiler 
et al., 2013). Из числа исследованных нами 
физиологических индикаторов элодеи канад-
ской длина побега, вес побега и содержание 
хл. а имели близкую по величине вариабель-
ность (табл.), приемлемую для индикаторных 
параметров при биотестировании (Knauer et 
al., 2006; Feiler et al., 2013). Вариабельность 
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длины корней была в три раза больше, чем 
вариабельность других физиологических по-
казателей элодеи канадской. Другие авторы 
также отмечают большую чувствительность 
длины корней к качеству окружающей среды 
(Arts et al., 2008; Zotina et al., 2015), по срав-
нению с показателями роста побегов, а также 
большую вариабельность показателей роста 
корней.

Заключение

Анализ реакции показателей роста по-
бегов и корней элодеи канадской, а также 

содержания и соотношения фотосинтетиче-
ских пигментов в биомассе побегов растения 
на изменение уровня освещенности позволя-
ет выделить диапазон светового потока от 
56 до 143 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1, в котором не про-
исходит лимитирования и ингибирования 
роста и фотосинтеза элодеи канадской. Сле-
довательно, уровень освещенности из выде-
ленного диапазона рекомендуется исполь-
зовать в модельной системе, предложенной 
для биотестирования донных отложений с 
использованием элодеи канадской в качестве 
индикатора.

Таблица. Вариабельность (СV, %) индикаторных показателей роста и фотосинтеза E. canadensis в 
эксперименте с восемью уровнями освещенности в диапазоне 0-143 мкмоль ∙ м-2 ∙ с-1

Table. Variability (CV, %) of indicator endpoints of growth and photosynthesis of E. canadensis in an experiment 
with eight levels of irradiance in the range of 0-143 μmol ∙ m-2 ∙ s-1

Индикатор Коэффициент вариабельности, СV, %
Диапазон величин Среднее±SD (n=8)

Длина побега 11,1-25,4 16,7±5,1
Длина корня 36,9-97,5 59,5±19,1
Вес побега 4,7-27,7 17,4±6,9

Содержание хл. а 7,3-41,3 18,0±12,2
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Abstract. Tree-ring formation studies are important for assessing the impact of environmental factors 
on tree growth at intra-seasonal resolution. This information is necessary for understanding plant 
acclimatization to current and expected climate changes. Little is still known about how tree age may 
affect the duration and rate of annual ring formation. In this study, we investigated tree-ring formation 
in Scots pine (Pinus sylvestris L.) trees of different ages (30- and 95-year-old trees) from the forest-
steppe zone in Southern Siberia. The main objectives were 1) to estimate the timing of cambial activity 
by distinguishing the phases of division, enlargement, wall thickening, and maturation of tracheids 
and 2) to compare the anatomical structure of the tracheids forming the annual rings of the differently 
aged trees. Stem tissue was sampled weekly from April to September 2014. The results showed a 1-2 
week difference in duration of the phases of xylem formation between the groups; in addition, the ring 
width of the young trees was slightly narrower. The size of the tracheids of the entirely formed ring 
(i.e. the results of the enlargement phase) did not differ between the groups whereas the dynamics 
of the cell-wall thickness showed significant differences. The data obtained in the present study can 
provide references to calibrate process-based models linking environment to wood formation. These 
data can be used to benchmark time-explicit simulated measurements of annual ring increment and 
cell anatomical structure against the corresponding parameters of mature trees growing under natural 
conditions.
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Особенности ксилогенеза сосны обыкновенной  
в разновозрастном древостое  
Минусинской котловины (Южная Сибирь) 

М.В. Фонтиа, Е.А. Бабушкинаб,  
Д.Ф. Жирноваб, Е.А. Ваганова,в

аСибирский федеральный университет 
Российская Федерация, Красноярск 

бХакасский технический институт, филиал  
Сибирского федерального университета 

Российская Федерация, Абакан 
вИнститут леса им. В.Н. Сукачева СО РАН 

ФИЦ «Красноярский научный центр СО РАН»  
Российская Федерация, Красноярск 

Аннотация. Исследования сезонного формирования ксилемы годичных колец деревьев 
позволяют оценивать влияние факторов среды на рост древесных растений с высоким временным 
разрешением и скорость их адаптации к текущим и ожидаемым изменениям климата. Все еще 
недостаточно изученным является вопрос, как возраст деревьев может влиять на скорость их 
роста и продолжительность ксилогенеза. В связи с этим целью нашего исследования было 
установить особенности сезонного формирования годичных колец сосны обыкновенной (Pinus 
sylvestris L.), произрастающей в зоне лесостепи Южной Сибири, для деревьев двух возрастных 
групп (30 и 95 лет) и получить данные о продолжительности камбиальной активности, 
растяжении трахеид, утолщении их клеточной стенки и появлении зрелых трахеид в кольце, а 
также сопоставить анатомическую структуру образованных годичных колец у деревьев разного 
возраста. Отбор сезонных образцов проводили еженедельно в течение 2014 г. с апреля по 
сентябрь. Результаты исследования показали, что длительность различных фаз формирования 
ксилемы у этих групп отличалась на 1-2 недели, при этом в течение сезона роста у молодых 
деревьев сформировалось более узкое кольцо с меньшим числом клеток по сравнению со старыми 
деревьями. Радиальные размеры трахеид полностью сформированного кольца у двух групп 
деревьев оставались практически одинаковыми, тогда как динамика толщины клеточной стенки 
показала значимые различия. Полученные данные могут быть использованы в дальнейшем как 
входящие параметры имитационных моделей роста древесных растений и позволят получить 
биологически обусловленную согласованность между измеренной и имитационной величинами 
годичного прироста и анатомической структуры ксилемы.
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Introduction

The effect of short-term climatic fluctuations 
(including weather anomalies) on the tree-ring 
growth and productivity of tree species can 
be assessed using xylogenesis observations 
performed at a weekly resolution over the 
growing season (Lobzhanidze, 1961; Vaganov, 
Shashkin, 2000; Antonova, Stasova, 1997; Vieira 
et al., 2009; Cuny et al., 2015; Rathgeber et al., 
2011). Such observations provide time-explicit 
ecophysiological information on the process 
of growth, linking physiological processes 
(photosynthesis, transpiration, accumulation and 
redistribution of carbohydrates, etc.) to structural 
and functional changes in xylem and enabling 
analysis of a wide range of factors influencing 
plant growth with high temporal resolution 
(Rinne et al., 2015; Steppe et al., 2015; Churakova 
et al., 2016; Fonti et al., 2018). These data are 
needed to understand current and to predict 
expected multi-parameter tree-growth responses 
to climate change.

To correctly interpret the environmental 
variability of growth responses to environmental 
changes, it is also important to investigate the 
effects of ontogenetic processes on tree-ring 
formation dynamics. For example, little is still 
known about the effect of age on the rate and 
duration of tree growth (different phases of 
xylem formation). The few previous studies 
reported that under equal environmental 
conditions, young trees have an earlier onset and 
a longer duration of each phase of xylogenesis 
compared to the old trees (Rossi et al., 2008). 
Therefore, young trees usually form a greater 

number of cells during the growing period, are 
more sensitive to drought, and more easily form 
intra-annual density fluctuations (Rossi et al., 
2008; Kishchenko, 2014; Campelo et al., 2015; 
Vieira et al., 2018; Popkova et al., 2018). The 
discrepancy in the timing of the different phases 
of xylem formation might cause variations in the 
climate signal recorded by different parameters 
of the tree ring such as the ring width, the cell 
anatomical structure, and the intra-annual 
wood density (Connor, Lanner, 1990; Vaganov, 
Shashkin, 2000).

The aim of this study was to estimate the 
differences in the timing and rate of intra-annual 
xylem formation in young (30 year-old) and old 
(95 year-old) Scots pine trees growing in the 
forest-steppe zone of Southern Siberia (Russia). 
By quantifying the timing of cambial activity, 
we also determined the onset and cessation 
of different phases of tracheid formation such 
as the division, enlargement, wall thickening, 
and maturation and estimated impact of these 
processes on the anatomical parameters of 
tracheids forming the tree rings. Two groups of 
trees of different ages were compared.

Materials and Methods

The study area is located in the forest-steppe 
zone of Southern Siberia, close to the city of 
Minusinsk (53°39ʹ N, 91°35ʹ E, 319 m a.s.l.). The 
uneven-aged Pinus sylvestris L. stand is part of 
the pine forest band of the Minusinsk Depression 
(Fig. 1). The stand understory is composed of 
shrubs (Caragana arborescens Lam., Cotoneaster 
melanocarpus Fisch. ex Blytt., Rosa acicularis 
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Lindl.) – 30%, and grasses (Iris ruthenica Ker.-
Gawl., Phleum phleoides (L.) H. Karst., Poa 
pratensis L., Pulsatilla flavescens (Zucc.) Juz., 
Thalictrum minus L.) – 40-50%. The climate 
is continental with an annual air temperature 
of 1.2 °C and the total annual precipitation of 
343 mm (data are retrieved from the Minusinsk 
Meteorological Station of the Russian Research 
Institute of Hydrometeorological Information for 
the period of 1936-2015 (https://meteo.ru)).

To monitor tree stem radial growth, 
wood cores 5-mm in diameter were collected 
perpendicular to the stem axis at breast height 
from 20 dominant and co-dominant pine trees 
with regular growth and equally distributed 
between two age groups. Annual tree-ring 
width (TRW) was measured on each core using 
a LINTAB measuring table combined with the 
TSAP program (Rinntech, Heidelberg, Germany) 
with 0.01 mm precision (Rinn, 1996). The time-
series obtained were visually cross-dated, and 
dating quality was verified using the COFECHA 
program (Holmes, 2001). Five trees per age group 

(30 and 95 year-old ones) were chosen for further 
xylogenesis observations.

Stem wood samples about 1 cm long 
(including two–three annual rings of the preceding 
growth years) were taken from the five young 
and five old trees weekly from the beginning of 
April to mid-September in 2014 using a Hagloff 
increment borer (Sweden). Samples were taken 
following a spiral pattern around the trunk at 5 cm 
apart starting at breast height. After collection, 
samples were immediately placed into cylindrical 
containers with a glycerin-alcohol-water fixing 
fluid (1:1:1). In total, seasonal wood samples were 
collected 20 times over the growing period.

From each sample, a 15 μm-thin 
microsection was cut with a Thermo Scientific 
Microm HM 450 sledge microtome. Sections 
were stained with 2% astra-blue and 1% safranin 
solution to enhance contrast between lignified 
and unlignified tissues. The sizes of different 
zones of rings and the number and size of cells 
were measured using an image analysis system 
(Carl Zeiss, Jena, Germany) and AxioVision 

Fig. 1. A photograph of the study stand
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SE64 Rel. 4.9.1 software package, which made 
it possible to determine the parameters of cell 
structure in different parts of an annual ring in a 
semiautomatic mode. Three tracheid radial rows 
(from the internal towards the external tree-ring 
boundary) were measured for each annual ring 
and the values were then averaged.

The cells were assigned to the following 
developmental zones: (1) cambial zone; (2) cell 
extension zone; (3) zone of primary cell wall 
lignification; and (4) mature tracheid zone. The 
polarization filter was used to discriminate 
between the cell extension zone and the zone of 
primary cell wall lignification.

Tracheid anatomical parameters were 
measured in the last collected sample, which 
included all mature tracheids formed during the 
2014 growing season. Five radial rows of cells 
with the largest cross-sectional area were selected. 
The radial lumen diameter (LD) and double cell-
wall thickness (2CWT) were measured and then 
used to calculate the radial size of tracheids 
(D = LD + 2CWT). According to Mork’s index 
(Denne, 1989), the ratio between the width of the 
double cell wall and lumen diameter was used to 
assign the tracheids to early (EW, 2CWT < LD) 
and late wood (LW, 2CWT > LD) of each ring. 
Because of the different numbers of cells within 
the annual rings of the young and the old trees, 
cell number (cell-wall thickness and cell radial 
diameter) was standardized to a common number 
(15) to compare the same ring sectors between 
two groups (Vaganov, 1990; Babushkina et 
al., 2019). The significance of differences of 
anatomical parameters between the two groups 
was estimated using Student’s t-test.

Results

The cambial zone of the trees included five to 
seven cells during their dormant period (in spring 
and autumn) (Fig. 2A). The beginning of the 
cambial activity, as observed on the xylem side, 

occurred simultaneously in both groups on April 
11 (Day 101 of the year (DOY)). The duration of 
the cambial activity was 110 days, and there were 
10 dividing cells within the zone, on average. 
The maximum activity was observed two weeks 
earlier for younger trees than for older trees (May 
18 and June 2, respectively); the first cells were 
detected in the enlargement zone at the same time 
(Fig. 2B). At the end of July, the cambial activity 
stopped. Cell enlargement in younger trees ended 
two weeks earlier than in the older ones.

The emergence of cells in the cell-wall 
thickening and the primary lignification zones 
was observed on May 8 (DOY 128) for young trees 
and on May 16 (DOY 136) for old trees, reaching 
the maximum on August 7 and 28 for young and 
old trees, respectively. On the last sampling day 
(September 18), two young trees out of five did 
not finish cell-wall lignification, whereas all old 
trees had already completed xylem formation.

Mature tracheids with the fully formed 
secondary cell wall were observed in pine 
earlywood of both age groups simultaneously, at 
the beginning of June. The maximum number of 
cells (up to 60) was counted for trees of the old 
group. However, the percentage of the mature 
tracheids relative to the total cell number within 
the tree ring was higher for the young trees, 
reaching 80% as early as the beginning of August 
(Fig. 3).

The mean tree-ring width in the young and 
old trees for the period from 1985 to 2014 was 
2.34 and 1.41 mm, respectively. Ring width 
dynamics in the young trees was similar to the 
ring width dynamics in the old trees when they 
were of the same age (Fig. 4A). The range of ring 
widths was also comparable between the groups 
at similar ages (Fig. 4B). Periods of 1962-1965 and 
1975-1977 were characterized by dry conditions 
(Kostyakova et al., 2018), which significantly 
affected the old trees (Fig. 4A). The absence of 
fire scars suggests that the selected trees were not 
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Fig. 2. Mean cell number (± standard error) of the different zones of the developing tree ring: А – cambial zone; 
B – zone of enlarging cells; C – cell-wall thickening zone; D – zone of the mature cells. Blue is young trees, red 
is old trees

Fig. 3. Cell number dynamics (± standard error) within tree rings of 2014: 1 – young trees; 2 – old trees. Gray area 
shows statistically significant differences (p < 0.05) between the trees of two age classes
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affected by forest fires, although fires often occur 
in the pine forests of the Minusinsk Depression 
in years with low amounts of precipitation in the 
spring following a low-snow winter.

In 2014, the tree-ring width in young and old 
trees was 1.52 and 1.76 mm (p = 0.399), with the 
average cell number of 46 and 52, respectively. 
The intra-annual variability of the cell radial 
diameter in young and old trees showed similar 
patterns, with 45 μm sized tracheids in the first 
part of the ring and a uniform decrease towards the 
ring boundary (Fig. 5A). The cell-wall thickness 
showed statistically significant differences 
between the groups, which are more clearly seen 
in the standardized tracheidograms (Fig 5B, C). 
Cell-wall thickness was higher in the young trees 
in the second part of earlywood and transition 
zones (positions 8-12 of the tracheidogram, 

p < 0.10), with the maximum CWT reaching 
6.2 μm in the young trees compared with 5.5 μm 
in the old trees. In addition, cell-wall thickening 
occurred when the difference between the 
integrated growth rates in the two age groups was 
the greatest (Fig. 3).

Discussion

Based on the climate data, 2014 was one of 
the most favorable years in the last few decades 
for the study area (Tychkov et al., 2019). The 
Scots pine xylogenesis dynamics was consistent 
with the data previously reported for other 
conifer species in the boreal zone (Rossi et al., 
2008; Bryukhanova et al., 2013). The maximum 
cell number in the enlargement zone matched 
the highest level of the cambial activity and 
corresponded to the longest sunshine duration 

Fig. 4. А – individual tree-ring width chronologies of trees, B – tree radial growth relative to the cambial age. 1, 
3 – young trees, 2, 4 – old trees



– 204 –

Marina V. Fonti, Elena A. Babushkina… Xylogenesis of Scots Pine in an Uneven-Aged Stand of the Minusinsk Depression…

and highest rate of photosynthesis and production 
of assimilates (Vaganov et al., 2006). The non-
significant differences in the number of cells in 
the cambial zone between the young and the old 
trees resulted in the similar tree ring widths and 
numbers of tracheids produced. The delay of the 
cell enlargement and cell-wall thickening noted 
in the old trees was reflected in differences in 
the cell-wall thickness but not in the cell radial 
diameter. Based on the results obtained in this 

study, the maximal cell number in the zones of 
wall thickening and mature cells was observed in 
August for the young trees and in September for 
the old trees. As it has been reported that cell-wall 
thickening can take place for up to 45-50 days in 
the old pine trees (Vaganov, Shashkin, 2000), the 
kinetics of cell-wall thickening could be assumed 
not only to start later, but also to have a lower rate. 
Detailed measurements and special experiments 
are needed to see whether this difference results 

Fig. 5. Cell radial diameter (А) and cell-wall thickness (B) within pine tree rings formed in 2014 and (C) 
standardized tracheidogram of both anatomical parameters: 1, 3 – young trees; 2, 4 – old trees. Thin vertical lines 
indicate the standard error
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from a lack of assimilates for biosynthesis of the 
cell wall or from the competition for assimilates 
between tracheid differentiation processes 
(Carteni et al., 2018). However, the differences 
in the physiological processes (photosynthesis, 
transpiration, discrimination of carbon isotopes) 
and in the accumulation and redistribution of 
assimilates during the growing season, which 
affect the stem growth rate and productivity of 
both groups, may also be associated with their 
age (Meinzer et al., 2011). Indeed, as noted 
above, young trees grow at a fast rate, whereas 
mature and old trees may have more conservative 
growth strategy (Vieira et al., 2009). In addition, 
the direct influence of exogenous factors, such 
as solar radiation, on the growth of Scots pine 
and the anatomical structure of its annual rings 
can be modified by the canopy position of the 
tree (Kishchenko, 2015). As under natural (non-
experimental) conditions, it is rather difficult to 
separate the influence of the tree size from the 
effect of its age on stem growth, this might be the 
next step of a complex xylogenesis study in even- 
and uneven-aged forests.

In addition, a thinner cell wall means less 
carbon accumulation in the stem of a woody 
plant. Consequently, faster seasonal growth of 
the young trees in the study area also implies 
accumulation of greater carbon mass per unit of 
wood volume. This may be another argument in 
favor of formation of young stands as potential 

sink for atmospheric carbon dioxide (Zhou et al., 
2015).

Conclusion 

The data obtained in this study could not 
confirm the definitive effect of tree age on the 
timing and duration of various phases of wood 
formation. Research addressing differences in 
the xylogenesis between the trees of different age 
groups should take into account the tree vigor and 
social status, the possible level of competition, and 
other factors that might limit tree growth. Long-
term changes in annual radial growth of the trees 
of this species and the duration of the juvenile 
period also play an important role. Despite the 
similar duration of the growing season (160 days) 
of both young and old trees, the delay in some 
developmental phases of older trees compared to 
the younger ones suggests potential time shift in 
recording of the climatic signal by the numerous 
tree-ring parameters. This assumption may be 
confirmed in the future by the dendroclimatic 
analysis. The data on the onset and duration of 
the cambial activity, the dynamics of seasonal 
cell production, cell extension, and cell-wall 
thickening in young and old pine trees can be used 
in the future as input parameters for the VS-model 
(Vaganov, Shashkin, 2000). This will provide 
biologically supported values as benchmarks for 
simulated values of both the annual growth and 
xylem anatomical structure (tracheidogram).
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Abstract. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymers of hydroxy derived fatty acids 
synthesized by various organisms. These polymers can be effectively used as a biocompatible 
and biodegradable alternative to the chemically synthesized plastic. PHA cost, however, still 
limits the increase in PHA production. One of the ways to reduce PHA cost is to use inexpensive 
carbon sources such as fatty acids. The aim of this work was to study the effect of various 
concentrations of oleic acid (5-50 g/L) on the growth of the Cupriavidus necator B-10646 
bacterium, polymer synthesis and properties. Cells were grown for 48 h in Schlegel mineral 
medium at 30°C and 200 rpm on an incubator shaker. The content and the composition of the 
polymer were determined by chromatography of fatty acid methyl esters using a chromatography-
mass spectrometer. The molecular weight distribution of the polymer was determined using gel 
permeation chromatography. Thermal analysis was performed using a differential scanning 
calorimeter. The maximum yield of biomass (6.4-6.7 g/L) and the highest polymer content (64-
71% of the weight of dry biomass) were obtained from 10-20 g/L of oleic acid after 48 hours 
of cultivation. In addition to 3-hydroxybutyrate, which is the dominant monomer (more than 
98 mol.%), 3-hydroxyvalerate (0.7-1.7 mol.%) and 3-hydroxyhexanoate (0.1-0.4 mol.%) were 
identified in the polymer synthesized by the bacterium. As the concentration of oleic acid was 
increased, both the weight average and the number average molecular weights decreased (from 
803 to 381 kDa and from 292 to 94 kDa, respectively) but polydispersity of the polymers increased 
(from 2.8 to 4.1). The results obtained in the present study provide the basis for the next stage of 
scaling up the process of PHA synthesis from oleic acid.
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Синтез полигидроксиалканоатов бактериями  
Cupriavidus necator B-10646 при росте  
на олеиновой кислоте 
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Аннотация. Полигидроксиалканоаты – полимеры гидроксипроизводных жирных кислот, 
синтезируемые различными микроорганизмами, могут эффективно использоваться в 
качестве биоразрушаемой и биосовместимой альтернативы пластику, полученному путем 
химического синтеза. Однако стоимость ПГА по-прежнему ограничивает их производство. 
Одним из подходов снижения стоимости ПГА является использование недорогих углеродных 
источников, например таких, как жирные кислоты. Целью данной работы было исследование 
влияния различных концентраций олеиновой кислоты (5-50 г/л) на рост бактерий 
Cupriavidus necator B-10646, синтез полимера и его характеристики. Бактерии выращивали 
в течение 48 ч в минеральной среде Шлегеля в термостатируемом шейкере-инкубаторе 
при 30 °C и 200 об/мин. Содержание и состав полимера определяли хроматографией 
метиловых эфиров жирных кислот на газовом хромато-масс-спектрометре, молекулярно-
массовое распределение полимера – с использованием гельпроникающей хроматографии. 
Термический анализ проводили с помощью дифференциально-сканирующего калориметра. 
Максимальная концентрация биомассы (6,4-6,7 г/л) и содержание полимера (64-71 % от 
веса сухой биомассы) получены при концентрациях олеиновой кислоты в среде 10-20 г/л 
за 48 ч культивирования. В составе полимера, синтезируемого бактериями, помимо 
3-гидроксибутирата, являющегося доминирующим мономером (более 98 мол. %), 
идентифицированы включения 3-гидроксивалерата (0,7-1,7 мол. %) и 3-гидроксигексаноата 
(0,1-0,4 мол. %). Показано, что с увеличением концентрации олеиновой кислоты происходило 
снижение как средневесовой (с 803 до 381 кДа), так и среднечисловой (с 292 до 94 кДа) 
молекулярной массы на фоне увеличения полидисперсности (с 2,8 до 4,1). Полученные 
результаты служат основой для последующего этапа масштабирования технологии синтеза 
ПГА из олеиновой кислоты.
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Введение

Полигидроксиалканоаты (ПГА) считают 
хорошей заменой обычным пластикам. ПГА 
синтезируются микроорганизмами и могут 
разрушаться в аэробных условиях до воды и 
углекислого газа, до метана – в анаэробных 
условиях. Механические, химические и тер-
мические свойства ПГА могут регулировать-
ся модифицированием состава и содержания 
мономеров. Однако широкому использова-
нию ПГА препятствует их высокая цена по 
сравнению с химически синтезированными 
полимерами (Lee, Choi, 1998). С экономиче-
ской точки зрения для коммерциализации 
продукции ПГА очень важно разработать 
новый процесс с низкой стоимостью и сла-
бым загрязнением при выделении полимера 
из бактериальных клеток (Chen et al., 2001). 
Показано, что около 40 % от цены поли(3-
гидроксибутирата) (П(3ГБ)) приходится на 
используемый субстрат. Следовательно, для 
снижения высокой продукционной стоимо-
сти П(3ГБ) необходимо применение более 
дешевых углеродных субстратов (Kim, 2000). 
В этой связи растительные масла (пальмовое, 
соевое, подсолнечное и др.), а также жирные 
кислоты (олеиновая, пальмитиновая, стеари-
новая и др.) могут быть использованы как для 
повышения продуктивности и урожая поли-
мера, так и в качестве дешевых источников 
углерода (Fukui, Doi, 1998; Kahar et al., 2004). 
β-окисление жирных кислот приводит к уве-
личению концентрации ацетил-СоА, который 
является основным метаболитом в клетке и 
для построения органических молекул (вклю-

чая ПГА), и для энергетических нужд синтеза 
через цикл трикарбоновых кислот. В настоя-
щее время применение жирных кислот и ли-
пидов для микробного производства ценных 
продуктов набирает популярность, так как 
синтез веществ, подобных ПГА, более эффек-
тивен при использовании микроорганизмами 
таких субстратов из-за более высокого удель-
ного молярного содержания в них углерода 
(Kahar et al., 2004; Riedel et al., 2012; Tsuge et 
al., 2013). Показано, что экономический ко-
эффициент по ПГА при росте на глюкозе со-
ставлял всего лишь 0,32-0,48 г ПГА/г исполь-
зуемой глюкозы (Yamane, 1992), тогда как на 
соевом масле – от 0,72 до 0,76 г ПГА/г масла 
(Fukui, Doi, 1998; Kahar et al., 2004). Использо-
вание в качестве источника углерода для про-
дукции ПГА олеиновой кислоты как одной из 
широко распространенных ЖК и частого ком-
понента триацилглицеринов природных ма-
сел показано для Aeromonas hydrophila (Chen 
et al., 2001), Ralstonia eutropha (Marangoni et 
al., 2000; Grigull et al., 2008), Bacillus cereus 
(Masood et al., 2017).

Целью данной работы было исследова-
ние влияния различных концентраций олеи-
новой кислоты на рост бактерий Cupriavidus 
necator B-10646, синтез полимера и его харак-
теристики.

Материалы и методы

В работе использовали штамм водоро-
докисляющих бактерий C. necator В-10646, 
депонированный во Всероссийской коллек-
ции промышленных микроорганизмов. Бак-
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терии выращивали в течение 48 ч в жидкой 
солевой среде в стеклянных колбах объемом 
1 л при коэффициенте заполнения 0,5 с ис-
пользованием термостатируемого шейкера-
инкубатора Innova® серии 44 (New Brunswick 
Scientific, США) при 30 °C и 200 об/мин. Для 
выращивания бактерий использовали среду 
Шлегеля (Schlegel et al., 1961): Na2HPO4×H2O – 
9,1; KH2PO4 – 1,5; MgSO4×H2O – 0,2; 
Fe3C6H5O7×7H2O – 0,025; NH4Cl – 1 (г/л). 
Микроэлементы вводили по прописи Хоа-
гланда из расчета 3 мл стандартного раство-
ра на 1 л среды. Стандартный раствор со-
держит: H3BO3 – 0,288; CoCl2×6H2O – 0,030; 
CuSO4×5H2O – 0,08; MnCl2×4H2O – 0,008; 
ZnSO4×7H2O – 0,176; NaMoO4×2H2O – 0,050; 
NiCl2 – 0,008 (г/л). В качестве углеродно-
го субстрата взята олеиновая кислота (АО 
«ЭКОС-1», Россия; степень чистоты 98-99 %) 
в концентрациях 5-50 г/л.

Расчет экономического коэффициента по 
биомассе проводили по формуле

Y= (X-X0)/(S0-S),

где X и X0 – концентрация биомассы в конце 
и в начале эксперимента соответственно; S и 
S0 – концентрация субстрата в культуре в кон-
це и в начале эксперимента соответственно.

Расчет экономического коэффициента по 
полимеру проводили по формуле:

Y= (P-P0)/(S0-S),

где P и P0 – концентрация полимера в конце 
и в начале эксперимента соответственно, S и 
S0 – концентрация субстрата в культуре в кон-
це и в начале эксперимента соответственно.

Концентрацию биомассы бактерий 
регистрировали по весу сухого вещества 
и оптической плотности культуры на ко-
лориметре КФК-2МП (Россия) при длине 

λ=440 нм. Содержание олеиновой кислоты 
в среде определяли после экстракции ее гек-
саном на хромато-масс-спектрометре Agilent 
Technologies 7890A (США). Содержание и 
состав полимера определяли хроматогра-
фией метиловых эфиров жирных кислот с 
применением хромато-масс-спектрометра 
Agilent Technologies 7890A (США) (Volova 
et al., 2002). Условия хроматографии: газ-
носитель – гелий, скорость 1,2 мл/мин; ко-
лонка капиллярная DB-35MS, длина 30 м, 
диаметр 0,25 мм; начальная температура 
55 °C, подъем температуры до 310 °C со ско-
ростью 10 °C/мин. Молекулярную массу и 
молекулярно-массовое распределение по-
лимера исследовали с использованием гель-
проникающей хроматографии (хроматограф 
Agilent Technologies 1260 Infinity (США)) 
относительно полистироловых стандартов 
(Fluka, Швейцария, Германия). Находили 
средневесовую (Mв) и среднечисловую (Mч) 
молекулярную массу, а также полидисперс-
ность (ПД = Mв/Mч). Подробное описание 
метода оценки молекулярно-массового рас-
пределения полимера приведено в работе 
(Volova et al., 2014). Термический анализ про-
водили с помощью дифференциально-скани-
рующего калориметра DSC-1 (Mettler Toledo, 
Швейцария). Полимер массой 4,0±0,2 мг 
помещали в алюминиевые тигли и нагрева-
ли со скоростью 5 °C в минуту. Температу-
ру плавления (Тпл) и термической деграда-
ции (Тдегр) определяли по экзотермическим 
пикам на термограммах c использованием 
программного обеспечения «StarE» (Mettler 
Toledo, Швейцария).

Эксперименты проведены в трех повтор-
ностях. Приведены среднеарифметические 
значения и их стандартные отклонения. Для 
оценки достоверности влияния различных 
концентраций олеиновой кислоты на концен-
трацию биомассы и содержание полимера 
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выполнен однофакторный дисперсионный 
анализ при уровне значимости α=0,05.

Результаты и обсуждение

Исследовано влияние различных 
концентраций олеиновой кислоты (5-50 г/л) 
на рост бактерий и содержание полимера, его 
состав и молекулярный вес. Максимальная 
концентрация биомассы 6,4-6,7 г/л получена 
при концентрациях олеиновой кислоты в 
среде 10-20 г/л. Дальнейшее увеличение 
концентрации олеиновой кислоты привело 
к снижению показателей урожайности 
биомассы (рис. 1). Максимальное 
содержание полимера (64-71 % от веса сухой 
биомассы) также получено при невысоких 
концентрациях олеиновой кислоты (10-25 г/л) 
(рис. 2). Дисперсионный анализ показал, что 
влияние концентрации олеиновой кислоты 
на величину урожайности по биомассе 
и содержанию полимера статистически 
достоверно (n = 24, Fбиомасса = 531, Fполимер = 507,  
α = 0,05). Низкое содержание биомассы 
(3,5 г/л) и полимера (48 % от веса сухой 
биомассы) при концентрации олеиновой 

кислоты 5 г/л, по всей видимости, связано 
с полной утилизацией данного субстрата 
на более ранних стадиях культивирования, 
что подтверждается отсутствием олеиновой 
кислоты в культуральной среде в конце 
культивирования (табл. 1). Следует 
отметить, что практически вся кислота была 
утилизирована бактериями за 48 ч только при 
исходной концентрации олеиновой кислоты 
5 и 10 г/л, тогда как при более высоких 
начальных концентрациях (25-50 г/л) в среде 
осталось много неиспользованной олеиновой  
кислоты.

При культивировании C. necator B-10646 
на олеиновой кислоте экономический коэф-
фициент по биомассе (Y) составлял 0,64-
0,72 г биомассы/г используемого субстрата 
(табл. 1), что практически в 2 раза выше, чем 
при культивировании на сахарах (Kahar et al., 
2004; Riedel et al., 2012; Tsuge et al., 2013), и со-
гласуется с ранее полученными результатами 
других авторов (Yamane, 1992; Akiyama et al., 
2003).

Ранее показано, что исследуемый штамм 
C. necator B-10646 при росте на сахарах (фрук-

Рис. 1. Влияние концентрации олеиновой кислоты в среде на рост бактерий Cupriavidus necator B-10646

Fig. 1. The effect of the concentration of oleic acid in the medium on the growth of bacterium Cupriavidus 
necator B-10646
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Таблица 1. Показатели культуры бактерий Cupriavidus necator B-10646, выращиваемых при различных 
концентрациях олеиновой кислоты в среде

Table 1. The culture parameters of Cupriavidus necator B-10646 grown at different concentrations of oleic acid 
in the medium 

Концентрация 
олеиновой 
кислоты в 

среде в начале 
культивиро-

вания, г/л

Состав полимера, 
мол . % 

Мв, 
кДа

Мч, 
кДа ПД

Содержание 
олеиновой 
кислоты 
в конце 

культивиро-
вания, г/л

Y,  
г биомассы/ 
г субстрата

Y,  
г полимера/ 
г субстрата3ГБ 3ГВ 3ГГ

5 98,5 1,2 0,3 803 292 2,8 – 0,70 0,34
10 98,7 0,9 0,4 642 222 2,9 0,6 0,68 0,48
15 98,9 1,0 0,2 617 217 2,8 5,9 0,72 0,47
20 98,8 1,0 0,2 604 199 3,0 10,1 0,68 0,43
25 99,1 0,7 0,2 595 190 3,1 15,5 0,64 0,41
30 98,9 1,1 - 485 109 4,4 22,3 0,70 0,36
40 98,6 1,3 0,1 423 104 4,1 33,3 0,72 0,33
50 98,0 1,7 0,3 381 94 4,1 45,2 0,71 0,28

Примечание: – – отсутствует.

Рис. 2. Содержание полимера в клетках бактерий Cupriavidus necator B-10646 в конце культивирования 
(48 ч) при различных концентрациях олеиновой кислоты в среде

Fig. 2. Polymer content in the cells of Cupriavidus necator B-10646 at the end of cultivation (48 h) at various 
concentrations of oleic acid in the medium

тоза, глюкоза) синтезирует гомополимер 
поли(3-гидроксибутират) (Zhila et al., 2015). В 
составе полимера, синтезируемого бактерия-
ми при росте на олеиновой кислоте, помимо 
3-гидроксибутирата, являющегося домини-
рующим мономером (более 98 мол. %), иден-

тифицированы включения 3-гидроксивале-
рата (0,7-1,7 мол. %) и 3-гидроксигексаноата 
(0,1-0,4 мол. %). Однако процентное содержа-
ние мономеров 3ГВ и 3ГГ практически не за-
висело от концентрации олеиновой кислоты 
в среде (табл. 1). Появление 3-гидроксивале-
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рата и 3-гидроксигексаноата в составе поли-
мера также наблюдали при культивировании 
Alcaligenes sp. NCIM No 5085 на олеиновой 
кислоте (Srivastava, Tripathi, 2013). Кроме 
того, изменение состава полимера у Bacillus 
cereus FA11 при замене углеводного суб-
страта на оливковое масло показано в работе 
(Masood et al., 2017).

Помимо общего выхода, исследованы 
состав и молекулярно-массовые характе-
ристики ПГА, синтезируемых бактериями 
C. necator B-10646 (табл. 1). Показано, что с 
увеличением концентрации олеиновой кисло-
ты происходило снижение как средневесовой, 
так и среднечисловой молекулярной массы 
на фоне увеличения полидисперсности. Из-
вестно, что молекулярная масса ПГА зависит 
от нескольких факторов: типа ПГА-синтазы, 
доступности мономеров для синтеза ПГА, 
присутствия ферментов, которые деполиме-
ризуют ПГА, и уровня экспрессии ПГА син-
тазы (Rehm, 2003). Синтез ПГА с низкими 
значениями Мв происходит при высокой кон-
центрации в клетках активной ПГА-синтазы 
и/или высокой экспрессии гена, кодирующего 
этот фермент (Sim et al., 1997). Наличие дру-
гих мономеров в сополимере может также 

приводить к значительному снижению его 
молекулярной массы. Снижение молекуляр-
ной массы полимера и возрастание его по-
лидисперсности при увеличении концентра-
ции олеиновой кислоты, как предположили 
Jurasek et al. (2004) и Tomizawa et al. (2010), 
были связаны со снижением скорости работы 
ПГА-синтазы и/или увеличением скорости 
реакции переноса цепи. Следует отметить, 
что полимер, синтезируемый на фруктозе ис-
следуемым штаммом C. necator B-10646, ха-
рактеризовался более высокой молекулярной 
массой (Volova et al., 2017). Снижение моле-
кулярной массы полимера у Aeromonas caviae 
505E/K/P при росте на соевом масле по срав-
нению с фруктозой показано в работе Tsuge 
et al. (2007). Более низкие значения молеку-
лярной массы получены и для Cupriavidus 
necator H16 при выращивании бактерий на 
пальмовом масле по сравнению с фруктозой 
(Arikawa et al., 2016).

ПГА, синтезируемые C. necator B-10646 
при росте на олеиновой кислоте, характеризу-
ются более низкой температурой плавления 
(Тпл) по сравнению с полимером, полученным 
при использовании фруктозы в качестве ис-
точника углерода (табл. 2). Возможно, это 

Таблица 2. Температурные характеристики полимеров, полученных при выращивании бактерий на 
олеиновой кислоте

Table 2. Temperature characteristics of polymers synthesized by bacterial cells grown on oleic acid

Концентрация 
олеиновой кислоты 

в среде, г/л

Состав полимера, мол. %
Тпл, °C Тдегр, °C Ссылка

3ГБ 3ГВ 3ГГ

10 98,7 0,9 0,4 162 288 Это исследование
30 98,9 1,1 – 168 294 Это исследование
50 98,0 1,7 0,3 169 291 Это исследование
0 100 – – 178 295 Volova et al., 2017
0 100 – – 173 н.д. Grigull et al., 2008

1,5 100 – – 171 н.д. Grigull et al., 2008
3,0 100 – – 149, 162 н.д. Grigull et al., 2008

Примечание: – – отсутствует, н.д. – нет данных.
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связано с имеющимися в составе ПГА в не-
больших количествах мономерами 3ГВ и 3ГГ, 
наличие которых в полимере, как известно, 
сопровождается снижением Тпл (Murugan et 
al., 2017; Volova et al., 2013). Однако в работе 
Grigull et al. (2008) показано снижение Тпл го-
мополимера П(3ГБ), синтезированного в при-
сутствии олеиновой кислоты в концентрации 
3 г/л, по сравнению с П(3ГБ), полученным при 
более низких концентрациях олеиновой кис-
лоты или при ее отсутствии в среде (табл. 2).

Заключение

Исследован рост C. necator B-10646 и 
синтез полимера при выращивании бактерий 
на среде, содержащей в качестве единствен-
ного источника углерода олеиновую кислоту 
в концентрациях 5-50 г/л. Максимальные ве-
личины урожайности по биомассе и содер-

жанию полимера получены при исходных 
концентрациях олеиновой кислоты 10-20 г/л 
и минимальных остаточных концентраци-
ях субстрата (0,6-10,1 г/л). Установлено, что 
полимер, синтезируемый бактериями в при-
сутствии олеиновой кислоты, не является го-
мополимером П(3ГБ) – в его составе помимо 
основного мономера 3ГБ входят мономеры 
3ГВ и 3ГГ, однако не установлена взаимосвязь 
между концентрацией олеиновой кислоты и 
содержанием мономеров 3ГВ и 3ГГ. С уве-
личением концентрации олеиновой кислоты 
происходило снижение средневесовой и сред-
нечисловой молекулярной массы полимера. 
Таким образом, культивирование бактерий с 
целью получения полимера при использова-
нии в качестве субстрата олеиновой кислоты 
лучше проводить при относительно низких 
ее концентрациях.
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Abstract. Streptavidin is a homotetrameric protein produced by Streptomyces avidinii, each subunit 
of which binds biotin (vitamin H), forming a stable complex (Kd = 10-15 М). Streptavidin-biotin 
coreaction is widely used in analytical systems, for targeted delivery of compounds, for affinity 
purification, etc. The aim of this study was to develop a rational technique to produce functionally 
active recombinant streptavidin. Recombinant Escherichia coli strains producing minimal core and 
full-sized streptavidin variants were obtained. The E. coli BL21 Codon Plus (DE3) RIPL, as host 
cells, and the pET19b plasmid carrying gene of minimally-sized core (miniSAV) or full-sized (SAV) 
streptavidin were used. Synthesis of miniSAV results in its localization as insoluble inclusion bodies. 
Denatured miniSAV yield was 130 mg per liter of E. coli culture. The renaturation gives only 10-
15 % of the functionally active protein. Full-sized streptavidin localizes in the cytoplasm in a soluble 
state, but its toxicity causes low yield of the protein (10-13 mg per liter of the culture). The induction 
of SAV synthesis at the end of the logarithmic stage of cell growth was found to increase the yield of 
SAV approximately 2-fold. The yield of functionally active protein was 30 mg per liter culture. SAV 
was produced practically in individual state after affine chromatography on 2-iminobiotin agarose. 
One molecule of full-sized streptavidin bound 3.9 biotin molecules as was shown by colorimetric 
analysis using HABA (4-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid). Both streptavidins form sandwich-
type complexes with biotinylated molecules in solid-phase microassay conditions. E. coli BL21 Codon 
Plus (DE3) RIPL/pET19bSAV strain was stable during storage with 20 % glycerol at -70 °С, which was 
shown by repeated two-year reseeding. The streptavidin producing strain (E. coli BL21 Codon Plus 
(DE3) RIPL/pET19bSAV) is deposited in the Collection for extremophile microorganisms and type 
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Разработка способа получения  
функционально активного  
рекомбинантного стрептавидина  
в клетках Escherichia coli 

Е.Е. Башмакова, А.Н. Кудрявцев, Л.А. Франк
Институт биофизики СО РАН

ФИЦ «Красноярский научный центр СО РАН»
Российская Федерация, Красноярск 

Аннотация. Стрептавидин – гомотетрамерный белок, продуцируемый  Streptomyces avidinii, 
каждая субъединица которого связывает биотин (витамин H) с образованием стабильного 
комплекса (Kd = 10-15 М). Стрептавидин-биотиновое взаимодействие используют в 
аналитических системах, для адресной доставки соединений, для аффинной очистки веществ и 
т.д. Цель данного исследования – разработать рациональный способ получения рекомбинантного 
функционально активного стрептавидина. Сконструированы штаммы Esherihia coli – продуценты 
минимального корового и полноразмерного вариантов стрептавидина  с использованием одной 
и той же экспрессирующей системы – E. coli BL21 Codon plus (DE3) RIPL в качестве клеток-
хозяев и плазмиды pET19b, несущей ген минимального (miniSAV) или полноразмерного 
(SAV) стрептавидина. Экспрессия miniSAV сопровождается его локализацией в E. coli в виде 
нерастворимых телец включения. С 1 л культуры было получено 130 мг высокоочищенного 
денатурированного белка. Выход функционально активного белка после рефолдинга составил 10-
15 %. Полноразмерный стрептавидин синтезируется в растворе цитоплазмы, но его токсичность 
обусловливает низкий выход (10-13 мг с 1 л культуры) этого белка при стандартных условиях 
культивирования. Установлено, что индукция синтеза SAV в конце логарифмической фазы роста 
культуры обеспечивает выход функционально активного белка 30 мг с 1 л культуры. Препарат 
высокоочищенного SAV получали одностадийной аффинной хроматографией на 2-иминобиотин-
агарозе. Колориметрическим анализом с использованием красителя НАВА (4-гидроксиазобензол-
2-карбоновой кислоты) определено, что одна молекула SAV связывает 3,9 молекулы биотина. 
Штамм E. coli BL21 Codon Plus (DE3) RIPL/pET19bSAV стабилен при хранении с добавлением 
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20 % глицерина при минус 70 °С, что подтверждено многократными пересевами в течение 2 лет. 
Показана применимость обоих вариантов стрептавидина для образования высокоспецифичных 
комплексов между биотинилированными молекулами в условиях твердофазного микроанализа 
сэндвич-типа. Штамм-продуцент рекомбинантного стрептавидина (E. coli BL21 CodonPlus 
(DE3) RIPL/pET19bSAV) хранится в коллекции экстремофильных и типовых культур ИХБФМ 
СО РАН (Новосибирск), № КЭМТК 3505. Разработанный способ получения рекомбинантного 
функционально активного стрептавидина обеспечивает его доступность для биотехнологических 
исследований.

Ключевые слова: рекомбинантный стрептавидин, штамм-продуцент E. coli, микроанализ.

Цитирование: Башмакова, Е.Е. Разработка способа получения функционально активного рекомбинантного 
стрептавидина в клетках Escherichia coli / Е.Е. Башмакова, А.Н. Кудрявцев, Л.А. Франк // Журн. Сиб. федер. ун-та. 
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Введение

Стрептавидин – это гомотетрамерный 
белок, продуцируемый Streptomyces avidinii, 
каждая субъединица которого связывает 
биотин (витамин H). Образующийся при 
этом комплекс обладает уникальной для 
нековалентных соединений стабильностью 
(Kd = 10-15 М). Благодаря этому стрептави-
дин-биотиновое взаимодействие широко 
используют в различных аналитических си-
стемах, для адресной доставки соединений, 
для аффинной очистки целевых соединений 
и т.д. (см., напр., обзор Dundas et al., 2013). 
Стрептавидин всесторонне изучен: опре-
делены его физико-химические свойства, 
пространственная структура интактного 
белка и его многочисленных генетических 
вариантов, а также комплексов с биотином. 
Коммерчески доступен сам белок и множе-
ство его производных – химических конъ-
югатов и генетических гибридов с другими 
белками, а также биотин и его производные. 
Уникальные свойства этой системы вызыва-
ют постоянный интерес, в большей степени 
прикладной, и публикации о получении но-
вых вариантов стрептавидина, разработке 
новых продуцентов и способов выделения 

этих белков появляются регулярно. В лите-
ратуре с 1990-х гг. описаны бактериальные 
продуценты, в которых накопление стреп-
тавидина происходит в виде нераствори-
мых телец включения (см., напр., Sano & 
Cantor, 1990; Humbert et al., 2005; Jouybari et 
al., 2018; Chua et al., 2018). Этот подход обе-
спечивает получение большого количества 
денатурированного белка, однако осложня-
ется необходимостью проведения рефолдин-
га, который происходит с низким выходом 
функционально активного белка. Предло-
жены варианты получения рекомбинантно-
го стрептавидина с транслокацией в пери-
плазматическое пространство клеток (Veiko 
et al., 1999) или в ростовую среду (Noda et 
al., 2015). Для выделения целевого белка в 
этих случаях необходимы дополнительные 
стадии либо фракционирования клеточной 
биомассы, либо его осаждения из ростовой 
среды с последующей денатурацией.

В некоторых работах стрептавидин по-
лучают в виде гибридного белка со вспомо-
гательными пептидами, обеспечивающими 
его растворимость в цитоплазме, а также 
одностадийную аффинную очистку (Schmidt 
& Skerra, 1994; Gallizia et al., 1998; Sørensen 
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et al., 2003; Humbert et al., 2008; Noda et al., 
2015). Анализ литературных данных по по-
лучению рекомбинантного стрептавидина 
выявляет довольно пеструю картину, когда 
авторы получают разные варианты стрепта-
видина с помощью разных экспрессирующих 
конструкций, используют различные усло-
вия денатурации-рефолдинга целевого белка, 
иногда указывают на возникающие противо-
речия с ранее опубликованными исследова-
ниями и т.д. Все это не позволяет выбрать 
среди известных способов получения этого 
белка наиболее оптимальный.

Целью нашего исследования было раз-
работать рациональный способ получения 
рекомбинантного функционально активного 
стрептавидина, для чего получить реком-
бинантный штамм Escherichia coli, обеспе-
чивающий синтез белка с хорошей продук-
тивностью и простой способ его выделения 
и очистки. В ходе работ были рассмотрены 
способы получения двух вариантов стрепта-
видина – минимального корового и полнораз-
мерного, отличающихся по размеру, но при 
этом, по литературным данным, обладающих 
близкой функциональной активностью.

Материалы и методы
Материалы

Высокоочищенный Са2+-активируемый 
фотопротеин обелин получали так, как опи-
сано ранее (Illarionov et al., 2000). Биотинили-
рованные производные бычьего сывороточ-
ного альбумина (BSA-bio) и обелина (bio-Obe) 
получали реакцией с 20- и 5-молярным из-
бытком сукцинимидного производного био-
тина (Pierce, США) с последующим удале-
нием избытка реагента гель-фильтрацией 
(Frank, Vysotski, 1997). Олигонуклеотиды 
синтезированы ООО Биосан (Россия). В 
работе использовали бычий сывороточ-
ный альбумин (Sigma, США), d-биотин, 

4-гидроксиазобензол-2-карбоновую кислоту 
(HABA) (Pierce, США). Все вспомогательные 
реагенты отечественного производства (соли, 
кислоты, щелочи) были аналитической или 
химической чистоты.

Белковый состав образцов анализи-
ровали с помощью вертикального гель-
электрофореза в 15%-ном полиакриламидном 
геле в денатурирующих условиях (Laemmli, 
1970). Анализ гелей проводили в камере 
AlphaImager (AlphaInnotech, США).

Концентрацию стрептавидина определя-
ли колориметрически по методу, описанному 
в (Green, 1970), либо спектрофотометрически 
на длине волны 280 нм, пользуясь значением 
коэффициента экстинкции Е0,1 % = 3,4 (Schmidt 
& Skerra, 1994).

Конструирование плазмидных ДНК  
pET19b-SAV и pET19b-miniSAV  
с последовательностями,  
кодирующими полноразмерный (А)  
или минимальный коровый (Б)  
стрептавидины соответственно

(А) Штамм Streptomyces avidinii (АС865, 
Российская национальная коллекция про-
мышленных микроорганизмов) высевали 
в жидкую среду (10 г/л пептона, 5 г/л NaCl, 
pH=7,2) и культивировали 3 суток при 28 °С. 
Клетки осаждали центрифугированием 
(4000 g, 4 °С). Хромосомную ДНК S. avidinii 
выделяли с помощью набора GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) и ис-
пользовали в качестве матрицы для ПЦР.

Фрагмент ДНК, кодирующий полнораз-
мерный стрептавидин без лидерного пептида 
(480 п.о.) с сайтами рестрикции 5'-(NcoI) и 3'-
(XhoI), получали с помощью ПЦР с использо-
ванием Pfu-полимеразы (СибЭнзим, Россия) и 
следующих праймеров:

Up 5'-CGCTCCATGGACCCCTCCAAGG
ACTC-3';
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Dn 5'-CGGGCTCGAGCTACTGCTGAA
CGGCG-3'. Синтезированный фрагмент кло-
нировали в вектор pET-19b (Novagen) по соот-
ветствующим сайтам с получением плазми-
ды pЕТ19b-SAV.

(Б) В качестве матрицы для получе-
ния гена минимального стрептавидина ис-
пользовали плазмиду pETSAV (Bashmakova 
et al., 2017). Фрагмент ДНК, кодирующий 
минимальный стрептавидин (376 п.о.) с сай-
тами рестрикции 5'-(NcoI) и 3'-(XhoI), полу-
чали с помощью ПЦР с использованием Pfu-
полимеразы и следующих праймеров: 

Up 5’-CGCTCCATGGGCATCACCGGC
ACCTGGTAC-3';

Dn 5’-CGGGCTCGAGTCACACCTTG
GTGAAGGTGTCGTGG-3'. Синтезирован-
ный фрагмент клонировали в вектор pET-19b 
(Novagen) по соответствующим сайтам с по-
лучением плазмиды pЕТ19b-miniSAV.

Последовательность клонированных 
фрагментов подтверждена секвенированием 
(ЦКП «Геномика» СО РАН, Россия).

Биосинтез стрептавидина  
клетками E. coli

Клетки E. coli BL21 Codon Plus (DE3) 
RIPL, далее – RIPL (Novagen), трансфор-
мированные pЕТ19b-SAV, культивирова-
ли в LB-среде, содержащей ампициллин 
(200 мг/л), c активным перемешиванием 
(220 об/мин, Excella E25R Shaker, Eppendorf, 
Германия) при 37 °С. Синтез целевого 
белка инициировали добавлением 1 мМ 
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(ИПТГ) при определенном значении опти-
ческой плотности культуры (OD600) и про-
должали культивирование в тех же условиях 
еще 4 ч. За накоплением стрептавидина сле-
дили с помощью электрофореза, анализируя 
белковый состав клеток в периодически от-
бираемых пробах.

Рекомбинантные клетки RIPL/pET19b-
miniSAV культивировали в аналогичных 
условиях; индукцию синтеза минимально-
го корового стрептавидина проводили при 
значении OD600 культуры, равном 0,8. Далее 
культивировали в тех же условиях еще 4 ч.

Выделение и очистка полноразмерного  
стрептавидина (SAV)

Клетки E. coli осаждали центрифуги-
рованием (4000 g, 15 мин, 4 °С). Осадок ре-
суспендировали в буфере А (0,5 М NaCl, 
50 мМ Na2CO3, pH 11,0) и разрушали с по-
мощью ультразвукового дезинтегратора при 
охлаждении льдом. Полученную суспензию 
центрифугировали (10000 g, 10 мин, 4 °С), 
осадок отбрасывали. Супернатант наноси-
ли на колонку, содержащую 2-иминобиотин 
агарозу (Pierce, США), уравновешенную бу-
фером А, промывали пятикратным объемом 
того же буфера, а затем двукратным объемом 
буфера Б (1 М NaCl в 0,1 М K-Na-фосфатном 
буфере, pH 7,0 – ФБ). Элюцию стрептавидина 
проводили раствором 50 мM CH3COOH, pH 
4,0, элюат немедленно нейтрализовали до-
бавлением 1 М Трис-HCl, pH 7,5. Фракции, 
содержащие стрептавидин, объединяли, пе-
реводили диализом в 5 мM Трис-HCl, pH 7,5, 
лиофилизировали и хранили при минус 20 °С.

Выделение и очистка рекомбинантного  
минимального корового  
стрептавидина (miniSAV)

Клетки осаждали и дезинтегрировали, 
как описано выше. После центрифугирования 
супернатант отбрасывали, а осадок раство-
ряли в 20 мМ Трис-HCl pH 7,0, содержащим 
6 М мочевину, и наносили на колонку DEAE 
Sepharose FF (GE-Healthcare, США), уравно-
вешенную тем же раствором. Белки элюиро-
вали градиентом NaOAc (0–0,5 M) в том же 
буфере. Фракции, содержащие целевой белок, 
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объединяли. Аликвоты, содержащие очищен-
ный минимальный стрептавидин, диализова-
ли против: а) 10 мМ Трис-HCl pH 7,0; б) 20 мМ 
K-Na-фосфатного буфера, рН 8,0; в) 0,2 М 
NaНСО3, pH 9,8. Выпавший во всех случаях 
осадок, содержащий до 90 % miniSAV, от-
деляли центрифугированием, супернатант 
использовали для дальнейшей работы. По-
вторным растворением осадка и диализом 
получали еще около 10 % активного miniSAV.

Модельный твердофазный микроанализ

В лунки непрозрачного планшета (Costar, 
США) вносили по 100 мкл раствора BSA-bio 
(100; 33,3; 11,1; 3,7; 1,2; 0,41; 0,14; 0 нг/мл, ФБ) 
и инкубировали 12 ч при 8 °С. После промыв-
ки (ФБ, 0,1 % Tween 20, 5 мМ ЭДТА) в лунки 
вносили по 110 мкл 1%-го раствора бычьего 
сывороточного альбумина в ФБ, инкубирова-
ли 1 ч при 37 °С, затем промывали. Далее в 
лунки вносили по 100 мкл раствора получен-
ных образцов стрептавидина (ФБ, 1 мкг/мл), 
инкубировали со встряхиванием (350 об/мин, 
Thermomixer C, Eppendorf, Германия) в тече-
ние 1 ч при 37 °С, затем промывали и вноси-
ли по 100 мкл раствора bio-Obe (0,2 мкг/мл в 
20 мМ Трис-HCl, pH 7,0, 0,15 М NaCl, 5 мМ 
ЭДТА). После инкубирования со встряхи-
ванием в течение 1 ч при 23 °С и промывки 
измеряли интегральный биолюминесцент-
ный сигнал связавшегося обелина с помо-
щью планшетного люминометра Mithras LB 
940 (Berthold, Германия) сразу после впрыска 
100 мкл раствора СаСl2 (0,1 M в 0,1 M Трис-
HCl, pH 8,8) в течение 3 с. Усредненный сиг-
нал от контрольных лунок (с ФБ) вычитали от 
сигналов рабочих лунок.

Результаты и обсуждение

Современный рынок предлагает препа-
раты стрептавидина, его аналогов и конъю-
гатов с другими молекулами, в подавляющем 

большинстве импортного производства, сто-
имость которых достаточно высока. Стреп-
тавидин-биотиновая система благодаря сво-
им уникальным свойствам нашла широкое 
применение как в фундаментальных, так и в 
прикладных исследованиях. В этом аспекте 
важным является наличие доступного от-
ечественного препарата этого белка. При-
родный стрептавидин S. avidinii в результате 
посттрансляционного процессинга может 
находиться в различных укороченных вари-
антах, каждый из которых обладает биоспе-
цифической активностью (Bayer et al., 1989). 
Аминокислотная последовательность натив-
ного стрептавидина (183 а.о., рис. 1) включает 
лидерный пептид (24 а.о.), обеспечивающий 
секрецию белка, и полноразмерный стрепта-
видин (159 а.о., pdb ID: 1STP). Укороченный 
в результате протеолиза стрептавидин A13–
S139 (127 а.о.) называется нативным коровым, 
иногда «зрелым». Показано, что коровый 
стрептавидин более стабилен, и, вероятно, 
многие коммерческие препараты этого белка 
являются продуктами частичного протеолиза 
полноразмерного стрептавидина.

Минимальный коровый вариант стреп-
тавидина (G16–V133, 119 а.о.), состоящий 
только из аминокислот β-цилиндра, был по-
лучен Т. Sano с соавторами (Sano et al., 1995). 
Ими показано, что полное удаление концевых 
аминокислотных остатков приводит к повы-
шению структурной стабильности белка и 
его способности к связыванию биотинсодер-
жащих молекул.

На первом этапе нами получен штамм 
E. coli – продуцент минимального корового 
стрептавидина (miniSAV) как наиболее ста-
бильного варианта функционального стреп-
тавидина минимального размера (Sano et al., 
1995). Рекомбинантные клетки, трансформи-
рованные плазмидой pET19b-miniSAV, куль-
тивировали до плотности OD600=0,8 и иници-
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ировали синтез стрептавидина добавлением 
ИПТГ. За ходом накопления стрептавидина 
и его распределением в клетках следили с 
помощью гель-электрофореза (рис. 2а). Че-
рез 1 ч после индукции появляется полоса 
нового белка с мол. массой около 13 кДа, 
близкой к расчетному значению массы моно-
мера miniSAV. Вклад этой полосы через 1, 2,5 
и 4 ч составил 9, 14 и 25 % соответственно. 
Практически весь белок был аккумулирован 
в тельцах включения (рис. 2а), из которых 
его перевели в буфер, содержащий 6М моче-
вину, и очистили хроматографически. Выход 
полученного денатурированного miniSAV 
высокой степени очистки (99 %) составил 
130 мг/л культуры. Функционально активный 
белок получали с помощью диализа против 
буферных растворов различного состава (см. 
экспериментальную часть). При этом во всех 
экспериментах 85-90 % белка вновь выпадали 
в осадок, который отделяли центрифугиро-
ванием, белок в супернатанте использовали 
для работы далее. Способность miniSAV об-

разовывать специфичный комплекс сэндвич-
типа с биотинилированными молекулами, 
стабильный в условиях твердофазного ми-
кроанализа, исследовали в модельном экспе-
рименте (см. схему на рис. 3, сверху).

В качестве репортера использовали 
Са2+-регулируемый фотопротеин обелин, 
молекула которого представляет собой фер-
мент-субстратный комплекс апобелка и пре-
докисленного субстрата – пероксицелентера-
зина (Frank, 2010). Присоединение ионов Са2+ 
вызывает яркую вспышку голубого света, 
интенсивность которого при насыщающей 
концентрации Са2+ прямо пропорциональна 
содержанию фотопротеина. Обелин и дру-
гие фотопротеины широко используются в 
качестве удобного высокочувствительного 
инструмента в различных аналитических 
системах (Frank, 2015). На поверхности не-
прозрачного планшета последовательным 
инкубированием растворов белков получали 
комплексы между биотинилированным про-
изводным бычьего сывороточного альбумина 

Рис. 1. Аминокислотная последовательность нативного стрептавидина: лидерный пептид (24 а.о., 
выделен синим), полноразмерный белок (SAV, 1–159), нативный коровый фрагмент (coreSAV, 13–139 a.o.), 
минимальный коровый фрагмент (miniSAV, 16–133 a.o.). Зеленым выделен константный участок белка. В 
скобках показаны метионины, введенные при конструировании плазмид pЕТ19b-SAV, и pЕТ19b-miniSAV. 
а.о. – аминокислотные остатки

Fig. 1. Amino acid sequence of native streptavidin: leader peptide (24 a.a., highlighted in blue), full-sized 
protein (SAV, 1-159), core streptavidin (coreSAV, 13–139 a.a.), minimal core fragment (miniSAV, 16-133 a.a.). 
Constant protein fragment is highlighted in green. Methionines introduced during construction of pET19b-SAV 
and pET19b-miniSAV plasmids are given in parentheses. a.o. – amino acid residues
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Рис. 2. (а) Электрофоретический анализ образцов при выделении miniSAV: 1 – тотальные белки клеток 
RIPL/pET19b-miniSAV до индукции; 2-4 – тотальные клеточные белки через 1, 3, 5 ч после индукции, 
образцы нормированы по плотности культуры; 5 – цитоплазматические белки; 6 – осадок телец включения 
(раствор в 6 М мочевине); 7 – маркерные белки (BioRad, SDS-Page standards Low Range); (б) анализ 
образцов при выделении SAV: 1-6, то же, что и в случае (а); 7 – полноразмерный стрептавидин после 
хроматографической очистки; 8 – маркерные белки (BioRad, Precision Plus Protein Dual Xtra Standards). 
Молекулярная масса стандартных белков в кДа показана числами справа. Электрофорез проводили в 
15%-ном полиакриламидном геле в денатурирующих условиях, окрашивание Coomassie blue. Стрелками 
показаны полосы стрептавидинов

Fig. 2. (a) SDS-PAGE analysis of samples during minimal core streptavidin production: 1 – whole cell lysates 
before IPTG induction; 2-4 whole cell lysates 1, 3, and 5 h after induction, respectively, samples are normalized 
against cell density; 5 – cytoplasmic proteins; 6 – 6 M urea extract of inclusion bodies; 7 – marker proteins 
(BioRad, SDS-Page standards Low Range). (б) The analysis of samples during full-sized streptavidin production: 
1-6 – samples like in (a); 7 – SAV sample after chromatographic purification, 8 – marker proteins (BioRad, 
Precision Plus Protein Dual Xtra Standards). Molecular masses of standard proteins are shown by numbers on the 
right side. 15 % polyacrylamide gels stained with Coomassie blue. Arrows show streptavidin bands

(BSA-bio), miniSAV и биотинилированным 
производным обелина (bio-Obe). Их обна-
руживали по биолюминесцентному сигналу 
обелина при добавлении раствора СaCl2. Ве-
личина сигнала прямо пропорциональна ко-
личеству сорбированного BSA-bio во всем 
диапазоне его концентраций (рис. 3).

Этот результат показывает, что полу-
ченный нами miniSAV представляет собой 
стабильный олигомерный белок, способный 
присоединять одновременно как минимум 
две биотинилированные молекулы с образо-
ванием комплекса сэндвич-типа и может быть 
использован для этой цели в твердофазном 
микроанализе.

Синтез рекомбинантного полноразмер-
ного стрептавидина (SAV) осуществляли 
инкубированием рекомбинантных клеток 
E. coli, трансформированных плазмидой 

pЕТ19b-SAV. За накоплением белка, его лока-
лизацией в клетках и чистотой полученного 
после аффинной хроматографии препара-
та следили с помощью гель-электрофореза 
(рис. 2б). Видно, что через 1 ч после индук-
ции (при OD600=0,9) появляется полоса нового 
белка с мол. массой около 16 кДа, близкой к 
расчетному значению массы мономера полно-
размерного стрептавидина. Вклад этой поло-
сы от всех белков через 1, 3, и 5 ч составил 9, 
13 и 13 % соответственно. При этом основное 
количество белка находится в растворимой 
фракции (рис. 2б). После хроматографии из 
клеточного лизата был получен препарат бел-
ка высокой степени очистки, выход которого 
составлял всего 11-13 мг с 1 л культуры. Оче-
видно, это связано с показанной ранее токсич-
ностью стрептавидина для клеток E. coli. Мы 
предположили, что более поздняя индукция 
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может увеличить выход стрептавидина за 
счет увеличения количества клеток в момент 
добавления ИПТГ. При параллельном куль-
тивировании трех образцов культуры в оди-
наковых условиях синтез индуцировали при 
оптической плотности OD600=0,9, 1,9 или 2,8 и 
культивировали еще 4 ч.

С началом синтеза стрептавидина рост 
клеток резко замедляется по сравнению с 

ростом тех же клеток без индукции (рис. 4). 
В таблице приведен выход белка в каждом 
случае. Оказалось, что индукция синтеза 
стрептавидина при OD600=1,9 всего на пол-
часа позже, чем при OD600=0,9, увеличивает 
продукцию целевого белка более чем в 2 раза, 
до 28 ± 1,4 мг/л. В случае еще более поздней 
индукции, при OD600=2,8, когда культура на-
ходится в стадии замедленного роста, выход 
белка не увеличился и составил 27 ± 2,3 мг/л. 
При этом небольшое количество белка было 
обнаружено в культуральной среде, очевидно, 
из-за начавшегося лизиса клеток. Как видно 
из кинетики роста культуры (рис. 4), после 
индукции рост останавливается примерно 
через 2 ч, после чего продолжать культивиро-
вание нецелесообразно.

Колориметрическим методом на основе 
комплексов с НАВА (Green, 1970) показано, 
что моль SAV связывает 3,9 моля биотина. В 
модельном твердофазном анализе получен-
ный полноразмерный стрептавидин так же, 
как и минимальный коровый, образует ком-
плексы между биотинилированными БСА и 
обелином (рис. 3).

Таким образом, в поисках наиболее ра-
ционального способа получения рекомби-
нантного стрептавидина нами рассмотрены 
два его варианта – miniSAV и SAV. Быстрое 
накопление miniSAV приводит к его осаж-
дению в виде нерастворимых телец включе-
ния. Несмотря на очевидные преимущества 

Таблица. Результаты культивирования рекомбинантных клеток RIPL/pЕТ19b-SAV

Table. Results of cultivation of the recombinant RIPL/pET19b-SAV cells

Индукция при
OD600

Количество полученного 
стрептавидина1, мг/л культуры

Количество биомассы, 
сырой вес, г

Общее время 
культивирования, ч

0,9 15,6 ± 1,2 5,2 ± 0,9 6,75
1,9 28,0 ± 1,4 6,7 ± 0,3 7,25
2,8 27,0 ± 2,3 6,3 ± 0,2 9

1Хроматографически очищенный белок.

Рис. 3. Применение miniSAV (-○-) и SAV 
(-∆-) в твердофазном биолюминесцентном 
микроанализе сэндвич-типа. Каждая точка – 
среднее значение от трех независимых измерений 
± среднеквадратичное отклонение. о.с.е.– 
относительные световые единицы

Fig. 3. Use of miniSAV (-○-) and SAV (-∆-) in a solid-
phase bioluminescent sandwich-type microanalysis. 
Each point is the average of 3 independent 
measurements ± SD
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Рис. 4. Кинетика роста культуры E. coli RIPL/
pЕТ19b-SAV: без ИПТГ-индукции (-◊-), с 
индукцией при оптической плотности OD600=0,9 
(-○-), 1,9 (-□-), 2,8 (-∆-). Серые символы показывают 
значения OD600 после индукции. Стрелками 
показан момент добавления ИПТГ

Fig. 4. Kinetics of E. coli RIPL/pET19b-SAV culture 
growth: without IPTG-induction (-◊-), with induction 
at a density of OD600=0.9 (-○-), 1.9 (-□-), and 2.8 (-Δ-). 
Gray symbols indicate the absorbance after induction. 
Arrows indicate the IPTG introduction

такой экспрессии (в осадке белок находится 
в значительном количестве и практически 
индивидуальном виде; его легко отделять от 
остальных цитоплазматических белков цен-
трифугированием; «вывод» белка из раствора 
цитоплазмы уменьшает вредное воздействие 
в случае его токсичности), она сопровожда-
ется серьезной проблемой фолдинга белка 
для восстановления его специфической ак-
тивности. Предсказать локализацию реком-
бинантного белка, как и найти оптимальные 
условия его фолдинга, не всегда удается. 
Так, ранее нами был получен ряд функцио-
нально активных рекомбинантных белков – 
апофотопротеинов и люцифераз различных 
организмов, а также гибрид минимального 
корового стрептавидина с обелином локали-
зованных в клетках E. coli исключительно в 
виде телец включения (см., напр.: Illarionov 
et al., 2000; Markova et al., 2004; Titushin et 
al., 2008; Markova et al., 2010; Bashmakova 
et al., 2017). В то же время суперэкспрессия 
бактериальной люциферазы Photobacterium 
leiognathi в рекомбинантных клетках E. coli 
RIPL вообще не сопровождается ее выпаде-
нием в осадок (неопубликованные данные). 
Рефолдинг полученного нами miniSAV с по-
мощью часто используемого процесса диа-
лиза, к сожалению, обеспечивал низкий вы-
ход активного белка – 10-15 % от исходного 
денатурированного белка.

Полноразмерный стрептавидин при по-
лучении с помощью аналогичной экспрес-
сирующей системы аккумулируется в цито-
плазме, что приводит к резкому снижению 
скорости роста клеток из-за его токсичности. 
Замедление клеточного метаболизма не по-
зволяет накопить значительное количество 
целевого белка, однако индукция в стадии 
поздней логарифмической фазы роста увели-
чила его выход почти в 2 раза. Синтез белка в 
растворенном виде не создает проблемы фол-

динга: его функциональная активность по-
казана с помощью реакции с НАВА, а также 
в модельном микроанализе. Таким образом, 
получение полноразмерного стрептавидина 
предложенным способом обладает очевид-
ными преимуществами: выход белка высокой 
очистки составляет около 30 мг с 1 л куль-
туральной среды. Белок легко выделяется 
одностадийной хроматографией и обладает 
биоспецифической активностью, близкой та-
ковой для природного белка. Клетки E. coli 
BL21 Codon Plus (DE3)/pЕТ19b-SAV не теряют 
плазмиду при хранении в 20%-ном глицерине 
при минус 70 °С, что показано многократны-
ми пересевами в течение 2 лет. Штамм хра-
нится в коллекции экстремофильных и типо-
вых культур ИХБФМ СО РАН (Новосибирск), 
№ КЭМТК 3505.
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