
60

Вестник СПбГУ. Сер. 3. 2012. Вып. 3УДК 581.143.27

Е. И. Шарова, А. А. Липчинский

ОСОБЕННОСТИ РОСТОВЫХ КОРРЕЛЯЦИЙ У МУТАНТА АРАБИДОПСИСА 
ABRUPTUS С НАРУШЕННЫМ ТРАНСПОРТОМ АУКСИНА

Введение

Согласованное развитие и рост разных частей растения — результат положитель-
ных и отрицательных ростовых корреляций. Растущие органы обычно тормозят рост, 
ускоряют дифференцировку и старение себе подобных. Процессы, лежащие в основе 
отрицательных ростовых корреляций, наиболее полно изучены на примере явления 
апикального доминирования у побега и корня, состоящего в том, что растущая апи-
кальная почка тормозит рост пазушных почек, а растущая верхушка корня тормозит 
заложение и  рост боковых корней. Ростовые корреляции осуществляются благода-
ря трофической и гормональной системам регуляции целостности растений, причем 
в явлении апикального доминирования фитогормоны играют ведущую роль. Ауксин 
оказывает ингибирующее действие на рост пазушных почек только в том случае, если 
происходит его активный полярный транспорт из верхушки побега. В последние де-
сятилетия роль полярного транспорта ауксина в  различных ростовых корреляциях 
подтверждена благодаря использованию трансгенных растений и мутантов [1]. Пред-
полагают, что важная информация заключена не только в уровне ауксина, но и в ак-
сиальном градиенте его концентрации [2]. Пологий градиент продлевает фазу рас-
тяжения клетки, а  крутой  — ускоряет дифференцировку. Главный активный поток 
ауксина и в побегах, и в корнях направлен сверху вниз. Полярный транспорт ауксина 
из клетки в клетку лимитируется требующим больших энергетических затрат выхо-
дом ауксина из клеток при участии мембранных переносчиков. У арабидопсиса это се-
мейство белков обозначено как PIN (pin-formed), так как у мутантов формировались 
шпильковидные побеги без листьев и цветков [3]. Белок PIN, как правило, находится 
только на одной из четырех сторон клетки, и его расположение четко соответствует 
направлению транспорта ауксина. Благодаря различной локализации белков семей-
ства PIN возможен полярный транспорт ауксина не только сверху вниз, но и в других 
направлениях [4]. Локализация переносчиков семейства PIN зависит от степени фос-
форилирования белков. В данной работе был изучен мутант abruptus (abr), у которого 
так же, как и у  pin1, наиболее яркое фенотипическое проявление мутации состоит 
в формировании шпильковидных побегов, лишенных цветков и листьев [5]. Мутация 
abr — это аллельная мутация гена PINOID (PID). Мутация затрагивает ген, кодирую-
щий серин-треониновую протеинкиназу семейства 23. Это точковая мутация, приво-
дящая к замене остатка глицина на остаток глутаминовой кислоты в консервативном 
домене белка PID [6]. Фенотипическое сходство мутантов pid и pin1 позволило пред-
положить, что у pid, так же как и у pin1, подавлен полярный транспорт ИУК. Изме-
рение скорости этого транспорта в побегах abr и других мутантов pid действитель-
но показало, что базипетальный транспорт ауксина подавлен, однако в значительно 
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меньшей степени, чем у pin1 [7, 8]. По современным представлениям основной физио-
логический способ регуляции роста состоит в изменении свойств клеточных стенок 
[9]. У быстро растущей клетки стенки очень эластичны и пластичны. В процессе тор-
можения роста стенки теряют способность деформироваться. Снижение растяжимо-
сти клеточных стенок сопряжено со значительными и разнообразными изменениями 
их биохимических свойств. Наиболее изучена роль окислительных реакций, в кото-
рых участвует пероксид водорода. Он образуется в клеточных стенках благодаря ак-
тивности ряда ферментов, главным образом, оксидазной активности пероксидаз [10, 
11]. Высокий уровень пероксида водорода на фоне низкой пероксидазной активности 
пероксидаз может приводить к генерации кислородных радикалов, разрезанию поли-
меров стенки и ускорению роста [12–14]. Высокая пероксидазная активность, напро-
тив, приводит к использованию пероксида водорода для образования окислительных 
поперечных связей между полимерами и к торможению роста [15–18]. Цель данной 
работы состояла в получении новых сведений о физиологии роста модельного рас-
тения A. thaliana, досконально изученного в  генетическом отношении, но  фрагмен-
тарно — в физиологическом [19]. Для этого у растений дикого типа (wt) и у мутанта 
abr с  нарушенным полярным транспортом ауксина были изучены градиенты роста 
междоузлий цветоносного побега. Кроме того, было изучено, как скорость роста сег-
ментов междоузлий связана с растяжимостью, пероксидазной и НАД·Н-оксидазной 
активностью клеточных стенок. 

Объект и методы исследования

В работе использовали растения Arabidopsis thaliana дикого типа расы Dijon и му-
танта abruptus (abr). Мутант abr был получен из коллекции A. thaliana кафедры гене-
тики МГУ им. М. В. Ломоносова. Семена дезинфицировали в течение 5 мин в растворе 
70%-ного этанола и 1%-ного пероксида водорода и высевали в чашки Петри на поверх-
ность геля из 1%-ного агар-агара, заполимеризованного на 1/10 (0,1 N) полного пита-
тельного раствора Чеснокова. Чашки с семенами в течение трех суток выдерживали 
при температуре 4 °С, затем переносили в стандартные условия (22–26 °С, 16-часовой 
фотопериод), в которых растения выращивали до получения зрелых семян. Для осве-
щения использовали флуоресцентные лампы Osram L 36W/827, 200 Вт/м2, расстояние 
до растений 10–20 см, освещенность 4000–4500 лк. Проростки пересаживали в готовый 
почвогрунт «Роза», когда у них формировался первый лист. Растения ежедневно поли-
вали разбавленным (0,1 N) питательным раствором Чеснокова. В возрасте примерно 
трех недель растения начинали формировать цветоносы. Динамику роста междоузлий 
цветоноса прослеживали, ежедневно измеряя их длину. Для изучения динамики роста 
различных сегментов междоузлия, на него через каждые 2 мм наносили метки китай-
ской тушью, когда междоузлие достигало длины 10 мм, и ежедневно измеряли рассто-
яния между метками (рис. 1).

Эластические свойства клеточных стенок оценивали по степени эластической рас-
тянутости ткани. Для этого междоузлия нарезали на сегменты длиной 2–3 мм, кото-
рую измеряли при увеличении в 17 раз, используя «Микрофот 5ПО1». Затем сегменты 
замораживали при –30 °С. Через 1 ч их выкладывали на влажные предметные стекла 
и оставляли на 1 ч для оттаивания. Затем вновь измеряли длину сегментов междоуз-
лий. Для расчетов эластической растянутости использовали следующее уравнение: 
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(Li–Lf)/Li, %, где Li — исходная длина; Lf — длина после потери тургора в результате 
замораживания/оттаивания. 

Исследование пластической растяжимости клеточных стенок проводили по мето-
ду крипа с использованием механотрона 6МХ1С — электронной лампы, преобразую-
щей угловые смещения в изменения электрического тока [9]. В опытах использовали 
верхние отрезки (13 мм) растущих и закончивших рост междоузлий. Боковые поверх-
ности отрезков потирали наждачной бумагой, для того чтобы кутикула не препят-
ствовала поступлению в них буфера. Отрезок закрепляли между верхним и нижним 
зажимами установки, позволяющей непрерывно регистрировать крип. Длина отрезка 
между зажимами установки составляла 10  мм. В  ячейку, образованную нижним за-
жимом установки после закрепления испытуемого образца, вносили ацетатный буфер 
(10 мМ). Эксперимент начинали в буфере с рН 6,0, прикладывая к отрезку нагрузку 
5 г. Растяжение отрезков происходило с затухающей скоростью. Через 14–15 мин с мо-
мента приложения нагрузки, когда устанавливалась постоянная скорость растяжения 
(0,5–1 мкм/мин), раствор, омывающий растягивающийся отрезок, заменяли на более 
кислый (рН 4,8). «Кислый крип» клеточных стенок регистрировали в течение следую-
щих 15 мин.

Для определения пероксидазной и НАД·Н-оксидазной активности клеточных сте-
нок четырехмиллиметровые сегменты междоузлий (по 15–20 штук, 8–12 мг) растирали 
в  5  мл К-фосфатного буфера (1  мМ, рН  6,0). Осадок отделяли центрифугированием 
10 мин при 1700 g. Далее его отмывали от мембранных компонентов встряхиванием 
в течение 30 мин в 5 мл К-фосфатного буфера, содержащего 0,2% детергента тритона 
Х-100, затем отделяли центрифугированием при тех же условиях и вновь промывали 
буфером. Промытый осадок заливали 2 мл 1 М NаCl в буфере и выдерживали 30 мин 
для экстракции солерастворимых ферментов клеточной стенки. Экстракт отделяли 
центрифугированием в тех же условиях. Все процедуры проводили при 4 °С. Перокси-
дазную активность определяли в реакционной среде объемом 3 мл следующего соста-
ва: 27 мМ К-фосфатный буфер рН 6,0; 20 мМ гваякол; 4 мМ пероксид водорода; солевой 
экстракт клеточных стенок (1,4  мл). Оценивали скорость образования окрашенного 
продукта реакции — тетрагваякола (Е470 нм = 0,0266 мкМ–1см–1) — на линейном участке 
кривой (2-я минута реакции). НАД·Н-оксидазную активность пероксидаз определяли 
в реакционной среде объемом 5 мл: К-фосфатный буфер рН 6,0 (20 мМ), 2,4-дихлорфе-

Рис. 1. Схема измерений кинетики роста сегментов (I–IV) 1-го междо-
узлия растений дикого типа и мутанта abr (А) и шпильковидного побега му-
танта abr (Б) 
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нол (0,05 мМ), MnSO4 (0,1 мМ) и НАД·Н (0,2 мМ), солевой экстракт клеточных стенок 
(60 мкл). Оксидазную активность оценивали по количеству пероксида водорода, об-
разующегося в ходе данной реакции. Для этого через 1, 2 и 3 мин после начала реакции 
отбирали порции реакционной среды, фиксировали в равном объеме чувствительного 
к  Н2О2 реагента FOX и  через 45  мин измеряли экстинкцию при 560  нм [20]. Состав 
реагента FOX: сорбит (200  мМ), серная кислота (50  мМ), ксиленоловый оранжевый 
(0,2 мМ), сульфат железа (0,5 мМ) и сульфат аммония (0,5 мМ). Для расчета концентра-
ции пероксида водорода использовали калибровочную кривую. Активность фермен-
тов тестировали при комнатной температуре и выражали в Международных единицах 
(1МЕ = 1 мкмоль субстрата/мин) в 1 г сырой массы ткани. Анализы были проведены 
в трех биологических повторностях. Каждая биологическая повторность представля-
ла собой результат измерений роста, растяжимости клеточных стенок и активности 
ферментов у 10–15 растений дикого типа или мутанта abr, семена которых замачивали 
одновременно. На рис. 2, 3 и в таблице приведены средние арифметические значения 
и стандартные ошибки средних.

Рис. 2. Кинетика роста сегментов (I–IV) 1-го междоузлия цветоносного побега растений ди-
кого типа (А), первого междоузлия цветоносного (Б) и шпильковидного побега (В) мутанта abr

Рис. 3. Кинетика роста (1–3-го) междоузлий цветоносного побега растений дикого 
типа (А) и мутанта abr (Б), шпильковидного побега мутанта abr (Б, «шпилька»)
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Результаты исследования и их обсуждение

Физиология развития A. thaliana, включая кинетику роста его междоузлий, по 
мнению специалистов [21], изучена недостаточно. Одно из положений физиологии ро-
ста, основанное преимущественно на изучении развития проростков бобовых и злако-
вых, состоит в наличии у междоузлий крутых аксиальных градиентов роста, которым 
соответствуют градиенты растяжимости клеточных стенок. Эти градиенты зависят от 
полярного транспорта фитогормона ауксина. Чтобы проверить справедливость данно-
го положения в отношении A. thaliana, мы изучили аксиальные градиенты роста и рас-
тяжимости клеточных стенок цветоносного побега этого растения. Рост цветоноса 
у wt растений начинался в возрасте 18–20 сут. У растений мутанта abr выход в стрелку 
происходил на 1–2 сут. позднее. Когда длина 1-го междоузлия цветоносного побега до-
стигала 10 мм, на междоузлие наносили метки тушью и в течение недели ежедневно из-
меряли длину каждого сегмента для того, чтобы оценить аксиальный градиент роста. 
На рис. 2 видно, что у wt растений и растений мутанта abr крутизна градиента роста по 
длине междоузлия была примерно одинаковой. Очевидно, что рост междоузлия про-
исходил только за счет удлинения верхнего, четырехмиллиметрового сегмента. Фор-
мирование лишенных цветков и листьев шпильковидных побегов у растений мутанта 
abr, выращиваемых при 22–24 °С, начиналось на 7–9 суток позднее выхода в стрелку. 
Шпильковидные побеги возникали в основном как боковые побеги укороченных ме-
тамеров розетки. Значительно реже они формировались из пазушных почек цветонос-
ного побега. У шпильковидного побега аксиальный градиент роста был несколько бо-
лее пологим, чем у 1-го междоузлия цветоносного побега (см. рис. 2). 

Сравнение растяжимости клеточных стенок у растущих и только что закончив-
ших рост (см. разд. «Объект и методы исследования») сегментов междоузлий ара-
бидопсиса в  целом подтверждает представление о  том, что скорость растяжения 
клеток определяется растяжимостью клеточных стенок (см. таблицу). Эластическая 
растянутость у растущих сегментов составляла 16–17%, у достигших окончательной 
длины — 12%. Различия в «кислом крипе», по которому судят о пластической рас-
тяжимости стенок, были не такими значительными и проявлялись не столько в силе 
реакции, сколько в большей ее продолжительности у растущих междоузлий. Подоб-

Растяжимость клеточных стенок и их пероксидазная и НАД·Н-оксидазная 
активностиь у растущих и закончивших рост («зрелых») сегментов междоузлий

A. thaliana дикого типа

Вариант

Растяжимость клеточных стенок
Пероксидазная 

активность,
МЕ/г сырой 

массы

НАД·Н-оксидазная,
МЕ/г сырой массыЭластическая 

растяну-
тость, %

«Кислый крип», мкм
Первые
5 мин 

реакции

Вторые
5 мин 

реакции
Растущий 

сегмент 16,4 ± 0,5 21,2 ± 0,8 3,3 ± 0,2 5,43 ± 0,29 1,56 ± 0,16

«Зрелый» 
сегмент 12,1 ± 0,4 20,1 ± 1,2 1,7 ± 0,2 7,26 ± 0,32 1,57 ± 0,11
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ные изменения растяжимости стенок наблюдались у цветоносных и шпильковидных 
побегов мутанта abr (данные не приведены). У  ряда растений было показано, что 
базипетальное снижение растяжимости клеточных стенок в  междоузлиях связа-
но с увеличением пероксидазной активности [15, 16]. В научной литературе мы не 
нашли сведений об аксиальном градиенте активности пероксидаз клеточных стенок 
у растений арабидопсиса. Поэтому нами была изучена оксидазная и пероксидазная 
активность этих ферментов у  верхнего быстрорастущего четырехмиллиметрового 
сегмента первого междоузлия растений дикого типа и у расположенного ниже мед-
леннорастущего сегмента. В  результате было показано, что пероксидазная актив-
ность медленнорастущего сегмента была на 35% выше, чем у быстрорастущего, а по 
НАД·Н-оксидазной активности эти сегменты не отличались (см. таблицу). Таким 
образом, у  междоузлий арабидопсиса снижение скорости удлинения клеток и  рас-
тяжимости клеточных стенок было связано с увеличением пероксидазной активно-
сти на фоне неизменной НАД·Н-оксидазной активности пероксидаз и, по-видимому, 
обусловлено образованием окислительных поперечных сшивок между полимерами 
клеточных стенок, которое катализируют пероксидазы [22].

Обычно у растений быстрый рост верхнего междоузлия сопровождается сниже-
нием скорости роста и  ускорением дифференцировки нижележащего междоузлия. 
В научной литературе имеются единичные сведения о том, что соотношение скоро-
сти роста последовательных междоузлий побега регулируется базипетальным по-
током ауксина [23]. Поэтому мы сравнили кинетику роста трех последовательных 
междоузлий цветоносного побега растений мутанта abr и растений wt, предполагая, 
что нарушение транспорта ауксина у мутанта может отразиться на корреляциях ро-
ста междоузлий. Рост 1-го междоузлия wt растений начинался через 18–20 сут. после 
замачивания семян и продолжался приблизительно 10 сут. Рост 2-го междоузлия на-
чинался на четверо суток позднее роста 1-го междоузлия, а рост 3-го междоузлия — 
на 4–5 сут. позднее 2-го междоузлия. Таким образом, когда длина 1-го междоузлия 
составляла 85% своей конечной длины, длина 2-го междоузлия составляла только 
20% своей конечной длины. Аналогичные соотношения роста наблюдались между 
2-м и 3-м междоузлиями: когда длина 2-го междоузлия достигала 90% своей конеч-
ной длины, длина 3-го междоузлия составляла 35% своей конечной длины. У расте-
ний мутанта abr кинетика роста междоузлий цветоносного побега и кинетика роста 
шпильковидного побега имели такую же сигмовидную форму, как и у wt растений. 
Однако соотношение скорости роста последовательных междоузлий существенно 
отличалось. Рост 2-го междоузлия начинался на трое суток позже роста 1-го междо-
узлия, а рост 3-го междоузлия на трое-четверо суток позднее роста 2-го междоузлия. 
Таким образом, когда 1-е междоузлие достигало 90% своей окончательной длины, 
длина 2-го междоузлия составляла 60% своей окончательной длины. Аналогичное 
соотношение роста наблюдалось между 2-м и 3-м междоузлиями: когда длина 2-го 
междоузлия составляла 90% своей окончательной длины, длина 3-го междоузлия 
составляла 50% своей окончательной длины. Таким образом, мы обнаружили, что 
у мутанта abr с нарушенным транспортом ауксина был значительно снижен градиент 
роста в ряду последовательных междоузлий цветоносного побега.
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Заключение

Для A. thaliana впервые было показано, что аксиальным градиентам роста меж-
доузлий соответствуют градиенты эластической и пластической растяжимости кле-
точных стенок. Базипетальное снижение растяжимости клеточных стенок может 
быть связано с образованием окислительных сшивок между полимерами, о чем сви-
детельствует значительное увеличение активности локализованных в  клеточных 
стенках пероксидаз. Аксиальные градиенты роста междоузлий цветоносных побе-
гов не различались у растений дикого типа и мутанта abr с нарушенным транспор-
том ауксина. Шпильковидные побеги мутанта имели более пологий градиент роста. 
У  растений wt в  каждый момент времени быстро удлинялось только одно междо-
узлие цветоносного побега, тогда как у  мутанта abr одновременно удлинялись два 
междоузлия. Таким образом, подавление полярного транспорта гормона ауксина 
уменьшало коррелятивное торможение роста в ряду последовательных междоузлий 
цветоноса арабидопсиса. 

* * *
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