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Известно, что регуляция удлинения корней важна для усвоения растениями минеральных пита-
тельных веществ, а фитогормоны цитокинины и абсцизовая кислота (АБК) и их взаимовлияние
важны для контроля удлинения корней при изменении доступности ионов. Однако их роль в регу-
ляции ростовой реакции на сверхоптимальные концентрации нитратов и фосфатов изучена недо-
статочно и является предметом изучения в настоящем исследовании. Влияние сверхоптимальных
концентраций нитрат- и фосфат-ионов на удлинение корней и распределение цитокининов между
корнями и побегами были изучены у мутанта ячменя Az34 с дефицитом АБК и его родительского
сорта Steptoe. Концентрацию цитокининов в клетках растущих кончиков корней анализировали
иммуногистохимическим методом. Сверхоптимальные концентрации нитратов и фосфатов приво-
дили к накоплению АБК и цитокининов в кончиках корней, что сопровождалось снижением содер-
жания цитокининов в побегах и ингибированием роста корней растений сорта Steptoe. У мутанта
Az34 не был обнаружен ни один из этих эффектов, что свидетельствовало о важности способности
растений аккумулировать АБК для контроля этих реакций. Поскольку известно, что цитокинины
ингибируют удлинение корней, влияние сверхоптимальных концентраций нитратов и фосфатов на
рост корней, вероятно, связано с накоплением цитокининов, вызванным AБК-индуцированным
ингибированием транспорта цитокининов от корней к побегам.
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ВВЕДЕНИЕ

Растения ведут прикрепленный образ жизни.
Ограниченность места их произрастания ком-
пенсируется способностью корневой системы к
быстрому росту, что очень важно для оптимиза-
ции усвоения питательных веществ. Нитраты яв-
ляются преобладающей формой азота, обладают
высокой подвижностью и поэтому часто выщела-
чиваются в нижние слои почвы. В этих условиях
эффективное их усвоение зависит от быстрого
удлинения корней, увеличивающего глубину уко-
ренения [1, 2]. Однако быстрое удлинение корней
не всегда выгодно, поскольку находящиеся в по-
верхностных слоях почвы корни позволяют полу-

чать ресурсы верхнего почвенного слоя, состоя-
щие из немобильных фосфатов. В этом случае бо-
лее выгодной стратегией становится замедление
роста корней в толще почвы. Таким образом,
адекватные изменения удлинения корней важны
для адаптации растений к изменяющейся корне-
вой среде, и важно понимать, как растения ощу-
щают концентрацию ионов в почве, и как эти
сигналы преобразуются в изменения длины кор-
ней.

Доступность минеральных питательных ве-
ществ влияет на концентрацию гормонов в расте-
ниях. В свою очередь гормоны растений регули-
руют многочисленные процессы, включая рост и
развитие. Поэтому считается, что гормоны дей-
ствуют как посредники в реакциях растений на
доступность питательных веществ. Цитокинины
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(ЦК) при этом играют особую роль как часть нит-
ратной сигнальной системы [3, 4]. Было показа-
но, что дефицит нитратов снижает экспрессию
генов изопентенилтрансферазы (IPT) [5], ответ-
ственной за синтез ЦК [6], и наоборот – добавле-
ние N в среду, содержавшую недостаточно N,
приводило к усилению регуляции этих генов [7].
Эти реакции зависели от функции нитратных
сенсоров (NRT1), называемых трансцепторами
из-за их двойной функции: в качестве переносчи-
ка N и рецепторов [8]. Этот вывод был основан на
экспериментах с мутантами, характеризующими-
ся нарушением функции NRT1 и отсутствием из-
менений либо в экспрессии генов IPT [9], либо в
содержании корневых ЦК [10] в условиях дефи-
цита N.

Дефицит не только N, но также и фосфатов (Р)
влиял на экспрессию генов IPT [11] и содержание
ЦК в растениях [12], вовлекая эти гормоны в ре-
акцию растений на дефицит P. При этом основ-
ное внимание было уделено транспорту ЦК от
корней к побегам, который действует как сигнал
на большие расстояния и контролирует функцию
побега в ответ на доступность питательных ве-
ществ [13]. Участие гормонов в ростовых реакци-
ях корней привлекало меньше внимания. Тем не
менее, снижение уровня корневых ЦК в P- и N-
голодающих растениях сопровождалось ускоре-
нием роста корней [11, 12, 14]. Поскольку ЦК мо-
гут ингибировать удлинение корней [15], сниже-
ние их содержания рассматривалось как причина
ускоренного роста корней в ответ на дефицит ми-
неральных питательных веществ [16]. Это пред-
положение было подкреплено отсутствием реак-
ции роста корней у мутанта nrt1-1, у которого N-
голодание не изменило содержание ЦК в корнях
[10].

Действие дефицита питательных веществ на
содержание гормонов и рост корней изучено хо-
рошо, в отличие от долгосрочных эффектов
сверхоптимальной концентрации минеральных
питательных веществ. В одном из немногих сооб-
щений было показано накопление ЦК в части
корней, подвергнутых воздействию высоких кон-
центраций минеральных питательных веществ,
имитирующих локальное внесение удобрений,
что сопровождалось ингибированием удлинения
корней [14]. Однако механизм этого эффекта
оставался неясным.

Абсцизовая кислота (АБК) принимает участие
в регуляции реакций доступности минеральных
питательных веществ наряду с ЦК. Эксперимен-
ты с растениями пшеницы, обработанными флу-
ридоном (ингибитором синтеза АБК), и растени-
ями ячменя с дефицитом АБК показали, что из-

менения концентрации ЦК в ответ на нехватку
минеральных питательных веществ зависели от
способности растений накапливать АБК [11, 16].
Однако взаимодействие АБК и ЦК в ответ на дли-
тельное действие сверхоптимальных концентраций
минеральных питательных веществ не изучали.

Высокие концентрации N увеличивали содер-
жание AБК в кончиках корней, что было связано
с наблюдаемыми изменениями в росте корней
[17]. Тем не менее, нелегко связать величину со-
держания АБК с изменениями в росте корней из-
за несоответствия между результатами, получен-
ными в экспериментах с экзогенной АБК, и экс-
периментами, связывающими реакцию роста
корней с изменениями концентрации эндоген-
ной АБК. Обработка АБК в основном ингибирует
удлинение корней [18], в то время как при неко-
торых условиях накопление эндогенной АБК со-
провождалось ускорением роста корней [19, 20].
Это можно объяснить, если принять во внимание
взаимодействие АБК с другими гормонами. Од-
нако это делали довольно редко – эксперименты
с экзогенной АБК не позволяют строго контро-
лировать накопление и распределение этого гор-
мона в растениях. Использование мутантов с де-
фицитом AБК позволяет получить представление
о механизмах ее действия. Этот подход был
успешно использован в случае трансгенного ара-
бидопсиса с дефицитом ЦК. Фенотипирование
этих растений подтвердило способность ЦК сти-
мулировать рост побегов и подавлять рост корней
растений [15]. Предыдущие эксперименты с
АБК-дефицитными растениями ячменя показали
зависимость метаболизма ЦК и роста корней от
способности Р-дефицитных растений накапли-
вать АБК [11]. Цель работы – проверка гипотезы
о том, что AБК участвует в контроле роста корней
и распределении ЦК между корнями и побегами,
выращенными при сверхоптимальной концен-
трации минеральных питательных веществ. Это
было достигнуто путем сравнения роста и содер-
жания ЦК в растениях ячменя с дефицитом AБК
и их родительского сорта, подвергнутых воздей-
ствию высокой (300%) концентрации раствора
Хогланда–Арнона (Х–A). Использовали повы-
шенную концентрацию всех компонентов рас-
твора Х–A, а не отдельных ионов для того, чтобы
не нарушать баланс между минеральными пита-
тельными веществами, от которого зависит их
усвоение растениями [21].

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Условия выращивания растений. Семена ячменя
Hordeum vulgare L. (AБК-дефицитного мутанта
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Az34 и его дикого типа сорта Steptoe) стерилизо-
вали в 2%-ном растворе NaClO в течение 10 мин,
промывали 1 ч проточной водопроводной водой,
раскладывали в один слой на смоченной дистил-
лированной водой фильтровальной бумаге в кон-
тейнере, покрывали его алюминиевой фольгой и
помещали на 1 сут для стратификации семян в хо-
лодильник при температуре 4°C. Затем контейнер
оставался при комнатной температуре еще 1 сут,
после чего проростки помещали на плотики из
запаянных и связанных вместе стеклянных тру-
бочек на водопроводной воде (200 семян/2 л во-
ды), при освещении 340 мкмоль/с/м2, световой
период – 14 ч. В возрасте 4 сут проростки перено-
сили на 10%- и 300%-ную питательную среду Х–
А. Был выбран 10%-ный раствор, т.к. результаты
предыдущих экспериментов показали, что он был
оптимальным для роста растений этого возраста
[20]. Через 2 сут после переноса на питательные
среды Х–А растения в возрасте 6 сут были взяты
для анализа гормонов и транспирации. Ростовые
показатели измеряли у 8-суточных растений.

Обработка карбонилцианид-м-хлорфенилгидра-
зоном. Для ингибирования вторичного активного
трансмембранного транспорта [22] карбонилциа-
нид-м-хлорфенилгидразон (КЦХГ) добавляли в
питательный раствор 6-суточных растений для
получения концентрации 10 мкМ. Корни и побе-
ги отбирали для анализа гормонов через 1 ч после
начала обработки КЦХГ.

Сбор ксилемного сока. Для сбора ксилемного
сока побеги ячменя отрезали под водой и соеди-
няли побеги с корнями тонкими силиконовыми
трубками [16]. Сравнение скорости транспира-
ции интактных и соединенных после разрезания
трубками растений показало, что эта процедура
не оказывала существенного влияния на транс-
пирацию в течение 10 мин. После 10 мин сбора
корневого экссудата трубки отсоединяли и пере-
несенный в пробирки корневой экссудат взвеши-
вали, замораживали в жидком азоте и хранили
при -80°C для очистки, разделения на ТСХ и
определения концентрации ЦК с помощью им-
муноанализа (ИФА). Доставку ЦК из корней в
побег рассчитывали путем умножения измерен-
ной концентрации ЦК на скорость транспира-
ции.

Определение скорости транспирации. Транспи-
рацию определяли гравиметрическим методом.
Для этого растения помещали в пластиковые ста-
каны (по 10 растений в стакан), накрывали фоль-
гой, чтобы предотвратить испарение с поверхно-
сти раствора, и взвешивали каждые 15 мин. По
разнице в весе стакана рассчитывали количество

воды, потраченное на транспирацию (мг во-
ды/растение/ч).

Экстракция и очистка гормонов. Гормоны экс-
трагировали из гомогенизированных тканей по-
бегов и корней растений ячменя 80%-ным этано-
лом в течение ночи при 4°C. ЦК и AБК экстраги-
ровали различными способами из аликвот
водного остатка как описано в работе [11]. ЦК
концентрировали на колонке C18 (Waters, Мил-
форд, США), промывали водой и элюировали
5 мл 80%-ного этанола, который упаривали досу-
ха. Осадок растворяли в 20 мкл этанола и наноси-
ли на покрытые силуфолом 60 (F-254 толщиной
0.25 мм) пластины размером 5 × 20 см (Merck,
Дармштадт, Германия). Разделение оснований
ЦК и их производных проводили в системе рас-
творителей: бутанол : аммиак : вода = 6 : 1 : 2. Эта
процедура позволила выделить и проанализиро-
вать нуклеотид зеатина (ZN, Rf 0–0.1), рибозид
зеатина (ZR, Rf 0.4–0.5), зеатин (Z, Rf 0.6–0.7)
[23]. Затем элюаты из зон, соответствующих по-
ложению стандартов ЦК, подвергали ИФА.

АБК экстрагировали диэтиловым эфиром из
водного остатка после его разбавления дистилли-
рованной водой и подкисления до рН 2.5 раство-
ром 1 н. HCl. Затем гормоны переносили из орга-
нической фазы в раствор NaHCO3, повторно экс-
трагировали из подкисленной водной фазы
диэтиловым эфиром, метилировали диазомета-
ном и подвергали ИФА [20]. Уменьшение коли-
чества экстрагента на каждой стадии и повторная
экстракция повышали селективность извлечения
гормонов [24].

Иммуноанализ. ИФА зеатина, его рибозида и
нуклеотида из растительных тканей и сока ксиле-
мы проводили с использованием сыворотки, по-
лученной против рибозида зеатина (ZR), которая,
как было показано, обладает высокой специфич-
ностью к производным зеатина [22]. Перекрест-
ная реактивность сыворотки против ZR к произ-
водным других оснований ЦК (дигидрозеатина и
изопентениладенина) низкая. Достоверность ме-
тода была подтверждена результатами физико-
химического анализа [22].

Для ИФА АБК использовали соответствую-
щие антитела. Перекрестная реактивность анти-
тел к AБК, фазеевой кислоте и ксантоксину со-
ставила 100, 0.1 и 0.001% соответственно.

ИФА проводили по протоколу, в котором
конъюгат ZR или AБК с овальбумином абсорби-
руется на твердую фазу (лунки микропланшета).
В каждую лунку добавляли стандарт или образец,
а также специфическую сыворотку и инкубиро-
вали. Несвязанные кроличьи антитела смывали,
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и козий анти-кроличий IgG, конъюгированный с
пероксидазой, инкубировали с адсорбированным
комплексом антиген–антитело. Все лунки снова
промывали и добавляли раствор субстрата, содер-
жащий о-фенилендиамин. Цветовую реакцию
количественно измеряли на микрофотометре при
длине волны 492 нм.

Иммунолокализация ЦК в кончиках корней. Для
иммунолокализации ЦК конъюгировали с белка-
ми цитоплазмы, чтобы предотвратить их вымыва-
ние в процессе обезвоживания. В частности, сво-
бодные ЦК основания в тканях кончиков корней
длиной 5 мм фиксировали в смеси 4% парафор-
мальдегида (Ридель–Деен, Зельце, Германия) и
0.1% глутарового альдегида (Sigma, Штайнхайм,
Германия), как описано в [22]. После промыва-
ния 0.1 М фосфатным буфером (ФБ) ткани обез-
воживали в серии разведений этанола. После это-
го ткани были погружены в метакрилатную смолу
JB-4 (Electron Microscopy Sciences, Хатфилд, Пен-
сильвания, США). Иммунолокализацию гормо-
нов проводили с использованием сыворотки про-
тив ZR. Гистологические срезы толщиной 1.5 мкм
были получены с помощью ротационного микро-
тома (HM 325, MICROM Laborgerate, Германия).
После нанесения блокирующего раствора (0.1 М
ФБ, содержащего 0.2% желатина и 0.05% Твина-
20) в течение 30 мин корневые срезы инкубирова-
ли с разбавленной кроличьей сывороткой против
ZR (разведение 1 : 80) в течение ночи при 4°C. За-

тем слайды трижды промывали в 0.1 М ФБ с
0.05% Tween-20 и наносили вторичные антитела
IgG против кролика, конъюгированные с Alexa
Fluor 555 (Invitrogen, Рокфорд, США), в течение
3 ч при 37°C. Затем срезы снова 5 раз промывали
ФБ, покрывали и затем визуализировали с помо-
щью конфокальной микроскопии с помощью
FV3000 Fluoview (FV31-HSD) (Токио, Олимп,
Япония). Флуоресценцию снимали при длине
волны возбуждающего лазера 561 нм и эмиссии
568 нм. Ранее специфичность и надежность ис-
пользования антител при иммуногистохимиче-
ской локализации гормонов были подтверждены
в экспериментах с обработкой растений экзоген-
ными гормонами [24] или с использованием
трансгенных растений с индуцированной экс-
прессией гена ipt, контролирующего синтез ЦК
[25] (положительный контроль). В качестве кон-
троля использовали неимунную кроличью сыво-
ротку, и отсутствие иммунного окрашивания при
замене сыворотки против ZR на неимунную сы-
воротку подтвердило надежность метода. Сред-
нюю интенсивность флуоресценции изображе-
ний, полученных с помощью конфокального
микроскопа, оценивали с помощью программно-
го обеспечения ImageJ (Национальные институ-
ты здравоохранения, Бетесда, Мэриленд, США
https://imagej.nih.gov/ij). Флуоресценцию выра-
жали в произвольных единицах, при этом макси-
мальную окрашивающую флуоресценцию при-
нимали за 100%, минимальную – за 0%.

Статистический анализ. Данные были обра-
ботаны с использованием программного обеспе-
чения Statistica версии 10 (Statsoft, Москва, Рос-
сия). На рисунках и таблицах данные представле-
ны в виде среднего со стандартной ошибкой (SE).
Значимость различий оценивали с помощью ANO-
VA с последующим тестом Дункана (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Количество первичных корней было одинако-

вым у растений ячменя обоих генотипов (7–
9 шт./растение) и не зависело от концентрации
минеральных питательных веществ в растворе.
Однако корни растений сорта Steptoe, выращен-
ных на 300%-ном растворе Х–A, были короче,
чем у растений того же генотипа, выращенных на
10%-ном растворе (рис. 1). Между тем, не было
никакой существенной разницы в длине корней
растений Az34, выращенных на растворах с раз-
личной концентрацией минеральных питатель-
ных веществ.

Концентрация ЦК (выраженная в нг/г сырой
массы) (рис. 2) и их содержание, рассчитанное на

Рис. 1. Суммарная длина корней 8-суточных расте-
ний ячменя сорта Steptoe и мутантаAz34, выращен-
ных в 10%- и 300%-ном растворе Х–A. Представлены
средние ± SE. Статистически разные средние (n = 20)
обозначены разными буквами (P < 0.05, ANOVA, тест
Дункана). То же на рис. 2–6.
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орган (табл. 1) в корнях растений сорта Steptoe на

300%-ном Х–А были больше, чем на 10%-ном Х–

А. Концентрация Z и ZR также была больше в

корнях растений, получавших 300%-ный раствор

Х–А, по сравнению с 10%-ным раствором Х–A,

наибольшее увеличение обнаружено в форме ZR.

Противоположная картина была обнаружена в

побегах растений сорта Steptoe, где концентрация

ЦК была больше при более низкой концентрации

питательных веществ (рис. 2). В отличие от сорта

Steptoe, у растений Az34 на 300%-ном Х–А уро-

вень гормона не увеличивался в корнях и не сни-

жался в побегах. Количество Z и ZN было даже

снижено при высокой концентрации питатель-

ных веществ.

У растений сорта Steptoe при сверхоптималь-

ной концентрации минеральных питательных ве-

ществ соотношение содержания ЦК в корне к со-

держанию ЦК в побеге увеличивалось примерно

в 1.5 раза (с 0.18 до 0.28), в то время как для Az34

была выявлена противоположная закономер-

ность.

Обработка растений сорта Steptoe протонофо-

ром карбонилцианид-m-хлорфенилгидразоном

(КЦХГ) предотвращала накопление цитокинина

в корнях растений, выращенных в 300%-ном рас-

творе Х–A (рис. 3).

Измерение концентрации ЦК в ксилемном

соке показало в 1.6 раза более низкий уровень ZR

в растениях сорта Steptoe, выращенных на 300%-

ном растворе Х–A по сравнению с 10%-ным рас-

твором Х–A (рис. 4).

По данным проведенных ранее эксперимен-

тов, процедура отбора проб ксилемного экссудата

Рис. 2. Концентрация (нг/г сырой массы (СМ)) Z, ZR, ZN в корнях и побегах 6-суточных растений ячменя дикого ти-
па (St) и мутанта Az34, выращенных в 10%- и 300%-ном растворе Х–А, n = 9.
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Таблица 1. Содержание цитокининов (нг/орган) в по-
бегах и корнях растений ячменя

Примечание. Статистически разные средние показатели для
каждого метаболита цитокинина (n = 9) обозначены разны-
ми буквами (P < 0.05, ANOVA, тест Дункана). То же в табл. 2.

Генотип Среда Z ZR ZN Z + ZR + ZN

Корни

St 10% Х–A 0.26 a 0.28 a 0.22 a 0.77 a

300% Х–A 0.34 b 0.46 b 0.29 b 1.10 b

Az34 10% Х–A 0.31 b 0.23 a 0.31 b 0.85 ab

300% Х–A 0.22 a 0.22 a 0.22 a 0.65 a

Побеги

St 10% Х–A 1.26 b 1.44 b 1.65 b 4.35 a

300% Х–A 0.88 a 1.65 b 1.30 ab 3.82 b

Az34 10% Х–A 1.00 ab 0.82 a 1.15 a 3.00 a

300% Х–A 0.81 a 1.19 ab 1.29 ab 3.29 a
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Рис. 3. Суммарное содержание ЦК (Z, ZR и ZN, нг/орган) в корнях 6-суточных растений ячменя сорта Steptoe, выра-
щенных в 10%- и 300%-ном растворе Х–A через 1 ч после обработки КЦХГ, n = 9.
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Рис. 4. Концентрация (нг/г сырого массы (СМ) Z, ZR, ZN в ксилемном экссудате 6-суточных растений ячменя сорта
Steptoe и мутанта Az34, выращенных в 10%- и 300%-ном растворе Х–А, n = 9.
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в течение 10 мин не влияла на скорость транспи-

рации [16]. У растений сорта Steptoe на 300%-ном

Х–А наблюдали снижение транспирации на 10%

(табл. 2). Расчет доставки ЦК производили путем

умножения концентрации ЦК в ксилемном соке

на скорость транспирации. Обнаружили еще

большее (в 1.8 раза) снижение доставки ZR от

корней к побегам растений сорта Steptoe, выра-

щенных на 300%-ном растворе Х–A по сравне-

нию с 10%-ным раствором. У растений мутанта

Az34 концентрация ЦК в ксилемном соке и

транспирация при различных уровнях питатель-

ных веществ не изменились, что отразилось в не-

изменной доставке ЦК от корней к побегам.

Как и ожидалось, концентрация AБК была

меньше у мутанта Az34, чем у растений сорта

Steptoe. Концентрация AБК в корнях была боль-

ше у растений Steptoe, выращенных на 300%-ном

растворе Х–A, по сравнению с 10%-ным раство-

ром, в то время как у растений Az34, выращенных

на любом уровне питательных веществ, не было

обнаружено существенной разницы в содержа-

нии AБК в корнях (рис. 5).

Иммуногистохимическое исследование срезов

корней показало повышенную флуоресценцию в

случае растений сорта Steptoe, выращенных на

300%-ном Х–А по сравнению с 10%-ным Х–А

(рис. 6a), в то время как у мутанта Az34 не было

обнаружено различий во флуоресценции корней

растений, выросших при разных уровнях мине-

ральных питательных веществ (рис. 6б). Специ-

фичность метода была подтверждена отсутствием

флуоресценции контрольных срезов, обработан-

ных неиммунной сывороткой (рис. 6в, г). Стати-

стическая значимость различия между участками

флуоресценции была подтверждена результатами

оценки средней интенсивности флуоресценции

изображений, полученных с помощью конфо-

кального микроскопа с программным обеспече-

нием ImageJ (рис. 6д).

Укорочение корней растений сорта Steptoe,

выращенных на 300%-ном растворе Х–A, сопро-

вождалось и, вероятно, было связано с накопле-

нием ЦК, обнаруженных как в целых корнях

(рис. 1, табл. 1), так и в их кончиках (рис. 6). Эти

результаты согласовались с известным эффектом –

Таблица 2. Транспирация и доставка ЦК из корней в побеги у 6-суточных растений ячменя сорта Steptoe (St) и
его мутанта (Az34), растущих на 10%- и 300%-ном растворе Х–A

Генотип и среда
Транспирация, 

мг H2O/ч/растение

Доставка, нг ЦК/ч/растение

Z ZR ZN

St, 10% Х–A 51.6 ± 2.8a 0.20 ± 0.01 b 0.20 ± 0.01 b 0.12 ± 0.02 b

St, 300% Х–A 47.7 ± 1.9 a 0.17 ± 0.02 a 0.11 ± 0.01 a 0.06 ± 0.01 a

Az34, 10% Х–A 61.5 ± 2.7 b 0.29 ± 0.02 c 0.22 ± 0.03 b 0.18 ± 0.01 c

Az34, 300% Х–A 60.5 ± 2.5 b 0.25 ± 0.01 bc 0.20 ± 0.2 b 0.15 ± 0.01 bc

Рис. 5. Концентрация АБК в корнях и побегах 6-суточных растений ячменя сорта Steptoe и мутанта Az34, выращенных
в 10%- и 300%-ном растворе Х–A, n = 9.

40

60

80

100

120

140

160

20

0
Steptoe

Корень Побег

Steptoe

К
о

н
ц

е
н

т
р

а
ц

и
я

 А
Б

К
, 

н
г/

г 
С

М

Az34 Az34

ab

bc

bc

10% X-A 300% X-A

b

a
a

b

c



АГРОХИМИЯ  № 6  2022

СВЯЗЬ УДЛИНЕНИЯ КОРНЯ РАСТЕНИЙ ЯЧМЕНЯ 41

ингибирующим действием ЦК на рост корней

[26]. Взаимосвязь между ними подтверждена дан-

ными о том, что 300%-ный Х–A не влиял на дли-

ну корня растений мутанта Az34, что, вероятно,

было связано с отсутствием у них накопления

ЦК. Усиление окрашивания на ЦК, обнаружен-

ное в кончиках корней, выросших на 300%-ном

Х–А, очень важно для объяснения замедления

роста корня, поскольку процесс роста происхо-

дит именно в этой его части. Иммуногистохими-

ческий метод показал более высокое содержание

ЦК как в делящихся, так и в удлиняющихся клет-

ках корня, что соответствовало способности ЦК

ингибировать как деление [27], так и удлинение

клеток корня [28], что приводило к торможению

их роста. Аналогичные результаты были получе-

ны ранее в опытах с разделенной корневой систе-

мой, помещенной в контейнеры с разной кон-

центрацией ионов, которые показали накопление

ЦК в корнях, контактирующих с концентрирован-

ным раствором, что сопровождалось ингибирова-

нием их роста [14]. Однако механизм накопления

ЦК в этих экспериментах оставался неясным. На-

стоящий эксперимент показал, что это могло

быть связано с ингибированием экспорта ЦК из

корней. Обнаружили накопление ЦК в корнях

богатых питательными веществами растений

сорта Steptoe одновременно со снижением уров-

ня ЦК в их побегах. Кроме этого, пониженная

концентрация ЦК, обнаруженная в ксилемном

соке этих растений, могла служить прямым дока-

зательством снижения транспорта ЦК из корней.

Доставка ЦК от корней к побегам растений ячме-

ня на 300%-ном растворе Х–А снижалась даже в

большей степени, чем их концентрация, из-за бо-

лее низкой скорости транспирации (табл. 1).

Снижение транспирации этих растений можно

объяснить пониженной концентрацией ЦК, обна-

руженных в их побегах, поскольку известно, что эти

гормоны поддерживают транспирацию [29].

Рис. 6. Локализация цитокининов в кончиках корней растений сорта Steptoe (a) и мутанта Az34 (б), выращенных в
300%- или 10%-ном растворе Х–A. Иммуногистохимический контроль с использованием неиммунной сыворотки (в)
и изображение кончиков корней в проходящем свете (г). Флуоресценция цитокининов (среднее ± SE, условные еди-
ницы, максимальная флуоресценция принята за 100%, минимальная – за 0%) (д). Шкала 200 мкМ, n = 8.
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Обычно снижение доставки гормонов от кор-

ней к побегам объясняется ингибированием их

синтеза в корнях [7]. Однако оно не может быть

применено в нашем случае, поскольку накопле-

ние ЦК, обнаруженных в корнях растений сорта

Steptoe на 300%-ном растворе, свидетельствовало

против этого. Открытие переносчиков ЦК [30]

позволило объяснить механизм прямой регуляции

доставки ЦК от корней к побегам. Ранее было пока-

зано, что ингибирование вторичного активного

трансмембранного транспорта обработкой прото-

нофором КЦХГ приводило к снижению концен-

трации ЦК в корнях [24]. В настоящих экспери-

ментах добавление КЦХГ предотвращало накоп-

ление ЦК в корнях растений сорта Steptoe на

300%-ной среде Х–А, что предполагало участие

вторичного активного процесса захвата ЦК клет-

ками корня в накоплении этого гормона в расте-

ниях ячменя, выращенных на 300%-ном Х–А.

Важно отметить, что ни накопление ЦК в кор-

нях, ни ингибирование их удлинения не обнару-

жено у мутантов ячменя с дефицитом АБК (рис. 1,

2). Концентрация АБК была меньше в растениях

мутанта Az34, чем в растениях сорта Steptoe, и, в

отличие от их родительского сорта, концентра-

ция АБК не увеличивалась в корнях растений яч-

меня на 300%-ной среде Х–А (рис. 5). Эти резуль-

таты свидетельствовали о важности способности

растений накапливать АБК для регуляции корне-

вых ЦК и реакций роста. Есть данные, что высо-

кие концентрации N увеличивают концентрацию

АБК в корнях растений кукурузы, что связано с

высвобождением свободной АБК из ее конъюга-

тов [31]. Не исключено, что этот механизм дей-

ствовал и в настоящем эксперименте. Однако от-

сутствие значительного накопления АБК в расте-

ниях мутанта Az34 со сниженной активностью

альдегидоксидазы АБК [32] предполагает участие

синтеза АБК в накоплении этого гормона в ответ

на сверхоптимальные концентрации минераль-

ных питательных веществ. Было показано, что

удаление Р из питательного раствора приводило к

снижению концентрации ЦК в кончиках корней

из-за индуцированного АБК подавления гена

HvIPT-1, участвующего в контроле синтеза ЦК

корнях растений ячменя [11]. Этот механизм вряд

ли будет работать в корнях растений ячменя на

300%-ном Х–А, поскольку под действием сверх-

оптимальной концентрации минеральных пита-

тельных веществ концентрация ЦК увеличива-

лась, а не снижалась. Известно, что N усиливает

регуляцию генов IPT как у арабидопсиса, так и у

кукурузы [7], и очевидно, что этот эффект пре-

одолевал возможную АБК-индуцированную по-

нижающую регуляцию генов в растениях Steptoe,

растущих на сверхоптимальной питательной сре-

де, что приводило к высокой концентрации цито-

кининов в корнях растений. Повышенная кон-

центрация АБК, сопровождавшаяся снижением

концентрации ЦК, была обнаружена в побегах

растений, подвергавшихся воздействию как де-

фицита N, так и их сверхоптимальной концен-

трации [33], и эти эффекты, скорее всего, отража-

ют не простое совпадение, а действие АБК на

синтез ЦК и их транспорт от корней к побегам.

АБК, вероятно, будет действовать по-другому в

растениях, богатых питательными веществами,

по сравнению с растениями, испытывающими

недостаток питательных веществ, ингибируя

транспорт ЦК от корней к побегам, что приводит

к накоплению ЦК в корнях и ингибированию их

удлинения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сравнение эффектов сверхоптимальной кон-

центрации минеральных питательных веществ на

мутанте ячменя с дефицитом AБК и его родитель-

ском сорте показало зависимость роста корней и

цитокининовых реакций от способности расте-

ний продуцировать AБК. В растениях сорта Step-

toe, способных накапливать AБК, сверхопти-

мальная концентрация минеральных питатель-

ных веществ приводила к снижению экспорта ЦК

из корней в побеги, массовому накоплению ЦК в

корнях и их повышенному содержанию в расту-

щих кончиках корней, что ингибировало их удли-

нение. Все эти эффекты отсутствовали у растений

ячменя с дефицитом AБК.

Работа выполнена на оборудовании ЦКП

“Агидель”.
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Effect of Supra-Optimal Nitrates and Phosphates Concentrations 
on the Process of Barley Roots Elongation Associated 

with the ABA-Dependent Transport of Cytokinins from the Roots
L. N. Timergalinaa,# and L. B. Vysotskayaa

aUfa Institute of Biology, Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences
prosp. Octyabrya 69, Ufa 450054, Russia

#E-mail: leinaz@mail.ru

Regulation of roots elongation is important for assimilation of mineral nutrients by plants. Phytohormones –
cytokinins (CK) and abscisic acid (ABA) and their interaction are important for root elongation control while
ion availability changes. However, their role in regulating the growth response to supra-optimal concentra-
tions of nitrates (N) and phosphates (P) has not been sufficiently studied and it is the subject of this study.
The effect of supra-optimal concentrations of N and P ions on root elongation and CK distribution between
roots and shoots was studied in ABA deficient barley mutant Az34 and its parent variety Steptoe. The CK
concentration in the cells of the growing root tips was analyzed by immunohistochemical method. Supra-op-
timal concentrations of N and P led to the ABA and CK accumulation in the root tips, which was accompa-
nied by a decrease in the CK content in shoots and inhibition of root growth in Steptoe plants. None of these
effects were detected in Az34, which indicates the importance of the ability of plants to accumulate ABA to
control these reactions. Since CK are known to inhibit root elongation, the effect of supra-optimal concen-
trations of N and P on root growth is probably due to the accumulation of CK caused by ABA-induced inhi-
bition of CK transport from roots to shoots.

Key words: barley Hordeum vulgare L., barley mutant Az34, root elongation, abscisic acid (ABA), cytokinins,
mineral nutrition.
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