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Nicotiana tabacum L. И Arabidopsis thaliana Heynh. (L.) К ГИПОТЕРМИИ
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Исследовали изменение активности инвертаз при закаливании теплолюбивых растений Nicotiana
tabacum L. и холодостойких – Arabidopsis thaliana Heynh. (L.) к гипотермии. Показано, что при зака-
ливании у табака наблюдалось 20% снижение активности цитоплазматической и вакуолярной ин-
вертаз и почти двукратное увеличение активности инвертазы клеточной стенки. У арабидопсиса за
время закаливания происходило более чем двукратное увеличение активности всех трех типов ин-
вертаз. В процессе закаливания у табака наблюдался 20% рост содержания сахаров. При этом доли
сахарозы и гексоз (фруктоза и глюкоза) как до, так и после закаливания были равными и составляли
примерно по 50%. В растениях арабидопсиса за время закаливания содержание сахаров возрастало
в 2.5 раза, при этом происходило уменьшение доли сахарозы в общей массе сахаров (с 44 до 24%) и
увеличение доли гексоз (с 56 до 76%). Сделано предположение, что повышение активности инвертазы
клеточной стенки у обоих видов исследуемых растений тормозило отток ассимилятов и создавало пред-
посылки для накопления продуктов фотосинтеза в клетках мезофилла листа у растений табака и араби-
допсиса. Снижение активности цитоплазматической и вакуолярной инвертаз у N. tabacum ограничива-
ло образование гексоз в клетках и снижало эффективность закаливания растений табака. Более чем
двукратный рост содержания растворимых углеводов у арабидопсиса достигался, главным образом,
за счет накопления гексоз, в результате повышения активности цитоплазматической и вакуолярной
инвертаз, что обеспечивало высокую эффективность закаливания A. thaliana к гипотермии.
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ВВЕДЕНИЕ
Гипотермия является одним из наиболее рас-

пространенных экологических факторов, влияю-
щих на метаболизм растений и определяющих их
продуктивность и географическое распростране-
ние на планете. Растения способны существенно
повышать устойчивость к повреждающему дей-
ствию холода и мороза в процессе закаливания,
которое происходит при экспозиции растений в
условиях низких, но не повреждающих темпера-
тур [1].

Накопление сахаров при гипотермии – одна из
наиболее хорошо изученных защитных реакций
растений, которая реализуется в процессе закали-
вания [2]. Сахароза, глюкоза и фруктоза служат
основным источником энергии и предшествен-
никами при синтезе других веществ с защитным
эффектом, выполняют осморегуляторную, крио-

протекторную, антиоксидантную и сигнальную
функции [3].

Реализация защитных свойств сахаров при ги-
потермии во многом зависит от активности гидро-
литического фермента инвертазы (β−фруктофура-
нозидаза, КФ 3.2.1.26), которая расщепляет основ-
ную транспортную форму сахаров – сахарозу – на
глюкозу и фруктозу [4]. В растениях имеется три
типа инвертаз, различающихся по субклеточной
локализации, растворимости и рН оптимуму. Ло-
кализованная в клеточной стенке и связанная с
ней ионными связями инвертаза, а также раство-
римая вакуолярная форма фермента, проявляют
максимальную активность при рН от 4.5 до 5.0.
Растворимая инвертаза, локализованная в цито-
плазме растительной клетки, имеет рН оптимум в
области 7.0–7.8 [4].

В литературе имеются многочисленные и до-
вольно разнообразные данные, касающиеся из-
менения активности инвертаз в условиях низкихСокращения: ФС II – фотосистема II, HXK1 – гексокиназа 1.
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температур. Как правило, участие инвертаз в за-
каливании растений к гипотермии связывают с
мобилизацией растворимых углеводов, необхо-
димых для формирования повышенной холодо-
устойчивости. Так, в работе [5] было показано,
что двукратное увеличение активности инверта-
зы клеточной стенки при закаливании Solanum
tuberosum L. приводило к существенному росту
содержания сахаров внутриклеточной и апо-
пластной локализации и к повышению устойчи-
вости растений картофеля к гипотермии. Расте-
ния арабидопсиса, трансформированные геном
CsINV5 вакуолярной инвертазы из Camellia sin-
ensis L., отличались от контрольных растений
измененным соотношением сахароза/гексозы,
увеличенным содержанием гексоз и повышенной
устойчивостью к гипотермии [6].

Показано участие вакуолярной инвертазы в
стабилизации фотосинтеза у растений A. thaliana
в условиях низких температур [7]. Авторы этой
работы установили, что имеющие пониженную
активность вакуолярной инвертазы мутанты ара-
бидопсиса inv4, отличались от растений дикого
типа более низкими значениями максимального
квантового выхода ФС II и скорости ассимиля-
ции СО2 при гипотермии. При этом увеличение
активности цитоплазматической инвертазы не
могло компенсировать дефицит активности ваку-
олярной инвертазы [7].

Имеются данные о вовлечении инвертаз в про-
цесс защиты растений от окислительного стресса.
Так, мутанты A. thaliana по генам, кодирующим
цитоплазматическую инвертазу, характеризовались
повышенным уровнем экспрессии генов, участ-
вующих в защите от окислительного стресса [8]. В
другой работе показано, что растения S. tuberosum,
трансформированные геном инвертазы дрожжей
апопластной локализации, в условиях гипотермии
имели повышенное содержание сахаров и зна-
чительно меньшую интенсивность перекисного
окисления липидов по сравнению с нетрансфор-
мированными растениями [9].

Помимо работ, описывающих существенный
вклад инвертаз в закаливание растений к гипо-
термии, имеются публикации, в которых авторы
отрицают участие инвертаз в этом процессе. Так,
было показано значительное снижение активности
вакуолярной инвертазы в процессе закаливания
Brassica oleracea L. При этом содержание сахаров,
особенно глюкозы и фруктозы, в листьях капусты
возрастало в 3–4 раза. На основе этих данных
авторы сделали вывод о том, что вакуолярная
инвертаза не играет существенной роли в аккуму-
ляции сахаров и в формировании устойчивости
растений капусты к низким температурам [10].

Таким образом, представленные в литературе
данные об участии инвертаз в закаливании растений

к гипотермии сильно различаются в зависимости
от видовой специфики исследуемых растений и
условий проведения экспериментов. Кроме того,
значительное число публикаций не содержит
данных об активности всех типов инвертаз имею-
щихся в клетке, что затрудняет анализ роли этих
ферментов в формировании устойчивости к ги-
потермии.

Цель работы – исследование изменения ак-
тивности вакуолярной, цитоплазматической и
связанной с клеточной стенкой инвертаз у тепло-
любивых (Nicotiana tabacum L.) и холодостойких
(Arabidopsis thaliana Heynh. (L.)) растений в связи
с особенностями аккумуляции растворимых уг-
леводов при закаливании этих растений к гипо-
термии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал. Объектами исследо-
вания являлись теплолюбивые растения табака
(Nicotiana tabacum L., сортотип Samsun) и холодо-
стойкие растения арабидопсиса (Arabidopsis thaliana
Heynh. (L.), экотип Columbia). Растения выращи-
вали в вазонах с почвой в камерах фитотрона
ИФР РАН при следующих условиях: табак –
температура 22°С, 16-часовой фотопериод и
освещенность 100 мкмоль/(м2 с), арабидопсис –
температура 22°С, 8-часовой фотопериод и осве-
щенность 100 мкмоль/(м2 с). Выбор 8-часового
режима светового дня для арабидопсиса обусловлен
тем, что он относится к длиннодневным растениям
и при использовании короткого дня достигает не-
обходимой для исследований биомассы розетки,
не переходя в фазу цветения. Для опытов исполь-
зовали растения в возрасте шести недель. Закалива-
ние растений проводили в климатической камере
KBW – 240 (“Binder”, Германия) в течение 5 сут при
температуре 8°С для табака и 2°С для араби-
допсиса, оставляя другие условия выращивания
без изменений. Данные режимы закаливания были
подобраны в ходе предварительных опытов. В
качестве контроля использовали растения, не
подвергнутые воздействию закаливающей тем-
пературы.

Устойчивость растений к гипотермии. Для оцен-
ки устойчивости N. tabacum и A. thaliana к низким
температурам незакаленные и закаленные расте-
ния обоих видов тестировали в климатической
камере MIR−153 (“Sanyo”, Япония) в течение 1 сут
при температурах от –1 до –4°С для табака и при
температурах от –1 до –8°С для арабидопсиса.
После промораживания растения переносили в
оптимальные для вегетации условия на одну не-
делю. Выживаемость растений рассчитывали как
количество выживших растений в % от общего
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количества растений подвергнутых тестирова-
нию при каждой температуре.

Определение содержания сахаров. Навески ли-
стьев N. tabacum и A. thaliana (~500 мг) фиксиро-
вали 96% кипящим этанолом. Ткань растирали в
фарфоровой ступке и сахара извлекали трехкрат-
ной экстракцией 80% этанолом. В полученных
экстрактах определяли содержание глюкозы –
глюкозооксидазным методом, сахарозы и фрук-
тозы – по методу Рое [11]. Полученные результа-
ты выражали в мг/г сухой массы.

СО2-газообмен растений. Изучение СО2-газо-
обмена растений N. tabacum и A. thaliana проводили
на установке открытого типа с инфракрасным га-
зоанализатором URAS 2T (Германия) при 22°С
(контроль), 8°С (закаленные растения табака) и
2°С (закаленные растения арабидопсиса), т.е. при
температурах, идентичных температурам вегета-
ции и холодового закаливания. Измерения газо-
обмена включали определение скорости видимой
ассимиляции СО2 и темнового дыхания, которые
выражали в мг СО2/(г сухой массы ч). На основе
этих параметров рассчитывали отношение види-
мый фотосинтез/темновое дыхание [12].

Электронно-микроскопическое исследование уль-
траструктуры хлоропластов. Для получения препа-
ратов для микроскопии использовали фрагменты
из срединной части хорошо развитых листьев
N. tabacum и A. thaliana. Растительный материал
фиксировали в течение 4 ч 2.5% глутаровым аль-
дегидом в 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4) при
температуре 4°С. После 4-кратной промывки
фосфатным буфером материал фиксировали 1%
раствором OsO4, обезвоживали последовательно
растворами этанола в возрастающих концентра-
циях и ацетоном, а затем заливали в Epon – 812.
Ультратонкие срезы листьев растений получали
на ультрамикротоме LKB3 (“LKB”, Швеция).
Срезы просматривали при помощи электронного
микроскопа LIBRA120 (“ZEISS”, Германия) при
увеличении ×4000. Измерение площади крах-
мальных зерен в хлоропластах проводили при по-
мощи встроенного программного обеспечения
электронного микроскопа LIBRA120 (“ZEISS”,
Германия), при этом просматривали не менее
100 хлоропластов каждого варианта [13].

Определение активности инвертаз. Навески ли-
стьев N. tabacum и A. thaliana (по 1 г) растирали в
фарфоровой ступке на холоде в фосфатно-цит-
ратной буферной смеси рН 7.0, состоящей из 0.1 М
лимонной кислоты и 0.2 М Na2HPO4·2H2O. Полу-
ченный гомогенат для удаления сахаров, содержа-
щихся в тканях, диализовали 20 ч при температуре
4°С против разбавленной в 10 раз фосфатно-цит-
ратной буферной смеси. Затем гомогенат центри-
фугировали 20 мин при 18600 g при помощи цен-

трифуги К24D (“MLW”, Германия). Супернатант
использовали для определения активности рас-
творимых вакуолярной и цитоплазматической
инвертаз. Осадок трижды промывали разбавлен-
ным буфером, центрифугируя суспензию каждый
раз при 200 g и получая фракцию клеточных сте-
нок, которую использовали для определения ак-
тивности инвертазы клеточной стенки. Инкуба-
ционная смесь общим объемом 0.5 мл содержала
0.2 мл фракции фермента, 0.3 мл буфера с сахаро-
зой, конечная концентрация которой в смеси со-
ставляла 150 мМ. Для определения активности
кислых инвертаз (вакуолярная инвертаза и ин-
вертаза клеточной стенки) использовали 1 М аце-
татный буфер (рН 4.7), для щелочной (цитоплаз-
матическая инвертаза) – фосфатно-цитратную
буферную смесь (рН 7.5). Время инкубации со-
ставляло 1 ч, при температуре 30°С. Об активно-
сти фермента судили по количеству образовав-
шейся в инкубационной среде глюкозы, которую
определяли глюкозооксидазным методом [14].

Во всех экспериментах биологическая повтор-
ность измерений была 6-кратной, аналитическая
3–4-кратной. Каждый эксперимент повторяли не
менее 3–4 раз. Результаты экспериментов обра-
ботаны статистически с помощью программы
SigmaPlot 12.3. На гистограммах представлены
средние значения и их стандартные ошибки. До-
стоверность различий между средними значения-
ми оценена по t-критерию Стьюдента для 95%
уровня значимости (P < 0.05). Достоверно разли-
чающиеся между собой величины обозначены
разными надстрочными буквами.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Устойчивость растений N. tabacum

и A. thaliana к гипотермии
Об устойчивости исследуемых растений к ги-

потермии судили по их выживаемости после про-
мораживания при различных температурах. Из
данных представленных в табл. 1 видно, что незака-
ленные растения табака после промораживания
при температуре –1°С полностью сохраняли свою
жизнеспособность. При снижении температуры
до –2°С выживаемость N. tabacum составляла 57%,
а после –3°С все незакаленные растения погиба-
ли. Закаленные растения табака успешно выдер-
живали температуру –2°С (выживаемость 100%).
При температуре –3°С выживало 65% растений, а
при –4°С все растения погибали.

Все незакаленные растения арабидопсиса выжи-
вали при температурах промораживания вплоть до
‒3°С. При температуре –4°С выживаемость снижа-
лась почти в 2 раза (до 55%), а при –5°С падала до
нуля. После закаливания растения арабидопсиса
демонстрировали 100% выживаемость при темпе-
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ратурах до –6°С. Промораживание при –7°С вы-
зывало снижение выживаемости A. thaliana до
45%, а при –8°С – до нуля.

Содержание сахаров в растениях
N. tabacum и A. thaliana

Данные по изменению содержания сахаров в
листьях растений табака и арабидопсиса при низ-
котемпературном закаливании представлены в
табл. 2. В процессе закаливания у табака происхо-
дил ~20% рост содержания сахаров (с 15.5 до
19.6 мг/г сухой массы), который достигался за
счет почти равномерного увеличения содержания
фруктозы, глюкозы и сахарозы. При этом соотно-
шение разных форм сахаров за время низкотем-
пературного закаливания практически не изме-
нялось (табл. 3). Доли сахарозы и гексоз (фруктоза и

глюкоза) как до, так и после закаливания были
равными и составляли примерно по 50%.

В растениях арабидопсиса за время закалива-
ния суммарное содержание сахаров возрастало в
2.5 раза (с 23.7 до 60.3 мг/г сухой массы). Такой
результат был получен за счет увеличения содер-
жания сахарозы почти на 40%, а фруктозы и глю-
козы – в 3.5 раза. При закаливании A. thaliana
значительно изменялось соотношение разных
форм сахаров в сторону уменьшения доли сахаро-
зы в общей массе сахаров (с 44 до 24%) и увеличе-
ния доли гексоз (с 56 до 76%).

СО2-газообмен растений N. tabacum и A. thaliana

В ходе проведенных экспериментов было уста-
новлено, что у обоих видов исследуемых расте-
ний, параметры СО2-газообмена в процессе зака-

Таблица 1. Выживаемость (%) незакаленных и закаленных растений табака и арабидопсиса после проморажива-
ния в течение 1 сут

Температура 
промораживания

Выживаемость, %

Nicotiana tabacum L. Arabidopsis thaliana Heynh. (L.)

незакаленные 
растения

закаленные
растения

незакаленные 
растения

закаленные
растения

–1°C 100 100 100 100
–2°C 57 ± 9 100 100 100
–3°C 0 65 ± 8 100 100
–4°C 0 0 55 ± 5 100
–5°C 0 0 0 100
–6°C 0 0 0 100
–7°C 0 0 0 45 ± 6
–8°C 0 0 0 0

Таблица 2. Изменение содержания сахаров в листьях растений табака и арабидопсиса при закаливании к гипо-
термии

Примечание. В каждом столбце величины, достоверно различающиеся при P < 0.05, обозначены разными надстрочными ла-
тинскими буквами.

Вариант опыта
Содержание сахаров, мг/г сухой массы

фруктоза глюкоза сахароза сумма сахаров

Nicotiana tabacum L.
Незакаленные растения 1.8 ± 0.1a 5.7 ± 0.4a 8.0 ± 0.4a 15.5 ± 0.8a

Закаленные растения 2.4 ± 0.2b 7.5 ± 0.3b 9.7 ± 0.5b 19.6 ± 0.9b

Arabidopsis thaliana Heynh. (L.)
Незакаленные растения 1.4 ± 0.3a 11.8 ± 0.9c 10.5 ± 0.6b 23.7 ± 1.7c

Закаленные растения 4.9 ± 0.5c 41.1 ± 2.2d 14.3 ± 0.5c 60.3 ± 3.4d



648

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 6  2021

ПОПОВ, АСТАХОВА

ливания к гипотермии изменялись практически
одинаково (рис. 1а, б). Интенсивность видимого
фотосинтеза снижалась в 2 раза: с 6.5 до 3.1 мг
СО2/г сухой массы ч у табака, и с 9.4 до 4.7 мг
СО2/г сухой массы ч у арабидопсиса. Интенсив-
ность темнового дыхания уменьшалась примерно
в 3 раза: с 4.8 до 1.5 мг СО2/г сухой массы ч у табака,
и с 6.3 до 2.1 мг СО2/г сухой массы ч у арабидопсиса.
Такие изменения СО2-газообмена приводили к
1.5-кратному росту отношения видимый фото-
синтез/темновое дыхание у обоих видов.

Площадь крахмальных зерен
в хлоропластах N. tabacum и A. thaliana

Электронно-микроскопические наблюдения
показали, что в процессе закаливания N. tabacum
и A. thaliana наблюдались существенные измене-
ния как площади, так и количества крахмальных
зерен в хлоропластах (рис. 2, 3). У табака площадь
одного крахмального зерна и суммарная площадь
крахмальных зерен в хлоропласте увеличивалась
более чем в 2 раза (табл. 4). В результате таких из-
менений доля крахмальных зерен от площади
хлоропласта возрастала с 24 до 46%.

У арабидопсиса, в отличие от табака, площадь
одного крахмального зерна за время закаливания
не изменялась, но за счет увеличения количества
крахмальных зерен (рис. 3), суммарная площадь
крахмальных зерен в хлоропласте возрастала по-
чти на 25% (табл. 4). Это приводило к увеличению
доли крахмальных зерен, рассчитанной от пло-
щади среза хлоропласта с 12 до 16%.

Активность инвертаз в растениях
N. tabacum и A. thaliana

Данные по изменению активности инвертаз в
листьях растений табака и арабидопсиса при низ-

Таблица 3. Изменение соотношения разных форм сахаров в листьях растений табака и арабидопсиса при закали-
вании к гипотермии

Примечание. В каждом столбце величины, достоверно различающиеся при P < 0.05, обозначены разными надстрочными ла-
тинскими буквами.

Вариант опыта
Содержание сахаров, % от суммы сахаров

фруктоза глюкоза сумма гексоз сахароза

Nicotiana tabacum L.

Незакаленные растения 12 ± 1a 37 ± 3a 49 ± 4a 51 ± 3a

Закаленные растения 12 ± 1a 38 ± 2a 50 ± 4a 50 ± 3a

Arabidopsis thaliana Heynh. (L.)

Незакаленные растения 6 ± 1b 50 ± 4b 56 ± 5a 44 ± 3a

Закаленные растения 8 ± 1b 68 ± 4c 76 ± 5b 24 ± 1b

Рис. 1. Изменение параметров СО2-газообмена рас-
тений табака (а) и арабидопсиса (б) при закаливании
к гипотермии (1 – видимый фотосинтез, 2 – темновое
дыхание, 3 – отношение видимый фотосинтез/тем-
новое дыхание). Достоверные различия средних зна-
чений при Р < 0.05 отмечены разными латинскими
буквами над барами.
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котемпературном закаливании представлены на

рисунке 4. В процессе закаливания у табака на-

блюдалось ~20% снижение активности цитоплаз-

матической и вакуолярной инвертаз и почти дву-

кратное увеличение активности инвертазы кле-

точной стенки (рис. 4а).

В листьях арабидопсиса за время закаливания

к гипотермии происходило более чем двукратное

увеличение активности всех трех типов инвертаз

(рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Закаливание растений приводит к формирова-

нию повышенной устойчивости к гипотермии,

позволяющей растениям выдерживать более низ-

кие повреждающие температуры по сравнению с

незакаленными растениями [15]. Одним из наи-

более часто используемых методов, позволяющих

достоверно оценить эффективность закаливания,

является метод прямого промораживания целых

растений с последующей оценкой их выживаемо-

сти [16]. Полученные нами данные показали, что

растения N. tabacum и A. thaliana в результате закали-

вания повышали свою устойчивость к отрицатель-

ным температурам, хотя и в разной степени. Если

судить по температуре выживания всех тестируемых

растений (выживаемость 100%), то можно кон-

статировать, что в результате закаливания расте-

ния табака повышали свою устойчивость к морозу

на 1°С (с –1 до –2°С). Эффективность закаливания

A. thaliana оказалась значительно выше. Закален-

Таблица 4. Изменение площади крахмальных зерен в хлоропластах растений табака и арабидопсиса при закали-
вании к гипотермии

Примечание. Надстрочные латинские буквы обозначают достоверность различий средних значений при P < 0.05 по каждому
показателю, представленному в таблице.

Измеряемый параметр

Nicotiana tabacum L. Arabidopsis thaliana Heynh. (L.)

незакаленные 

растения

закаленные 

растения

незакаленные 

растения

закаленные 

растения

Площадь одного крахмального

зерна, мкм2
1.20 ± 0.10a 2.70 ± 0.15b 0.44 ± 0.08c 0.40 ± 0.07c

Суммарная площадь крахмальных 

зерен в хлоропласте, мкм2
3.13 ± 0.26a 8.23 ± 0.40b 0.86 ± 0.11c 1.12 ± 0.08d

Доля крахмальных зерен

от площади среза хлоропласта, %
24 ± 2a 46 ± 3b 12 ± 1.6c 16 ± 1.2d

Рис. 3. Изменение площади и количества крахмаль-
ных зерен в хлоропластах растений арабидопсиса при
закаливании к гипотермии (а – незакаленные расте-
ния, б – закаленные растения). КЗ – крахмальное
зерно. Масштабная шкала – 1 мкм.

КЗ

(a) (б)

Рис. 2. Изменение площади и количества крахмаль-
ных зерен в хлоропластах растений табака при зака-
ливании к гипотермии (а – незакаленные растения,
б – закаленные растения). КЗ – крахмальное зерно.
Масштабная шкала – 1 мкм.

КЗ

(a) (б)
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ные растения арабидопсиса повышали свою мо-

розоустойчивость на 3°С (с –3 до –6°С).

Известно, что причиной повреждения и гибе-

ли растений при отрицательных температурах яв-

ляется образование льда в их тканях. Образование

кристаллов льда внутри клетки всегда приводит к

ее гибели. Внеклеточное образование льда позво-

ляет предотвратить механические внутриклеточ-

ные повреждения и сохранить жизнеспособность

клеток растений [17]. Поэтому стратегия адапта-

ции растений к морозу основана на образовании

льда в межклетниках и избегании возникновения

льда внутри клетки [2].

В реализации этой стратегии существенная роль

принадлежит растворимым углеводам, которые на-

капливаются в растениях в период низкотемпера-

турного закаливания [18]. Проведенные нами экс-

перименты выявили значительные различия между

N. tabacum и A. thaliana по их способности к накоп-

лению сахаров при закаливающих температурах. У

растений табака содержание сахаров в листьях уве-

личивалось лишь на 20%, а у арабидопсиса – в

2.5 раза по сравнению с незакаленными растения-

ми. Эти результаты хорошо согласуются с данными

по устойчивости растений табака и арабидопсиса к

отрицательным температурам (табл. 1) и могут объ-

яснять большие различия в эффективности зака-

ливания между N. tabacum и A. thaliana.

Возможность накопления сахаров в клетке при

закаливающих температурах во многом зависит

от соотношения интенсивности процессов фото-

синтеза (донор ассимилятов) и дыхания (акцеп-

тор ассимилятов) [12]. Наши эксперименты пока-

зали, что у обоих исследуемых видов растений

интенсивность видимого фотосинтеза в процессе

закаливания снижалась в меньшей степени, чем

интенсивность темнового дыхания, что приводило

к 1.5-кратному росту отношения видимый фото-

синтез/темновое дыхание. Одинаковые измене-

ния параметров СО2-газообмена не давали возмож-

ности объяснить большие различия в содержании

растворимых сахаров у N. tabacum и A. thaliana с

точки зрения соотношения процессов фотосин-

теза и дыхания.

В литературе имеются данные о том, что дегра-

дация крахмальных зерен в хлоропластах может

служить в качестве дополнительного источника са-

харов при низкотемпературном закаливании [19].

Для проверки этого предположения мы определи-

ли площадь крахмальных зерен в хлоропластах,

используя методы электронной микроскопии.

Оказалось, что площадь крахмальных зерен у

N. tabacum и A. thaliana не только не сокращалась за

время закаливания, а наоборот, увеличивалась.

При этом у арабидопсиса рост суммарной площа-

ди крахмальных зерен в хлоропласте ограничивал-

ся 25%, а доля крахмальных зерен не превышала

16% от площади среза хлоропласта. У табака синтез

крахмала при закаливающих температурах проис-

ходил настолько интенсивно, что площадь крах-

мальных зерен достигала почти половины от пло-

щади среза хлоропласта (табл. 4). Таким образом,

N. tabacum и A. thaliana существенно отличались по

характеру накопления фотоассимилятов при зака-

ливании к гипотермии. Можно предположить, что

растения табака аккумулировали большую часть

продуктов фотосинтеза в виде крахмала, что огра-

ничивало их способность к накоплению раствори-

мых углеводов в листьях и снижало эффективность

закаливания. У растений арабидопсиса, в отличие

от табака, большая часть ассимилятов, по-видимо-

му, накапливалась в виде сахаров в листьях, что со-

Рис. 4. Изменение активности инвертаз в листьях
растений табака (а) и арабидопсиса (б) при закалива-
нии к гипотермии (1 – цитоплазматическая инверта-
за, 2 – вакуолярная инвертаза, 3 – инвертаза клеточ-
ной стенки). Достоверные различия средних значе-
ний при Р < 0.05 отмечены разными латинскими
буквами над барами.
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здавало потенциал для формирования повышен-

ной устойчивости к отрицательным температурам.

Наряду с накоплением сахаров, закаливание к

гипотермии изменяло и соотношение разных

форм сахаров в листьях исследуемых растений.

Если у табака доли сахарозы и гексоз как до, так и

после закаливания составляли примерно по 50%,

то у арабидопсиса значительно увеличивалась до-

ля гексоз (главным образом, глюкозы) в общей

массе сахаров, за счет почти двукратного сокра-

щения доли сахарозы (табл. 3). Поскольку изме-

нение соотношения сахарозы и гексоз зависит от

активности инвертаз, осуществляющих гидролиз

сахарозы в клетках [20], мы провели серию экспе-

риментов по определению активности инвертаз

до и после закаливания.

Наши исследования выявили как общие для

растений табака и арабидопсиса изменения в ак-

тивности инвертаз при закаливании, так и суще-

ственные различия между исследуемыми видами.

К числу общих для обоих видов можно отнести

реакцию инвертазы клеточной стенки на закали-

вание, а именно – увеличение ее активности в два

раза по сравнению с незакаленными растениями.

Как известно, инвертаза клеточной стенки при-

нимает участие в регуляции загрузки флоэмы ас-

симилятами [21]. В зависимости от организации

контактов между клетками мезофилла и флоэмы,

различают симпластный и апопластный типы за-

грузки флоэмы ассимилятами. Виды растений,

имеющие единый для мезофилла и флоэмы сим-

пласт и транспортирующие ассимиляты по меж-

клеточной сети плазмодесм, называют симпласт-

ными. Виды с разобщенными симпластными до-

менами мезофилла и флоэмы, использующие

апопласт в качестве промежуточного накопителя

ассимилятов перед их загрузкой во флоэму, отно-

сят к апопластным [22]. Для растений N. tabacum
и A. thaliana, имеющих апопластный тип загрузки

флоэмы [23], активность инвертазы клеточной

стенки в апопласте имеет большое значение в ре-

гуляции процесса оттока ассимилятов из листьев в

корни. Можно предположить, что повышение ак-

тивности инвертазы клеточной стенки приводило

к ускорению расщепления сахарозы в апопласте и,

тем самым, к торможению загрузки флоэмы у за-

каленных растений табака и арабидопсиса. Обра-

зовавшиеся в процессе гидролиза сахарозы гексо-

зы поступали обратно в клетки мезофилла, увели-

чивая содержание сахаров в листьях [24].

Основные различия в активности инвертаз

между N. tabacum и A. thaliana были связаны с

функционированием внутриклеточных инвертаз.

За время закаливания к гипотермии в клетках та-

бака и арабидопсиса происходили разнонаправ-

ленные изменения активности цитоплазматиче-

ской и вакуолярной инвертаз, которые могли

определять особенности накопления сахаров в

листьях исследуемых видов. В наших экспери-

ментах наблюдалось ~20% снижение у табака и

двукратное увеличение активности данных ин-

вертаз у арабидопсиса. Снижение активности

внутриклеточных инвертаз у N. tabacum ограничива-

ло образование гексоз в клетках, поэтому соотноше-

ние сахарозы и гексоз за время низкотемпературно-

го закаливания у этих растений практически не из-

менялось. Значительное увеличение доли гексоз

одновременно со снижением доли сахарозы при

закаливании A. thaliana можно объяснить повы-

шением активности цитоплазматической и ваку-

олярной инвертаз. Работа инвертаз, приводящая

к увеличению доли гексоз в общей массе сахаров,

при закаливании имеет важное значение для фор-

мирования устойчивости растений к отрицатель-

ным температурам [25]. Образование в результате

гидролиза молекулы сахарозы двух молекул (глюко-

зы и фруктозы) повышает осмотический потен-

циал клетки, что позволяет снижать температуру

замерзания раствора, при которой происходит

образование кристаллов льда [26].

Высокое содержание глюкозы в клетках зака-

ленных растений A. thaliana, помимо осмотиче-

ской и криопротекторной функции, могло иметь и

сигнальную функцию. В литературе имеются дан-

ные об участии глюкозы в передаче внутриклеточ-

ных сигналов [27]. В качестве сенсора глюкозы рас-

сматривается гексокиназа 1 (HXK1), локализо-

ванная в цитозоле, хлоропластах, митохондриях и

ядре [28]. В литературе представлены данные об

активации экспрессии генов COR15B и LEA3 в от-

вет на увеличение содержания гексоз в клетках

растений арабидопсиса в условиях низких темпе-

ратур [6, 19]. Одна из основных функций белков,

кодируемых генами холодового ответа (COR), а

также генами белков позднего эмбриогенеза (LEA)

заключается в защите клеточных структур от де-

гидратации [29]. Поэтому можно предположить,

что HXK1 могла воспринимать увеличение кон-

центрации глюкозы в клетках арабидопсиса,

участвовать в трансдукции глюкозного сигнала и,

тем самым, активировать экспрессию генов, отве-

чающих за формирование устойчивости клеток к

обезвоживанию, что имеет большое значение для

повышения морозоустойчивости растений [30].

Таким образом, на основе полученных данных

можно констатировать, что у растений N. tabacum
и A. thaliana инвертазы играли существенную

роль в закаливании к гипотермии. Можно пред-

положить, что повышение активности инвертазы

клеточной стенки у обоих видов исследуемых

растений тормозило загрузку флоэмы и отток ас-

симилятов из листьев в корни. Это создавало

предпосылки для накопления продуктов фото-

синтеза в клетках мезофилла листа у растений таба-
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ка и арабидопсиса. Снижение активности цито-

плазматической и вакуолярной инвертаз у табака

приводило к торможению гидролиза сахарозы в

клетках этого растения. Низкий уровень накопле-

ния гексоз одновременно с интенсивным синтезом

крахмала в хлоропластах ограничивал способность к

накоплению сахаров и снижал эффективность низ-

котемпературного закаливания растений табака.

Растения арабидопсиса, в отличие от табака, акку-

мулировали большую часть ассимилятов в виде

растворимых углеводов, а не крахмала в хлоропла-

стах. Более чем двукратный рост содержания саха-

ров у арабидопсиса достигался, главным образом,

за счет накопления гексоз, в результате повыше-

ния активности цитоплазматической и вакуоляр-

ной инвертаз, что обеспечивало высокую эффек-

тивность закаливания A. thaliana к гипотермии.

Работа выполнена при финансовой поддержке

Министерства образования и науки РФ в рамках го-

сударственного задания (номер темы 121040800153-1

“Механизмы адаптации растений к факторам ари-

дизации глобального климата и антропогенному за-

грязнению окружающий среды”).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-

следований с участием людей и животных в каче-

стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии

конфликта интересов.
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