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Взаимодействие различных сигнальных путей при развитии корневой системы исследовали на при-
мере влияния эффекторов Ca2+-сигналинга и стимулирующего ризогенез олигосахарина (OSRG)
на ИУК-индуцируемое формирование адвентивных корней. Определение чувствительности стадий
корнеобразования к ИУК, Са2+ и олигосахарину на культивируемых эксплантах гипокотилей гре-
чихи (Fagopyrum esculentum Moench) показало, что действие Са2+, как и OSRG относится к ранним
стадиям процесса формирования корней и предшествует действию гормона. Ауксин может быть
внесен в среду с задержкой, но не позднее, чем через час после начала культивирования эксплантов,
а Са2+ должен находиться в среде с самого начала культивирования. Количество ИУК-индуциро-
ванных адвентивных корней на сегментах гипокотилей гречихи уменьшалось при действии блока-
торов Са2+-каналов (верапамил, дилтиазем), соединений, влияющих на высвобождение Са2+ из
внутриклеточных хранилищ (рутениевый красный, неомицин), а также антагонистов кальмодули-
на (хлорпромазин, флуфеназин). С использованием блокатора кальциевых каналов (дилтиазем) по-
казано, что эффект олигосахарина не зависел от функционирования потенциал-зависимых каналов
плазмалеммы. Анализ данных профилирования транскриптома культивируемых эксплантов вы-
явил в анализируемых образцах экспрессию 149 генов (TGR > 5), имеющих отношение к Са2+-сигна-
лингу. Профиль экспрессии этих генов существенно менялся в ходе ИУК-индуцированного корнеоб-
разования, при этом внесение OSRG оказывало эффект на экспрессию лишь некоторых из них.
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ВВЕДЕНИЕ

Адвентивные корни – это корни, имеющие
постэмбриональное происхождение и формирую-
щиеся на поверхности стеблей, листьев, гипокоти-
лей [1]. Их образование регулируется большим ко-
личеством экзогенных и эндогенных факторов,
среди которых главенствующее место отводится
ауксину – основному индуктору и ключевому эле-
менту, объединяющему различные сигнальные
пути, вовлеченные в процесс формирования кор-
ней [1]. Показано его взаимодействие практиче-
ски со всеми фитогормонами, которое может но-
сить либо синергический, либо антагонистиче-
ский характер в зависимости от стадии развития
корня [2]. Известно, что ауксин способствует ад-
вентивному корнеобразованию через NO-опо-

средуемый путь с MAPK-каскадами в качестве
нисходящего сигнала [3]. В роли сигнальных мо-
лекул в ауксин-индуцированном адвентивном
корнеобразовании также функционируют Н2О2 и
цГМФ [4].

Другим универсальным сигналом является
Ca2+, который служит в качестве основного вто-
ричного мессенджера во многих клеточных про-
цессах [5]. Повышение концентрации цитозоль-
ного Ca2+ наблюдается в течение нескольких ми-
нут после применения ауксина, показывая, что
ауксин является мощным индуктором кальцие-
вого сигнала [6]. В свою очередь, кратковремен-
ное изменение концентрации Са2+ в цитоплазме
вовлечено как в процесс выхода ауксина из кле-
ток через релокализацию PIN-белков [7], так и в
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приток ауксина, опосредованный AUX-перенос-
чиками [8]. Ингибиторы транспорта ауксина спо-
собны блокировать также и передвижение Ca2+

[9], а хелаторы кальция и блокаторы кальциевых
каналов подавляют ауксин-зависимую элонга-
цию сегментов эпикотилей гороха [10]. Несмотря
на то, что не показано прямого взаимодействия
между двумя эффекторами, имеющиеся данные
указывают на существование сложной системы
прямых и обратных связей между Ca2+ и ауксино-
вой сигнализацией.

С применением ингибиторного анализа на по-
бегах тополя, проростках огурца и маша, было по-
казано, что вещества, влияющие на внутриклеточ-
ное содержание Са2+ или передачу кальциевого
сигнала, вызывают снижение ИУК-индуцируемо-
го формирования адвентивных корней [4, 11, 12].
При осуществлении этого процесса Са2+ находится
во взаимосвязи с NO-, цГМФ- и МАР-киназной
системами [3, 4]. Очевидно, что приведенный пере-
чень регуляторов процесса корнеобразования дале-
ко не полный, поскольку из-за вовлеченности
как ИУК, так и Са2+ в большое количество про-
цессов необходимы дополнительные участники,
обладающие более «точечным ударом» и позволя-
ющие обеспечить точность передачи сигнала.

Начиная с 80-х годов, появились данные о но-
вых регуляторных молекулах – олигосахаринах –
фрагментах клеточной стенки, обладающих био-
логической активностью [13, 14]. Разрыхление кле-
точной стенки (в том числе, при действии ауксина),
связанное с ростом, развитием и образованием но-
вых органов, включает ряд гидролитических про-
цессов, что способствует высвобождению из поли-
меров клеточной стенки растворимых фрагмен-
тов – олигосахаридов, которые могут обладать
значительным морфогенным потенциалом [13, 14].
Различные олигосахарины в основном оказывают
ингибирующий эффект на процессы, индуцируе-
мые ауксином, такие как удлинение сегментов стеб-
лей гороха [15] или формирование адвентивных
корней [13]. Механизм регуляции олигосахарина-
ми морфогенных реакций растительного орга-
низма все еще непонятен. Вместе с тем показано,
что одной из первых реакций на некоторые оли-
госахариды (олигогалактурониды) служит повы-
шение уровня цитозольного Са2+ [16].

В нашей лаборатории получена фракция оли-
госахаридов, которая обладает способностью уве-
личивать количество ИУК-индуцируемых корней
на различных модельных системах (OSRG – oligo-
saccharin that stimulates rhizogenesis) [17]. Учиты-
вая тесную связь между передачей ауксинового
сигнала и Са2+-сигнализацией, а также между эф-
фектом ауксинов и олигосахаринами, и доказан-
ную взаимосвязь этих соединений с процессами
роста и развития [17, 18], целью настоящего ис-
следования явилось изучение взаимодействия

между этими эффекторами в процессе формиро-
вания адвентивных корней на эксплантах гипо-
котилей гречихи.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследований служили сегменты
гипокотилей гречихи. Для их получения семена
гречихи (Fagopyrum esculentum Moench) стерили-
зовали 10 мин в 2% растворе гипохлорита натрия,
а затем проращивали в течение 4 суток на 1/2 нор-
мы агаризованной среды Мурасиге-Скуга (MS/2)
[19]. Из средней части гипокотиля вырезали сег-
менты длиной 1 см, которые разделяли вдоль на
две части, помещали срезом вниз в чашки Петри
с жидкой средой MS/2 и культивировали в тече-
ние 5 суток в темноте при 25°C. Среда MS/2 со-
держала 2% сахарозы, для агаризованной среды
вносили 0.8% агара. Все работы по выращиванию
гипокотилей, приготовлению и культивирова-
нию эксплантов выполняли стерильно.

Экстракцию олигосахарина OSRG из пророст-
ков гороха (Pisum sativum L.) и последующую
очистку выполняли согласно разработанной ра-
нее методике [14], в основе которой лежит по-
этапная очистка экстрагированных буфером со-
единений с использованием последовательных
стадий хроматографии, включающих катионную,
анионообменную хроматографию и гель-филь-
трацию. Условия подбирались с учетом высокой
гидрофильности нейтральных олигосахаридов и
отсутствия у них зарядов, а также с целью обеспе-
чить удаление примесей, обладающих биологиче-
ской активностью (белки, фенолы) и сохранить
олигосахариды в процессе извлечения их из расти-
тельной ткани. Детальное описание методики при-
ведено в недавней работе [20]. В процессе очистки
тестировали активность различных фракций на
разработанной ранее тест-системе – сегментах
гипокотилей гречихи, на которых с помощью
ИУК было индуцировано образование адвентив-
ных корней [14]. Подсчет корней (длиной не ме-
нее 2 мм) проводили визуально на пятые сутки
инкубации. Отобранная углеводная фракция,
стимулирующая ризогенез, была обозначена как
OSRG (oligosaccharin that stimulates rhizogenesis).
Моносахаридный анализ OSRG выявил остатки
галактозы, арабинозы, глюкозы и рамнозы (соот-
ветственно, 37, 29, 23 и 9 мол.%); судя по спектру
поглощения, фракция не содержала неуглевод-
ных примесей [20].

Используемые эффективные концентрации
экзогенного Са2+, ИУК, а также других исследуе-
мых ингибиторов и эффекторов были выбраны,
основываясь на результатах предварительных
экспериментов. Во всех экспериментах применя-
ли 3 мМ Са2+, что соответствует его концентра-
ции в среде Мурасиге-Скуга [19], 3 мкМ ИУК и
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ЛАРСКАЯ и др.

5 мкг/мл OSRG. Концентрации остальных эффек-
торов: дилтиазем – 12.5 мкМ, верапамил – 25 мкМ,
неомицин – 12.5 мкМ, рутениевый красный –
2.5 мкМ, хлорпромазин – 25 мкМ, флуфеназин –
50 мкМ (“Sigma-Aldrich”, USA). При изучении
действия эффекторов Са2+-сигнальной системы
они вносились одновременно с ИУК в начале
культивирования эксплантов на весь его период.
При анализе эффектов различных комбинаций
ИУК, олигосахарина (OSRG) и дилтиазема на
формирование корней сопоставлялось действие:
(а) каждого из этих эффекторов по отдельности в те-
чение всего периода культивирования, (б) возмож-
ных комбинаций этих эффекторов (ИУК + OSRG
или ИУК + дилтиазем, или OSRG + дилтиазем,
или ИУК + OSRG + дилтиазем) в течение всего
периода культивирования, (в) предобработки в
течение одного часа одними эффекторами с после-
дующим переносом в среду с другими (с OSRG на
ИУК; с OSRG + дилтиазем на ИУК; с OSRG на
ИУК + дилтиазем). Каждый эксперимент был
выполнен в трех повторностях. Для каждого ва-
рианта использовали не менее 10 эксплантов.
Статистическую обработку данных проводили с
использованием программы Microsoft Office Ex-
cel 2010. В табл. 1 и на рис. 2, 3 приведены средние
значения и их стандартные ошибки.

Для анализа экспрессии генов, активных в хо-
де индукции корнеобразования под действием
олигосахарина OSRG, были использованы тран-
скриптомы сегментов гипокотилей гречихи,
культивируемых на среде с добавлением ИУК
(IAA) или ИУК+олигосахарин (IAA + OS) в тече-
ние 6 и 24 часов [20]. Соответствующие варианты
были обозначены как: IAA (6 h), IAA + OS (6 h),
IAA (24 h) и IAA + OS (24 h). Экстракцию тоталь-
ной РНК проводили из 10 эксплантов каждого
образца путем комбинированного метода лизиса
растительных тканей с использованием аналога
реагента TRIzol (“Евроген”, Россия) и RNeasy
Plant Mini Kit (“Qiagen”, Германия). Для макси-
мального удаления ингибиторов (полифенолы,
полисахариды) последующих ферментативных
реакций, в ходе экстракции РНК был использо-
ван набор Plant RNA Isolation Aid (“Ambion”,
США). Подготовку библиотек кДНК и последую-
щее секвенирование проводили с использовани-
ем TruSeq Sample Prep Kit v3 (“Illumina”, США) и
Illumina HiSeq2500. Оценку качества секвениро-
вания и очистку прочтений от адаптеров и контами-
наций рРНК в библиотеках ридов, полученных в
виде файлов fastq, проводили с использованием
программ FastQC (http://www.bioinformatics.babra-
ham.ac.uk/projects/fastqc/) и bbtools (https://
jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/). Расчет диф-
ференциально-экспрессируемых генов (ДЭГ)
осуществляли с помощью пакета R “DEseq2” [21].
Значения экспрессии представлены в виде нор-
мализованных TGR (total gene reads). В качестве

порога для дифференциально-экспрессируемых
генов считали значения FC (fold change) ≥ |2| при
P ≤ 0.05. Volcano plot, отображающий дифференци-
альную экспрессию между образцами, построен с
использованием пакета R “Enhanced Volcano” [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Формирование адвентивных корней в зависимости 

от времени и порядка внесения ИУК и Са2+

в среду культивирования
Одним из подходов для изучения характера

взаимодействия разных физиологически активных
соединений служит анализ изменений эффекта в за-
висимости от времени и порядка их добавления к
растительным объектам. Такой подход, например,
позволил выявить, что олигосахарин OSRG эф-
фективен только на ранних стадиях индукции
ауксином образования адвентивных корней [17].
Чтобы исследовать появление корней на экс-
плантах гречихи в зависимости от времени и по-
рядка внесения в среду культивирования ИУК и
Са2+, экспланты сначала помещали в среду с обо-
ими эффекторами, а затем, по истечении указан-
ного промежутка времени (диапазон от 30 минут
до 48 часов), переносили на среду, содержащую
либо ИУК, либо Са2+, где они оставались до кон-
ца культивирования (рис. 1, варианты I, II). Или,
наоборот, экспланты сначала инкубировали в
среде, содержащей один из эффекторов (ИУК
или Са2+), используя те же временные интервалы,
а затем переносили в среду, содержащую оба эф-
фектора (рис. 1, варианты III, IV). Для сравнения
в качестве контрольного варианта использовали
экспланты, культивируемые во время всего экс-
перимента в присутствии ИУК и Са2+; количе-
ство корней, формируемое в таких условиях, со-
ставляло 12.0 ± 0.8 корней на эксплант.

При переносе из среды, содержащей и Са2+, и
ИУК в среду, содержащую только Са2+ или толь-
ко ИУК, экспланты необходимо было выдержать
на среде с обоими эффекторами не менее 24 ча-
сов, чтобы достичь такого же количества корней,
которое наблюдалось в контрольном варианте
(табл. 1, колонки I, II). По истечении этого пери-
ода времени удаление одного из эффекторов из
среды культивирования уже не оказывало влия-
ния на их количество.

При обратной постановке эксперимента, ко-
гда экспланты переносили из среды, содержащей
либо только ИУК, либо только Са2+, в среду, со-
держащую оба эффектора, количество корней
сильно зависело от того, какой эффектор присут-
ствовал на первой стадии эксперимента (табл. 1,
колонки III, IV). Так, инкубация в среде с кальци-
ем, но без гормона в течение 1–2 часов не оказыва-
ла негативного воздействия на количество корней,
и при последующем переносе на среду, содержа-
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щую и Са2+, и ИУК, экспланты формировали то
же количество корней, как и в контрольном вари-
анте (табл. 1, колонка III). Более длительное
культивирование в среде с Са2+, но в отсутствии
гормона имело негативный эффект, и чем позже
осуществлялся перенос на среду с обоими эффек-
торами, тем меньше было количество корней.
При добавлении гормона через 48 ч после начала
культивирования его эффект отсутствовал пол-
ностью, и количество корней на эксплантах было
таким же, как при их культивировании в среде без
гормона в течение всего исследуемого периода, и
составляло 3–4 корня на эксплант.

Если при инкубации в среде с Са2+, но без
ИУК допускался, по крайней мере, 1–2 часовой
лаг-период до внесения гормона, без негативно-
го влияния на количество корней (табл. 1, ко-
лонка III), то инкубация в среде без Са2+ даже в те-
чение 30 минут отрицательно сказывалась на коли-

честве корней, несмотря на присутствие гормона в
среде культивирования (табл. 1, колонка IV).

Действие эффекторов Са2+-сигнальной системы
на формирование адвентивных корней

Для дальнейшей характеристики роли Са2+ в
процессе формирования адвентивных корней было
исследовано действие ингибиторов Са2+ каналов и
антагонистов кальмодулина – ключевого Са2+-сен-
сорного белка.

Обработка эксплантов блокаторами кальцие-
вых каналов, подавляющих либо вход ионов
кальция извне – верапамилом (25 мкМ) и дилти-
аземом (12.5 мкМ), либо выход Са2+ из внутри-
клеточных хранилищ – неомицином (12.5 мкМ) и
рутениевым красным (2.5 мкМ), приводила к
снижению количества корней на эксплантах
(рис. 2). Антагонисты кальмодулина – хлорпро-

Таблица 1. Количество корней, образующихся на сегментах гипокотилей гречихи, в зависимости от различных
комбинаций ИУК и Са2+ в среде культивирования.

Примечание: подсчет корней осуществляли на пятые сутки культивирования, начиная от момента помещения эксплантов на
первую среду. Используемые концентрации: ИУК – 3 мкМ; Са2+– 3 мМ.

Время 
культивирования
в первой среде, ч

Количество корней, формируемых на эксплантах,
шт./эксплант

I II III IV

ИУК + Са2+ → Са2+ ИУК + Са2+ → ИУК Са2+ → ИУК + Са2+ ИУК →
ИУК + Са2+

0.5 – 3.0 ± 0.4 11.4 ± 1.4 6.0 ± 0.3
1 4.3 ± 0.3 3.0 ± 0.3 11.9 ± 1.5 –
2 3.5 ± 0.8 – 11.0 ± 1.6 –
3 3.3 ± 0.3 2.0 ± 0.1 9.7 ± 0.7 4.0 ± 0.2
5 2.5 ± 0.5 4.5 ± 0.5 8.5 ± 1.6 2.0 ± 0.1

12 2.0 ± 0.4 8.0 ± 0.3 6.0 ± 0.9 2.5 ± 0.2
24 12.7 ± 1.1 12.0 ± 1.2 4.3 ± 0.5 2.0 ± 0.1
48 12.3 ± 1.3 – 3.7 ± 0.9 –

Рис. 1. Схема эксперимента по установлению периодов культивирования в средах с различными комбинациями
ИУК и Са2+, требуемых для формирования корней на эксплантах гипокотилей гречихи.
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мазин и флуфеназин – в концентрациях 25 мкМ и
50 мкМ, соответственно, также оказывали инги-
бирующий эффект на процесс формирования
корней (рис. 2).

Действие дилтиазема и олигосахарина (OSRG) 
на формирование адвентивных корней

Для изучения сопряженности в эффектах оли-
госахарина и экзогенного кальция на ИУК-инду-

цируемое образование адвентивных корней сопо-
ставлено действие на этот процесс различных
комбинаций ИУК, олигосахарина и блокатора
кальциевых каналов дилтиазема (рис. 3). Обнару-
жено, что если ИУК повышала количество корней
(12.0 ± 0.8 корней на эксплант), по сравнению с
безгормональным вариантом (3.4 ± 0.5 корней на
эксплант), то культивирование эксплантов в среде
без гормона только с OSRG или только с дилтиа-
земом, не оказывало эффекта, и количество кор-
ней в этих вариантах не превышало 3-4 корней на
эксплант (рис. 3). При одновременном добавле-
нии ИУК и OSRG в среду культивирования коли-
чество корней увеличивалось до 16.2 ± 0.8 корней
на эксплант, что примерно на 30% выше количе-
ства корней, индуцируемых одним гормоном
(рис. 3). Обработка эксплантов дилтиаземом вме-
сте с ИУК приводила к снижению количества
корней приблизительно на 25% (9.1 ± 0.4 корней
на эксплант). Культивирование эксплантов в сре-
де с добавлением одновременно и OSRG, и дилти-
азема, но без гормона давало количество корней,
сопоставимое с безгормональным вариантом. При
одновременном внесении в среду культивирова-
ния всех трех эффекторов (ИУК, OSRG и дилтиа-
зем) количество корней было сопоставимо с дей-
ствием одной ИУК (рис. 3).

Предобработка эксплантов OSRG в течение
часа с последующим переносом в среду, содержа-
щую ИУК, вызывала дополнительное увеличение
количества корней по сравнению с тем, что было
получено при инкубации как с одним гормоном,
так и при одновременном добавлении OSRG и
ИУК в среду культивирования (рис. 3). Такой же
эффект наблюдался и в том случае, если вместе с
OSRG вносили дилтиазем. Однако предобработ-
ка эксплантов OSRG не имела эффекта, если экс-

Рис. 2. Действие эффекторов Са2+-сигнальной систе-
мы на ИУК-индуцированное формирование адвен-
тивных корней на сегментах гипокотилей гречихи.
Ингибиторы вносились одновременно с ИУК в нача-
ле культивирования эксплантов на весь период инку-
бации.
1 – ИУК (3 мкМ); 2 – дилтиазем (12.5 мкМ); 3 – вера-
памил (25 мкМ); 4 – неомицин (12.5 мкМ); 5 – руте-
ниевый красный (2.5 мкМ); 6 – хлорпромазин
(25 мкМ); 7 – флуфеназин (50 мкМ).
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Рис. 3. Действие ИУК, олигосахарина и дилтиазема на формирование корней на эксплантах гипокотилей гречихи.
Концентрации: ИУК – 3 мкМ, олигосахарин (OSRG) – 5 мкг/мл, дилтиазем – 12.5 мкМ. (а) – Действие одного эф-
фектора: 1 – ИУК; 2 – OSRG; 3 – дилтиазем; (б) – действие различных комбинаций эффекторов: 4 – ИУК + OSRG;
5 – ИУК + дилтиазем; 6 – OSRG + дилтиазем; 7 – ИУК + OSRG + дилтиазем; (в) – предобработка одними эффекто-
рами с последующим переносом в среду с другими. Время предобработки – 1 час: 8 – с OSRG на ИУК; 9 – с OSRG +
+ дилтиазем на ИУК; 10 – с OSRG на ИУК + дилтиазем.
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планты потом переносили в среду, содержащую
ИУК и дилтиазем.

Анализ экспрессии генов, имеющих 
отношение к Са2+-сигналингу

С целью выявления возможных механизмов
участия Са2+ в ИУК-индуцируемом процессе об-
разования адвентивных корней при стимулирую-
щем действии OSRG, мы охарактеризовали изме-
нения в экспрессии генов, имеющих отношение к
Са2+-сигналингу при добавлении OSRG. Для это-
го были проанализированы и сопоставлены опуб-
ликованные ранее полные транскриптомы сег-
ментов гипокотилей гречихи, культивируемых на
среде MS/2 с 3 мМ Са2+ в присутствии только
ИУК или ИУК + OSRG [20].

Учитывая, что и OSRG, и Са2+ вовлечены в
ранние этапы развития ризогенной программы,
были выбраны две временные точки, отражающие
начальные стадии процесса корнеобразования: пер-
вая (6 часов от начала культивирования), на которой
не происходит значительных морфологических из-
менений, охватывает различные процессы, связан-
ные с преодолением последствий нарезания экс-
плантатов, спецификацией клеток-основателей и
антиклинальными/периклинальными деления-
ми. Второй этап (24 ч от начала культивирова-
ния), который в основном включает деление кле-
ток и рост зачатка корня внутри родительской
ткани, заканчивается формированием куполооб-
разного примордия.

Среди генов, имеющих достоверный уровень
экспрессии (TGR > 5) хотя бы в одном из анали-
зируемых образцов, было выявлено 149 генов, ко-
дирующих белки, которые либо участвуют в
транспортировке Са2+ (Са2+-АТФазы, Na+/Ca2+-
обменники, Са2+-каналы), либо относятся к бел-
кам-сенсорам (Са2+/кальмодулин-протеинкина-
зы, Са2+-связывающие белки и пр.), либо являются
другими Са2+-регулируемыми белками (факторы
транскрипции, аннексины). Идентификационные
номера этих генов обозначены прямоугольными
рамками на рисунке 4, где представлено попарное
сравнение экспрессии в исследуемых образцах
всех 24929 генов, для которых выявлена соответ-
ствующая мРНК (normalized TGR > 5).

При добавлении OSRG в среду культивирова-
ния подавляющее большинство генов, имеющих
отношение к Са2+-сигналингу, не изменяли су-
щественно уровень экспрессии (рис. 4а, б). Вне-
сение OSRG оказывало, в целом, существенно
меньший эффект на транскриптомный профиль,
чем, например, время инкубирования эксплантов,
соответствующее определенным стадиям развития
процесса (рис. 4в). Среди генов, экспрессия кото-
рых в отсутствии OSRG существенно различалась
на двух проанализированных стадиях (рис. 4в), от-

мечены несколько генов кальмодулинов (tr_21189,
tr_867, tr_12457, tr_19028) и кальмодулин-связыва-
ющих белков (tr_5154, tr_21407, tr_9191), содержа-
ние мРНК которых снижалось на более поздней
стадии. В перечне генов, повышавших экспрессию
со временем культивирования, наиболее заметны
гены, гомологи которых аннотированы как кодиру-
ющие белки кальциевых каналов эндоплазматиче-
ского ретикулума (например, tr_16172, tr_18839,
tr_28421) (рис. 4в).

При сравнении образцов, обработанных толь-
ко ИУК или ИУК + OSRG, дифференциальная
экспрессия (|log2FC| ≥ 1, P ≤ 0.05) была выявлена
для 11 генов (рис. 4а, б), перечисленных в табли-
це 2. Так, повышение экспрессии при наличии в
среде OSRG отмечалось для гена, кодирующего
ионный канал, относящийся к семейству кана-
лов, регулируемых циклическими нуклеотидами
(семейство GNGC) (tr_8498 гомолог AT4G30560),
а снижение – для генов Na+/Са2+-обменника
(tr_16099 гомолог AT1G53210), двух Са2+-транспор-
тирующих АТФаз (tr_19146 гомолог AT1G27770 и
tr_12459 гомолог AT3G22910), и белка LIFEGUARD 4,
относящегося к семейству BAX inhibitor 1 (tr_3641
гомолог AT1G03070). Экспрессия двух генов
(tr_17386 и tr_2000), гомологом которых является
AT5G54490, кодирующих кальций-связывающий
белок PBP1 (PID-BINDING PROTEIN 1), повыша-
лась на 24 час культивирования эксплантов. Среди
дифференциально экспрессирующихся в ответ
на OSRG генов отмечены также два кальций-
связывающих белка, относящихся к семейству
кальмодулинов (tr_18960 гомолог AT1G76650 и
tr_22324 гомолог AT1G18210), и две Са2+/Кам-зави-
симые протеинкиназы (tr_24012 гомолог AT1G01140
и tr_5287 гомолог AT2G31500) с пониженной экс-
прессией в эксплантах при обработке OSRG.

ОБСУЖДЕНИЕ

Кальций является непременным ингредиен-
том сред, используемых для культивирования
клеток и тканей, необходимым элементом для
осуществления морфогенетических процессов.
Характеристика эффективности формирования
адвентивных корней на эксплантах гипокотилей
гречихи в зависимости от времени и порядка вне-
сения в среду культивирования ИУК и Са2+ пока-
зала, что если для внесения ИУК существует вре-
менной интервал в 1–2 часа, когда отсутствие
гормона не сказывается негативно на количестве
корней, то для Са2+ такой лаг-период отсутствует,
и ион должен находиться в среде с самого начала
культивирования (табл. 1). Даже 30-минутное от-
сутствие Са2+ вызывало снижение количества
корней вдвое, несмотря на экзогенно добавлен-
ный ауксин. Вероятно, повышение внутрикле-
точной концентрации кальция за счет его высво-
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Рис. 4. Анализ различий в экспрессии генов (в виде volcano plot [Blighe]) между гипокотилями гречихи, культивируе-
мыми на Са2+-содержащей среде в течение 6 и 24 часов в присутствии только ИУК или ИУК + OSRG. Приведены по-
парные сравнения, иллюстрирующие действие OSRG (а, б), или времени культивирования эксплантов (в, г).
Примечание: представлены гены, для которых различия достоверны (|fold change| ≥ 2, P ≤ 0.05). По горизонтальной оси
указана величина N-кратных различий уровня экспрессии, по вертикальной оси – достигаемый уровень значимости
установленных различий экспрессии. Вертикальная и горизонтальная линии на графике соответствуют используе-
мым порогам достоверности: 2-кратное изменение экспрессии при значении P ≤ 0.05. В рамках обозначены гены, име-
ющие отношение к Са2+-сигналингу, достоверно экспрессируемые в рамках используемых порогов.
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бождения из внутриклеточных хранилищ, вызы-
ваемое ауксином [12], в отсутствии экзогенно
добавленного Са2+ не является достаточным
условием для запуска процесса образования ад-
вентивных корней на сегментах гипокотилей гре-
чихи (табл. 1, колонка VI). Некоторые исследова-
тели [11, 23] считают, что экзогенный кальций иг-
рает важную роль преимущественно на более
позднем этапе, а именно в процессе удлинения
корня. Однако во всех предыдущих работах каль-
ций вносили только в двух или даже одной вре-
менной точке. Длительная динамика с более уз-
кими временными интервалами при переносе
эксплантов из среды без кальция в среду, содер-
жащую ион и наоборот (табл. 1), дали нам воз-
можность выделить более узкие диапазоны по
чувствительности эксплантов к Са2+ и ИУК, что
позволило сделать заключение, что эффект Са2+

связан, в первую очередь, с ранними этапами
формирования корней.

Чтобы осознать роль экзогенного и эндоген-
ного пулов кальция в качестве вторичного мес-
сенджера в процессе формирования корней, бы-
ло исследовано действие веществ, влияющих на
уровень внутриклеточного Са2+ и его связывание
с кальций-сенсорными белками (рис. 2). Сниже-
ние количества корней при применении дилтиа-
зема и верапамила – органических блокаторов
потенциал-зависимых Ca2+ каналов в плазмалем-
ме [24] – на 23% и 31%, соответственно, указыва-
ет на то, что приток Ca2+ из внеклеточного про-
странства является частью, но при этом не еди-

ничным путем передачи сигнала в исследуемом
нами процессе. Значительное снижение количе-
ства корней под действием неомицина и рутение-
вого красного, на 58% и 50%, соответственно, по-
казывает участие в процессе корнеобразования
кальция, высвобождаемого из внутриклеточных
хранилищ. Первый ингибитор нарушает осво-
бождение Са2+ из вакуолей через инозитольный
путь, препятствуя связыванию фосфолипазы С с
фосфатидилинозитол-4,5-бифосфатом, и подав-
ляет тем самым образование вторичного мессен-
джера – инозитол-1,4,5–трифосфата [12]. Второй
блокирует цАДФР/рианодин–чувствительные
Са2+-каналы вакуолей [25], также препятствуя
выходу кальция в цитоплазму. Таким образом,
формирование адвентивных корней на эксплан-
тах гипокотилей гречихи проходит при участии
как внешнего, так и внутреннего пулов кальция.
Более значительный эффект ингибиторов, дей-
ствующих на выход кальция из внутриклеточных
хранилищ, возможно, связан с их более низкой
специфичностью, поскольку показано, что эти
ингибиторы могут оказывать влияние и на дру-
гие Са2+ каналы, например, в ЭПР и на плазма-
лемме [24].

Повышение концентрации кальция в клетке
воспринимается различными белками-сенсора-
ми (например, кальмодулины и кальмодулин-по-
добные белки), которые, связывая Са2+, иниции-
руют сигнальные каскады для регуляции многих
клеточных процессов. Антагонисты кальмодули-
на фенотиазинового ряда – флуфеназин и хлорпро-

Таблица 2. Гены, имеющие отношение к Са2+-сигналингу и дифференциально экспрессируемые через 6 и/или
24 часа культивирования эксплантов гипокотилей гречихи в присутствии OSRG (|log2FC| > 1, P < 0.05).

0 100 500

Name IAA 
(6 h)

IAA +
+ OS (6 h)

IAA  
 (24 h)

IAA +
+ OS (24 h) AGI AGI define

tr_24012 118 52 190 177 AT1G01140

tr_18960 616 268 344 172 AT1G76650

tr_12459 1447 499 523 404 AT3G22910

tr_19146 155 68 237 219 AT1G27770

tr_16099 279 126 172 136 AT1G53210

tr_3641 476 223 130 152 AT1G03070

tr_8498 463 1282 774 1132 AT4G30560

tr_17386 125 110 31 145 AT5G54490

tr_22324 133 84 57 132 AT1G18210

tr_2000 174 74 41 97 AT5G54490

tr_5287 37 15 18 2 AT2G31500

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 9

Calcium-binding protein CML38
Putative calcium-transporting ATPase 13, plasma

Calcium-transporting ATPase 1

Sodium/calcium exchanger NCL

Protein LIFEGUARD 4; Bax inhibitor-1 family

Putative cyclic nucleotide-gated ion channel 9

Calcium-binding protein PBP1

Probable calcium-binding protein CML27

Calcium-binding protein PBP1

Calcium-dependent protein kinase 24

protein

membrane-type
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мазин, для которых характерно сильное взаимодей-
ствие с кальмодулином, приводящее к подавлению
его способности активировать ферменты [24], ин-
гибировали количество корней, формирующихся
на эксплантах гипокотилей гречихи (рис. 2). По-
добный эффект антагонистов кальмодулина на-
блюдался у лишенных корней проростков бархат-
цев [26] и гипокотилей подсолнечника [27]. Счи-
тается, что мишенью антагонистов кальмодулина
могут выступать активно делящиеся клетки, где
эти ингибиторы оказывают влияние на митоз и
цитокинез, приводя, таким образом, к ингибиро-
ванию индукции адвентивных корней [27].

Ранее нами было показано, что в процесс фор-
мирования корней вовлечен элиситор углевод-
ной природы – олигосахарин OSRG, который
стимулирует ИУК-индуцируемый процесс кор-
необразования, причем наибольший стимулиру-
ющий эффект достигался при добавлении его в
начальный период культивирования эксплантов
на 1–2 часа до добавления гормона. Внесение
OSRG после гормона не оказывало стимулирую-
щего эффекта [17]. Учитывая данные, получен-
ные в предыдущей работе и в настоящем исследо-
вании, можно заключить, что для получения мак-
симального ответа на эффекторы Са2+ должен
присутствовать весь период культивирования,
для ИУК необходим временной интервал от 2 до
24 часов, а для OSRG достаточно 2-часовой обра-
ботки. Таким образом и Са2+, и OSRG вовлечены
в ранние этапы процесса формирования корней.
Для обоих эффекторов задержка с внесением
ИУК на 2–3 часа не является критичной, однако
они не оказывают влияния на процесс корнеоб-
разования при полном отсутствии гормона в сре-
де культивирования (табл. 1, [17]).

Известно, что как ИУК [6], так и олигогалак-
туронидные фрагменты клеточной стенки [18]
вызывают повышение уровня внутриклеточного
кальция через активацию каналов, локализован-
ных на плазмалемме. Поскольку выделенный на-
ми олигосахарин OSRG задействован в началь-
ных стадиях процесса корнеобразования [17], а
вход Са2+ в клетку является самым ранним сигна-
лом в ответ на любые воздействия, и оба эффек-
тора вовлечены в ИУК-индуцируемый сигналь-
ный путь, возникло предположение, что такой
ранний ответ эксплантов на OSRG, полученный
в наших исследованиях, мог быть опосредован
активацией Са2+ каналов плазмалеммы. Однако
применение блокатора кальциевых каналов – ди-
лтиазема оказывало ингибирующее действие
только на эффект, вызываемый ИУК, снижая на
25% количество корней, индуцируемое гормоном
(рис. 3), а OSRG снимал негативное влияние ин-
гибитора при одновременном внесении всех трех
эффекторов. Предобработка эксплантов OSRG
всегда вызывает значительную стимуляцию ко-

личества корней, даже если олигосахарин вно-
сится вместе с дилтиаземом, свидетельствуя, что
блокировка Са2+ каналов, локализованных на
плазматической мембране, по крайней мере, тех,
которые блокируются дилтиаземом, не влияет на
начальные этапы процесса корнеобразования, за-
пускаемые OSRG. Однако на более позднем этапе,
очевидно, возникает необходимость активации
Са2+-каналов плазмалеммы в процессе формиро-
вания адвентивных корней, индуцируемом ИУК,
поскольку при переносе эксплантов из среды, со-
держащей OSRG, в среду, содержащую ИУК и
дилтиазем, количество корней снижалось почти
вдвое (рис. 3). Таким образом, можно предполо-
жить, что потенциал-зависимые каналы плазма-
леммы участвуют в ИУК-индуцируемом процес-
се адвентивного корнеобразования на эксплантах
гипокотилей гречихи, однако эффект OSRG,
предшествующий действию ИУК, вероятно, не
опосредуется через регуляцию этих каналов.

Транскриптомный анализ выявил эффект
OSRG на экспрессию некоторых генов, имеющих
отношение к Са2+-сигнализации, который, как
по числу дифференциально экспрессирующихся
генов, так и по функциональному разнообразию
кодируемых белков, был в большей степени выра-
жен на ранних стадиях культивирования эксплантов
(табл. 2). Если через 6 час культивирования изме-
нялся уровень мРНК генов белков, имеющих отно-
шение как к транспорту Са2+ (Na+/Ca2+-обменник,
Ca2+-ATФазы, каналы, регулируемые циклически-
ми нуклеотидами, белок, относящейся к семейству
BAX inhibitor 1), так и различные Са2+-сенсорные
белки (Са2+/кальмодулин-зависимые протеинкина-
зы, кальмодулин-связывающие белки), то через
24 час культивирования OSRG оказывал влияние
только на экспрессию генов Са2+-сенсорных бел-
ков. С помощью ингибиторного анализа мы по-
казали, что эффект OSRG, вероятно, не реализу-
ется через поступление внешнего кальция через
потенциал-зависимые каналы плазмалеммы, од-
нако то, что на 6 час культивирования OSRG ока-
зывает влияние на экспрессию ряда генов транс-
портеров кальция, отличающихся и по локализа-
ции, и по направлению передвижения кальция,
говорит о том, что нельзя полностью исключить
возможность его участия в изменении внутрикле-
точного содержания кальция.

OSRG оказывает влияние на экспрессию не-
скольких Са2+-зависимых протеинкиназ, одна из
которых относится к классу протеинкиназ, способ-
ных образовывать комплекс с кальциневрин В-по-
добным белком (tr_24012 гомолог AT1G01140). Этот
способ сложной и динамической регуляции Са2+-
сигнальных путей показан только у наземных
растений. С помощью попарных комбинаций
различных кальциневринов и специфически свя-
зывающихся с ними Са2+-зависимых протеинки-
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наз создается разветвленная сигнальная сеть [28].
Показано, что отдельные представители этого се-
мейства протеинкиназ регулируют архитектуру
корневой системы в ответ на внешнее воздей-
ствие [29], но участие этого класса протеинкиназ
в процессе формирования адвентивных корней
не изучалось.

На 24 час культивирования OSRG повышал экс-
прессию двух генов (tr_17386 и tr_2000), гомологом
которых является AT5G54490, кодирующий каль-
ций-связывающий белок PBP1 (PID-BINDING
PROTEIN 1) (табл. 2). Известно, что в ответ на из-
менение уровня цитозольного кальция белки РВР1
регулируют активность PID-киназы (серин/трео-
нин протеинкиназа PINOID), которая участвует в
тонкой настройке полярного транспорта ауксина
во время формирования органов растений, в том
числе и латеральных корней в ответ на локальные
концентрации ауксина [30].

Таким образом, OSRG, как и Са2+, вовлечен в
регуляцию ответов на ауксин в процессе форми-
рования адвентивных корней и наши результаты
представляют собой попытку связать две сиг-
нальные системы: универсальную, опосредуемую
Са2+, и мало изученную сигнальную систему с
участием биологически активных фрагментов по-
лисахаридов клеточной стенки. На основании
полученных данных мы можем заключить, что на
начальных стадиях адвентивного корнеобразова-
ния OSRG может быть задействован в создании
определенных профилей колебания внутрикле-
точного кальция, которые являются индивиду-
альными при действии различных эффекторов,
включая гормональный сигнал [5]. А на более
позднем этапе, через повышение экспрессии ге-
нов белков PBP1, OSRG способствует усилению
полярного транспорта ауксина и изменению про-
граммы развития, связанной со следующим эта-
пом формирования корня. В целом, можно заклю-
чить, что олигосахарин OSRG может выступать в
роли тонкого регулятора адвентивного корнеобра-
зования, протекающего при участии ИУК, и опо-
средованного многоплановым участием Ca2+ в
разнообразных клеточных процессах.
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