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Киназа SnRK1 (Sucrose non-fermenting-Related protein Kinase 1) растений регулирует активацию ка-
таболических процессов, включая автофагию, в ходе стрессовых ответов. SnRK1 часто рассматри-
вают как сенсор энергетического статуса клетки. Фотосинтез является крупнейшим процессом, по-
ставляющим энергию зеленым клеткам растений на свету, и можно полагать, что SnRK1 является
одним из его регуляторов. В листьях линий Arabidopsis, различающихся уровнем экспрессии гена
KIN10, кодирующего каталитическую субъединицу SnRK1, сравнивали квантовый выход фотоси-
стем и нефотохимического тушения флуоресценции, формирование электрохимического градиен-
та протонов на тилакоидных мембранах, а также содержание АТФ в проростках в оптимальных
условиях и при воздействии солевого стресса. В результате проведенного исследования нами пока-
заны изменения фотохимической активности хлоропластов, ассоциированные с конститутивной акти-
вацией SnRK1 киназы в двух линиях, сверхэкспрессирующих каталитическую субъединицу KIN10. Об-
наруженные особенности световых реакций фотосинтеза сохранялись в этих линиях и при благоприят-
ных условиях роста, и при адаптации к солевому стрессу. Подавление функции SnRK1 киназы методом
замалчивания РНК-интерференцией в линиях арабидопсиса, напротив, приводило к отсутствию выра-
женного ответа на солевой стресс на уровне фотохимической активности хлоропластов.
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ВВЕДЕНИЕ

У растений одним из крупных регуляторов ро-
ста и морфогенеза выступает киназный комплекс
TOR (target of rapamycin) [1]. TOR является основ-
ным активатором анаболических процессов в
клетках эукариот. В условиях стресса рост расте-
ний останавливается и происходит активация ка-
таболических программ, в том числе автофагии,
что предоставляет необходимые энергетические
эквиваленты и метаболиты как для биосинтеза
защитных веществ и ферментов, так и для замены
поврежденных компонентов клетки новыми. В
некоторых случаях стрессовое воздействие при-
водит к запуску программированной клеточной
смерти (ПКС), или мега-автолиза, что также
можно рассматривать как крайнюю степень ката-
болизма. Катаболизм и защитные программы у
растений находятся под контролем другого ки-
назного комплекса ‒ SnRK1 [2]. SnRK1 пред-
ставляет собой растительный ортолог AMP-ки-
назы (AMPK) животных, и Sucrose Non-Fer-
menting 1 (SNF1)-киназы дрожжей. В клетках

эукариот киназы AMPK, SNF1 и SnRK1 считают-
ся сенсорами их энергетического статуса; они ак-
тивируются в стрессовых условиях и выступают
ингибиторами киназного комплекса TOR [3]. В
условиях недостатка энергии SnRK1 помогает
восстановить энергетический баланс, усиливая, с
одной стороны, гликолиз, митохондриальное ды-
хание и окисление жирных кислот, а с другой сто-
роны ‒ ингибируя биосинтетические пути, в ко-
торых расходуется ATФ [4]. Это может достигать-
ся либо прямым фосфорилированием ключевых
ферментов различных метаболических путей, на-
пример, гидроксиметилглутарил-КоА-редуктазы
или сахарозофосфатсинтазы, либо транскрипци-
онной регуляцией, например, генов, участвующих в
автофагии (autophagy-related genes, ATG) [2, 4, 5].
Таким образом, регуляторный модуль “TOR-Sn-
RK1” у сельскохозяйственно ценных культур
представляет собой очень привлекательную ми-
шень регуляции: тонкая настройка этого модуля у
растения может помочь достичь одновременной
активации программ роста и механизмов защиты
от стрессов, не вызывая запуска таких программ
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стрессового ответа как ПКС [3, 6]. Это позволило
бы получать растения с высоким уровнем стрес-
соустойчивости и урожайности даже в субопти-
мальных условиях; однако, для достижения этой
амбициозной цели необходимо точное понима-
ние того, каким образом модуль “TOR-SnRK1”
интегрирован в метаболизм растений.

В отличие от ортологичных киназ дрожжей и
животных, у растений главными регуляторами
TOR и SnRK1 выступают молекулы сахаров и са-
харофосфатов. Киназный комплекс TOR расте-
ний активируется в присутствии глюкозы – един-
ственного пока метаболита, для которого доказано
прямое влияние на активность TOR у растений [1].
Активность киназы SnRK1 растений регулирует-
ся главным образом сахарофосфатами, что резко
отличается от клеток дрожжей и животных, в
которых основным аллостерическим регулятором
ортологичных киназ SNF1 и AMPK выступает
АМФ [3]. Столь важная роль сахаров и сахаро-
фосфатов в регуляции баланса между анаболиз-
мом и катаболизмом (опосредованно через киназ-
ные комплексы TOR и SnRK1), возможно, связана
с тем, что именно сахара – продукты фотосинте-
за – обеспечивают приток энергии в метаболизм
растений. Для обеих киназ, TOR и SnRK1, было
показано участие в регуляции фотосинтетического
метаболизма. TOR играет важную роль в регуля-
ции фотоморфогенеза, в том числе позеленения
пластид [1]. У проростков Arabidopsis ингибирова-
ние TOR приводило к изменению экспрессии
множества генов, участвующих в фотосинтезе [7].
В зрелых листьях растений Arabidopsis TOR участ-
вует в регуляции плазмодесм, и, таким образом,
экспорта фотосинтатов из листа и их распределе-
ния между донорными органами [8]. Влияние
SnRK1 на фотосинтетический метаболизм расте-
ний в настоящий момент является предметом ак-
тивного изучения [9]. Блокирование электрон-
ного транспорта в ФСII с помощью диурона вы-
зывало активацию SnRK1 [2]. В то же время
показано, что транскрипция многих генов, участ-
вующих в фотосинтезе, зависит от активности
SnRK1 [10], и ряд ядерных генов, кодирующих
фотосинтетических белки, регулируется тран-
скрипционными факторами – потенциальными
мишенями фосфорилирования SnRK1 [5]. SnRK1
мигрирует между цитоплазмой и ядром в суточ-
ном цикле [11] и в ответ на стресс [12]; показано,
что перенос SnRK1 из цитоплазмы в ядро корре-
лирует с уровнем фотосинтетической продукции
АТФ [11]. В некоторых работах высказано пред-
положение, что SnRK1 может быть локализована
и в хлоропластах [13]. Также показано, что SnRK1
оптимизирует нитратный сигналинг в ответ на
голодание по углероду или азоту [14]. В том слу-
чае, когда фотосинтез значительно снижен (на-
пример, по причине недостатка света, ингиби-
рования переноса электронов в электрон-транс-

портной цепи) или развивается голодание по
азоту, SnRK1 подавляет нитратный сигналинг пу-
тем фосфорилирования регуляторного белка
NLP7, что приводит к блокированию его перено-
са из цитоплазмы в ядро и последующей деграда-
ции [14].

Поскольку активность SnRK1 зависит от энерге-
тического статуса клетки, можно предположить,
что эта киназа участвует, напрямую или опосре-
дованно, в регуляции фотосинтетической про-
дукции энергии в хлоропластах либо ее адапта-
ции к потребностям клетки в энергии или саха-
рах. Однако до настоящего времени данный
вопрос не исследовался.

Киназный комплекс SnRK1 включает три субъ-
единицы, две регуляторные (β и βγ) и одну катали-
тическую α-субъединицу; каждая субъединица
представлена несколькими изоформами. Ком-
бинации различных изоформ, возможно, могут
образовывать киназные комплексы с несколько
различными функциональными характеристика-
ми [15, 16]. У Arabidopsis каталитическая α-субъеди-
ница кодируется тремя генами, KIN10, KIN11 и
KIN12, но экспрессируются, по-видимому, толь-
ко два гена, KIN10 и KIN11 [2]. Сверхэкспрессия
KIN10 приводит к соответствующему увеличению
ферментативной активности SnRK1 [2]. Актива-
ция SnRK1 может осуществляться либо при изме-
нении концентраций ингибирующих метаболи-
тов, т.е. сахаров и сахарофосфатов, либо фосфо-
рилированием ее каталитической субъединицы с
помощью киназ SnAK (SnRK1-Activating Kinas-
es). Примечательно, что in vivo, по-видимому, ак-
тивна только небольшая часть SnRK1, а большая
часть белка активируется в условиях стресса [15].
Несмотря на это, растения со сверхэкспрессией
KIN10 (KIN10-OX) проявляли отчетливый фено-
тип при прорастании и на стадии проростка даже
в оптимальных условиях [2, 17]. В условиях стрес-
сов, таких как голодание по углероду, засуха, ги-
поксия или засоление, растения KIN10-OX оста-
вались более жизнеспособными, чем растения
дикого типа или растения, у которых экспрессия
KIN10 была подавлена по механизму РНК-интер-
ференции (KIN10-RNAi) [17, 18]. Высокая стрес-
соустойчивость объяснялась увеличением ин-
дукции автофагии в растениях KIN10-OX из-за
ингибирования комплекса TOR [17, 18]. Приме-
чательно, что активация автофагии наблюдалась в
растениях KIN10-OX по сравнению с растениями
дикого типа даже в оптимальных условиях [17, 18].

Цель данной работы – анализ влияния сверх-
экспрессии KIN10, кодирующего каталитиче-
скую α-субъединицу SnRK1-киназы, а также по-
давленной по механизму РНК-интерференции
экспрессии KIN10 на световые реакции фотосин-
теза в листьях взрослых растений Arabidopsis thali-
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ana, выращенных на почве в оптимальных усло-
виях и под воздействием солевого стресса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растения и условия выращивания. Семена Ara-

bidopsis thaliana (L.) Heyn. экотипа Landsberg erec-
ta (Ler) были получены в Ноттингенском центре
Арабидопсиса (Великобритания). Растения с изме-
ненным уровнем экспрессии гена AT3G01090 – две
линии сверхэкспрессоров каталитической субъ-
единицы киназы SnRK1, (О1 и О2 линии, далее
по тексту – KIN10-OX1 и KIN10-OX2), и две ли-
нии RNAi с нокдауном KIN10, (10-1 и 10-2 линии,
далее по тексту – KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2),
были любезно предоставлены Dr. Filip Rolland
(Католический Университет г. Левен, Бельгия).
После поверхностной стерилизации семена вы-
саживали вертикально на чашки со средой
Мурасиге-Скуга (МС1) с добавлением 1% (м/об)
сахарозы и 0.35% (м/об) фитагеля (“Sigma-Al-
drich”, США). В возрасте 14 дней проростки пере-
носили в почву (почва: торф = 1: 1). Проростки
росли при 20‒22°C и плотности потока фотонов
150 мкмоль/(м2 с), относительной влажности 80% в
режиме 16 ч свет/8 ч темнота. В опытах использо-
вали как 12-дневные проростки, так и взрослые
6‒7-недельные растения. Полив производился
каждый второй день 10% раствором Хогланда [19].
Для создания солевого стресса эксперименталь-
ную группу растений в течение недели поливали че-
рез день 30 мл 10% раствора Хогланда с добавлением
NaCl до конечной концентрации 100 мМ. Кон-
трольную группу растений поливали тем же ко-
личеством 10% раствора Хогланда без добавле-
ния NaCl.

Определение уровня экспрессии генов интереса
методом ПЦР в реальном времени. РНК экстраги-
ровали из листьев Arabidopsis реагентом TRIzol [20].
Выделенную РНК обрабатывали ДНКазой, очи-
щенной от РНКаз (“Thermo Scientific”, США).
Синтез кДНК проводили с помощью набора ре-
активов Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
for RT-qPCR with dsDNase (“Thermo Scientific”,
США). Эффективность обработки ДНКазой пре-
парата тотальной РНК перед проведением обрат-
ной транскрипции, а также качество синтезиро-
ванной кДНК проверяли с помощью классиче-
ской ПЦР с праймерами к гену убиквитина
(F: 5'-ATGCGATYTTTGTGAAGAC-3', R: 5'-AC-
CACCACGRAGACGGAG-3'). ПЦР проводили с
помощью C1000 Touch Thermal Cycler (“BioRad”,
США). Программа ПЦР включала: 1) денатура-
цию матрицы ДНК при 95°C, 5 мин; 2) 34 цикла
амплификации, состоящих из денатурации ДНК
при 95°C, 30 с; отжига праймеров при 52°C, 30 с и
элонгации при 72°C, 75 с; 3) завершение синтеза
ДНК при 72°C, 5 мин. ПЦР-РВ проводили с по-
мощью термоциклера Eco Real-Time PCR system

(“Illumina Eco”, США) и набора реактивов для ПЦР
SYBR Green I (“Синтол”, Россия). Программа
включала: 1) активацию полимеразы при 95°C,
10 мин; 2) 40 циклов амплификации, состоящих
из денатурации ДНК при 95°C, 15 с; отжига
праймеров при 56°C, 30 с и элонгации при 72°C,
30 с; 3) построение кривых плавления: a) 95°C,
15 с; б) 55°C, 15 с; в) 95°C, 15 с. Для каждого гена бы-
ли синтезированы три пары специфичных прайме-
ров (“Евроген”, Россия). Использовали только те
праймеры, которые приводили к накоплению
единственного ампликона согласно анализу кри-
вых плавления и показывали эффективность
ПЦР ≥ 95%. В качестве референсного гена исполь-
зовали A. thaliana Actin2 (AT3G18780). Выбранные
праймеры для AtKIN10 были следующими: F: 5'-
ACCACCTCATCGAATCGCTC-3', R: 5'-GGAT-
GAGCCCGAGACTGAAG-3'; для AtKIN11 –: F:
5'-ATTCTCGGATCTACTCCAAGACG-3', R: 5'-
ATCTCCCTCCTCACTTTCTCT-3'; для AtAct2 –
F: 5’-TCCTCTCCGCTTTGAATT-3', R: 5'-CCAG-
CCTTCACCATACCG-3'. На одну реакцию ПЦР-РВ
использовали 10 нг матрицы кДНК. ПЦР-РВ для
каждого генотипа проводили в четырех биологи-
ческих и трех аналитических повторностях. Ре-
зультаты обрабатывали с использованием уравне-
ния 2–ΔCt [21].

Измерения флуоресценции хлорофилла а осу-
ществляли с помощью Dual-PAM 100 (“Walz”,
Германия). Регистрацию световых кривых прово-
дили на неотделенных листьях арабидопсиса. В
режиме двухканальной записи для одновремен-
ного определения фотохимической активности
фотосистем ФСI и ФСII осуществляли следую-
щую программу измерений: после 1 ч темновой
адаптации определяли значения начальной флуо-
ресценции F0, максимальной флуоресценции Fm (в
темноте) и P700-зависимого сигнала модулирован-
ного отражения/поглощения света Pm (согласно
встроенной программе после 5 c предосвещения
дальним красным светом), а затем 11 этапов осве-
щения с постепенным увеличением интенсивно-
сти актиничного красного света (0, 18, 25, 34, 65,
107, 138, 228, 351, 543 и 837 мкЕ м–2 с–1. Длитель-
ность каждого этапа освещения составляла 30 с, об-
щая длительность записи световой кривой – 5 мин.
В конце каждого этапа освещения подавался на-
сыщающий импульс (5000 мкЕ м–2 с–1 в течение
800 мс) и детектировались следующие параметры:
Y(I) – реальный квантовый выход ФСI, Y(II) –
реальный квантовый выход ФСII, Y(NPQ) –
квантовый выход регулируемой диссипации энер-
гии, Y(NO) – квантовый выход нерегулируемого
нефотохимического тушения флуоресценции. В
экспериментах было изучено по 10 растений кон-
трольной и экспериментальной групп для каждого
генотипа.
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Анализ электрохромного сдвига поглощения пиг-
ментов. Использовали систему Dual-PAM 100
(“Walz”, Германия) с дополнительным P515/535
модулем, включающим в себя эмиттер Dual-EP515
и детектор Dual-DP515 (“Walz”, Германия). Экс-
перименты проводились по протоколу, описанно-
му Dmitrieva с соавт. [22], основанному на методике
Schreiber и Klughammer [23]. Перед проведением
измерений растения в течение 1 ч адаптировали к
темноте. После включения измеряющего света
(PML, 515 и 550 нм) с интенсивностью 24 мкЕ по-
следовательно с интервалом в 30 с подавали три
вспышки красного насыщающего света (630 нм,
5000 мкЕ, 800 мс). По кинетике падения сигнала
рассчитывали экспоненциальную и линейную ско-
рость синтеза АТФ согласно Dmitrieva et al. [22] и
Sukhov et al. [24]. Затем после 10 с темноты  на
лист подавали красный актиничный свет (630 нм,
430 мкЕ) на протяжении 10 мин. После выключе-
ния актиничный света в течение 5 мин регистри-
ровали кинетику быстрой темновой релаксации
ESC. Амплитуду относительного электрохромно-
го сдвига (ECSpmf, P515), а также двух его компо-
нентов – ECSΔψ и ECSΔpH определяли согласно
протоколам Dmitrieva et al. [22] и Sukhov et al. [24].
Измерения были выполнены в 6-кратной биоло-
гической повторности для каждого генотипа и
каждого варианта воздействия.

Определение содержания АТФ проводили в
тканях 16-дневных проростков, выращенных в
стерильной фитагелизированной МС1 среде. Для
создания солевого стресса раствор 100 мМ NaCl в
объеме 10 мл наносили дозатором на поверхность
среды, в которой выращивались проростки. Со-
левой раствор мгновенно абсорбировался средой
и не создавал эффекта затопления. В качестве по-
ложительного фармакологического контроля ис-
пользовали аппликацию на поверхность среды
10 мл раствора олигомицина (“Serva”, Германия)
в концентрации 10 мкМ, которая, как было пока-
зано ранее, эффективно ингибирует митохондри-
альное дыхание, но не фотосинтез [25]. Через 16 ч
инкубации с солевым раствором или 2 ч инкуба-
ции с раствором олигомицина проростки собира-
ли, готовили 30 мг навески, а затем АТФ-содер-
жащие экстракты по методу Lundin и Thore [26] и
Surova с соавт. [27] с небольшими модификация-
ми. Навеску растительного материала (30 мг) по-
мещали в 1.5 мл пробирку типа Эппендорф и го-
могенизировали микропестиком, непрерывно
охлаждая пробирку в жидком азоте. К гомогенату
добавляли 60 мкл двухкомпонентного буфера
(0.51 М ТХУ и 17 мМ ЭДТА) и оставляли при
+4°C на 15 мин в темноте. Далее для нейтрализа-
ции ТХУ добавляли 9.24 мкл 3 М KOH. Экстракты
центрифугировали в течении 10 мин при 12000 g
на центрифуге Sigma 1-14K (Германия) и отбира-
ли супернатант для исследования. С помощью
набора ATP Determination Kit (“Thermofisher Sci-

entific”, США) в полученных экстрактах на мульти-
модальном ридере Varioskan LUX Multimode Mi-
croplate Reader (“ThermoFisher”, США) на длине
волны 560 нм проводили детекцию интенсивно-
сти люминесценции люциферин-люциферазной
реакции, а затем с использованием калибровоч-
ной кривой (диапазон детектируемых концен-
траций от 0.1 нМ до 500 нМ) рассчитывали абсо-
лютное содержание АТФ в опытных образцах.
Эксперименты были выполнены в 5-кратной
биологической и 3-кратной аналитической по-
вторностях по каждому генотипу и эксперимен-
тальному воздействию.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием программы R version 4.1.2
(2021-11-01) ‒ “Bird Hippie” Copyright (C) 2021
The R Foundation for Statistical Computing Platform:
x86_64-w64-mingw32/x64. Достоверность различий
в относительном уровне транскриптов генов ин-
тереса определяли с помощью t-критерия Стью-
дента, уровень значимости P ≤ 0.05. Достоверность
различий между выборками по значениям других
параметров оценивали методом множественного
сравнения с применением дисперсионного ана-
лиза ANOVA и post hoc теста Тьюки (Tukey HSD
test), уровень значимости P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Уровень экспрессии KIN10 и KIN11 в проростках 
и взрослых растениях арабидопсиса

При выращивании в оптимальных условиях
растения KIN10-OX имеют ярко выраженные фе-
нотипические изменения на стадии проростков
[2, 17], тогда как для растений KIN10-RNAi не
описаны какие-либо особенности фенотипа, обу-
словленные подавлением функций SnRK1, ни на
одной из стадий развития [2, 17]. Для того чтобы
подтвердить стабильность экспрессии трансге-
нов, отвечающих за повышение и подавление
уровня экспрессии KIN10 в листьях взрослых рас-
тений арабидопсиса KIN10-OX и KIN10-RNAi, а
также показать, что изменения в уровнях экспрес-
сии KIN10 не скомпенсированы изменениями
экспрессии KIN11, был проведен ПЦР-РВ анализ
накопления транскриптов соответствующих ге-
нов. Результаты представлены на рисунке 1. По-
казано, что в листьях дикого типа Ler уровень от-
носительного содержания транскриптов KIN10
оказался значительно выше, чем в проростках
(рис. 1а), в то время как экспрессия KIN11 не
отличалась (рис. 1д). Экспрессия KIN10 в про-
ростках и листьях взрослых растений KIN10-OX в
несколько раз превысила таковую в растениях ди-
кого типа Ler (рис. 1а, г). Уровень KIN10 тран-
скриптов в проростках и листьях KIN10-RNAi
оказался достоверно ниже, чем у дикого типа Ler на
обеих стадиях развития растений (рис. 1а–в). Экс-
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прессия KIN11 достоверно не различалась у всех
изученных генотипов арабидопсиса (рис. 1д–з).

Фенотипические изменения растений 
под действием солевого стресса

У растений Arabidopsis дикого типа Ler на тре-
тьи сутки умеренного солевого стресса происхо-
дило появление слабого хлороза и скручивание
отдельных листьев. К пятым суткам эксперимен-
та данные фенотипические изменения усилива-
лись (рис. 2а–в). Сходные признаки влияния
стресса развивались и у растений со сверхэкс-
прессией KIN10 (KIN10-OX1, KIN10-OX2), но
хлороз был отмечен на третьи сутки, а скручива-
ние листьев только на пятые сутки засоления
(рис. 2ж-и). В линиях со сниженной экспрессией
KIN10 (KIN10-RNAi1, KIN10-RNAi2) не было вы-
явлено морфологических изменений листьев, свя-
занных со стрессовым воздействием (рис. 2г-е).

Изменения фотохимической активности 
фотосистем II и I на фоне солевого стресса

Изучили изменения важнейших показателей
фотохимической активности фотосистем: эф-
фективные квантовые выходы ФСII и ФСI
(Y(II) и Y(I)), а также Y(NPQ) и Y(NO) в диапа-
зоне интенсивности актиничного света от 0 до
837 мкМ м–2 с–1 (в ходе т.н. световых кривых) в
листьях растений арабидопсиса в оптимальных
контрольных условиях и под действием солевого

стресса через трое и пять суток от начала полива
раствором Хогланда с добавлением 100 мМ NaCl
(рис. 3–5).

В листьях растений дикого типа Ler происхо-
дило достоверное снижение реального квантово-
го выхода Y(II) при освещении средними интен-
сивностями актиничного света (107, 138, 228,
351 мкмоль м–2 с–1) на третьи и пятые сутки соле-
вого стресса (рис. 3а). В листьях двух линий
сверхэкспрессоров KIN10-OX обнаружено досто-
верное увеличение Y(II) на третьи сутки засоле-
ния и снижение данного параметра на пятые
сутки засоления до значений у растений в кон-
трольных условиях (рис. 3г, д). У растений с
нокдауном гена каталитической субъединицы
KIN10 либо не наблюдалось изменений в Y(II) (в
линии KIN10-RNAi1), либо происходило сниже-
ние Y(II) к пятым суткам засоления (в линии
KIN10-RNAi2) (рис. 3б, в).

Квантовый выход ФСI достоверно уменьшал-
ся под действием засоления в диком типе Ler (в
диапазоне значений 107‒351 мкМ фотонов) к тре-
тьим суткам засоления и не возвращался к уровню в
контроле к пятым суткам солевого стресса (рис. 4а).
В листьях растений KIN10-OX1 и KIN10-OX2
происходило увеличение показателя Y(I) на тре-
тьи сутки солевого стресса, а затем наблюдалось
снижение активности ФСI до уровня в контроле
во всем диапазоне интенсивности освещения
(рис. 4г, д). У растений с подавленной активно-
стью KIN10 показано либо отсутствие влияния
засоления на Y(I), либо достоверное снижение зна-

Рис. 1. Относительные уровни транскриптов KIN10 и KIN11 в проростках и листьях взрослых растений арабидопсиса
дикого типа Ler (а, д), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б, е) и KIN10-RNAi2 (в, ж), а также линии-сверхэкспрессора
KIN10-OX1 (г, з), где а, б, в, г – относительный уровень экспрессии KIN10; д, е, ж, з – относительный уровень экс-
прессии KIN11. Достоверность различий определяли с помощью t-теста Стьюдента. * ‒ достоверные отличия относи-
тельного количества транскриптов гена интереса в листьях и в проростках одного и того же генотипа.
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чений этого показателя на фоне солевого стресса
(KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2 соответственно)
(рис. 4б, в).

Оценили также влияние засоления на кванто-
вый выход регулируемого нефотохимического ту-
шения флуоресценции Y(NPQ) как одного из
важнейших механизмов предотвращения разру-
шения ФСII от избытка поглощенных квантов
света (рис. 5). Оказалось, что в листьях араби-
допсиса дикого типа Ler происходило достовер-
ное повышение квантового выхода Y(NPQ) к тре-
тьим суткам солевого стресса (рис. 5а). В листьях
обеих линий KIN10-OX обнаружено снижение
тепловой диссипации энергии к третьим суткам
засоления (рис. 5г, д). В линиях KIN10-RNAi уро-
вень Y(NPQ) либо не изменялся, либо повышал-

ся к пятым суткам засоления (KIN10-RNAi1 и
KIN10-RNAi2, соответственно) (рис. 5б, в). Изме-
нений квантового выхода нерегулируемого туше-
ния флуоресценции Y(NO) не выявлено ни в одной
из исследуемых линий арабидопсиса (данные не
показаны), что свидетельствует об отсутствии
структурных нарушений пула ФСII под действи-
ем солевого стресса.

Электрохимический градиент 
и скорость синтеза АТФ

Для того чтобы сравнить относительную энер-
гизованность тилакоидных мембран и эффектив-
ность работы АТФ-синтазы в хлоропластах линий
арабидопсиса с различным уровнем экспрессии

Рис. 2. Фенотипические изменения растений Arabidopsis thaliana дикого типа Ler (а, б, в), нокдаун-линии KIN10-RNAi1
(г, д, е) и линии-сверхэкспрессора KIN10-OX1 (ж, з, и) при хроническом засолении, где а, г, ж – фотографии рас-
тений на первые сутки засоления; б, д, з – на третьи сутки засоления; в, е, и – на пятые сутки засоления. Масштаб-
ная линейка: 1 см.
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Рис. 3. Зависимость квантового выхода ФСII (Y(II)) от интенсивности света (“световая кривая”), измеренная в листьях
растений Arabidopsis thaliana дикого типа Ler (а), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б) и KIN10-RNAi2 (в), а также линий-
сверхэкспрессоров KIN10-OX1 (г) и KIN10-OX2 (д), в оптимальных условиях и на фоне засоления. Условные обозначе-
ния на графиках: сплошная линия с маркерами-ромбами – значения, полученные на растениях в контрольных условиях;
штрихпунктирная линия с маркерами-квадратами – значения, полученные на третьи сутки хронического засоления рас-
тений; пунктирная линия с маркерами-треугольниками – значения, полученные на пятые сутки хронического засоле-
ния растений; * – достоверные различия между измерениями в контроле и на 3 сутки солевого стресса согласно резуль-
татам дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05; ∆ – достоверные различия между изме-
рениями в контроле и на пятые сутки солевого стресса согласно ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05. На
графиках показаны средние арифметические значения десяти независимых измерений, выполненных на 10 листьях
разных растений одного генотипа. Планки погрешности обозначают стандартное отклонение от среднего. По оси
абсцисс отложены значения интенсивности освещения в мкМ фотонов м–2 с–1; по оси ординат – значения пара-
метра Y(II) в относительных единицах.
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KIN10 исследовали амплитуду светоиндуцирован-
ной протон-движущей силы ECSpmf, а также отно-

сительные величины двух ее компонентов: гради-
ента трансмембранного электрического потенциа-
ла (ΔΨ) и градиента концентрации протонов (ΔpH)

(рис. 6а‒в). У сверхэкспрессоров (KIN10-OX1-2) 

по сравнению с другими исследуемыми линиями

обнаружена выраженная тенденция к более низ-

кому уровню электрического градиента на мем-

бранах хлоропластов (рис. 6б). В то же время

Рис. 4. Зависимость квантового выхода ФСI (Y(I)) от интенсивности света (“световая кривая”), измеренная в листьях
дикого типа Ler (а), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б) и KIN10-RNAi2 (в), а также линий-сверхэкспрессоров KIN10-
OX1 (г) и KIN10-OX2 (д), в оптимальных условиях и на фоне засоления. Условные обозначения на графиках: сплош-
ная линия с маркерами-ромбами – значения, полученные на растениях в контрольных условиях; штрихпунктирная
линия с маркерами-квадратами – значения, полученные на третьи сутки хронического засоления растений; пунк-
тирная линия с маркерами-треугольниками – значения, полученные на пятые сутки хронического засоления рас-
тений; * – достоверные различия между измерениями в контроле и на 3 сутки солевого стресса согласно результатам
дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05; ∆ – достоверные различия между измерения-
ми в контроле и на пятые сутки солевого стресса согласно ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05. На графиках
показаны средние арифметические значения десяти независимых измерений, выполненных на 10 листьях разных
растений одного генотипа. Планки погрешности обозначают стандартное отклонение от среднего. По оси абсцисс
отложены значения интенсивности освещения в мкМ фотонов м–2 с–1; по оси ординат – значения параметра Y(I)
в относительных единицах.
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Рис. 5. Зависимость квантового выхода нефотохимического тушения флуоресценции (Y(NPQ)) от интенсивности све-
та (“световая кривая”), измеренная в листьях дикого типа Ler (а), нокдаун-линий KIN10-RNAi1 (б) и KIN10-RNAi2 (в),
а также линий-сверхэкспрессоров KIN10-OX1 (г) и KIN10-OX2 (д), в оптимальных условиях и на фоне засоления.
Условные обозначения на графиках: сплошная линия с маркерами-ромбами – значения, полученные на растениях в
контрольных условиях; штрихпунктирная линия с маркерами-квадратами – значения, полученные на третьи сутки
хронического засоления растений; пунктирная линия с маркерами-треугольниками – значения, полученные на пятые
сутки хронического засоления растений; * – достоверные различия между измерениями в контроле и на третьи сутки
солевого стресса согласно результатам дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05; ∆ – до-
стоверные различия между измерениями в контроле и на пятые сутки солевого стресса согласно ANOVA и post hoc
теста Тьюки при P ≤ 0.05. На графиках показаны средние арифметические значения десяти независимых измерений,
выполненных на 10 листьях разных растений одного генотипа. Планки погрешности обозначают стандартное откло-
нение от среднего. По оси абсцисс отложены значения интенсивности освещения в мкМ фотонов м–2 с–1; по оси ор-
динат – значения параметра Y(NPQ) в относительных единицах.
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Рис. 6. Относительные уровни электрохимического градиента ECSpmf (а), градиента электрического потенциала
ECSΔΨ (б), градиента концентрации протонов ECSΔpH (в), линейной (г) и экспоненциальной (д) скорости синтеза
АТФ в листьях растений дикого типа Ler, линий-сверхэкспрессоров KIN10-OX1 и KIN10-OX2, а также линий с по-
давленной экспрессией KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2 на фоне засоления. На бокс-плотах представлены медианы и
распределение значений по квартилям. Усы обозначают минимальные и максимальные значения. “Контроль” –
значения показателя в оптимальных условиях роста, “NaCl 3д” и “NaCl 5д” – значения показателя на третьи и пя-
тые сутки хронического засоления. Достоверность различий оценивалась методом множественного сравнения с
применением дисперсионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05.
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статистически достоверных отличий в амплитуде
ECSΔψ и ECSΔpH  выявить не удалось и таким

образом снижение общей амплитуды pmf в лини-
ях сверхэкспрессоров не может быть объяснено
специфическим снижением одного из двух
компонентов pmf (рис. 6б, в). В KIN10-OX1-2 бы-
ла также выявлена тенденция к сниженной, отно-
сительно других линий,  линейной скорости АТФ,
которая напрямую  зависит от протон-движущей
силы, тогда как экспоненциальная скорость, за-
висящая от концентрации аденозинфосфатов и
АТФ синтазы, оказалась сходной с таковой в дру-
гих линиях арабидопсиса (рис. 6г, д).

Супрессия KIN10 в нокаутных линиях араби-
допсиса не вызывала достоверных изменений в
амплитуде протон-движущей силы и двух ее ком-
понентов Δψ и ΔpH по сравнению с растениями
дикого типа ни в контрольных условиях, ни под
действием засоления, за исключением хлоропла-
стов KIN10-RNAi1, на мембранах которых в кон-
трольных условиях генерировался более высокий
градиент трансмембранного электрического по-
тенциала по сравнению с другими линиями ара-
бидопсиса (рис. 6б, в).

Уровень продукции АТФ 
в проростках арабидопсиса

Сравнили содержание АТФ в проростках
дикого типа арабидопсиса, линий со сниженной
и повышенной экспрессией KIN10 в контроль-
ных условиях и под действием солевого стресса.
Для того чтобы оценить вклад митохондриально-
го дыхания в продукцию АТФ в проростках, ис-
пользовали ингибитор митохондриальной АТФ-
синтазы олигомицин. В проростках всех изучен-
ных линий арабидопсиса содержание АТФ ока-
залось сходны (рис. 7). Показано, что примерно
половина от суммарного содержания АТФ в

проростках генерируется в результате окислитель-
ного фосфорилирования в дыхательной цепи ми-
тохондриий (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

Солевой стресс оказывает комплексный нега-
тивный эффект на метаболизм растений, который
связан с сокращением поглощения воды вследствие
повышенного осмотического давления в ризосфе-
ре, с токсическим эффектом накопления катионов
натрия и анионов хлора, а также c развитием окис-
лительного стресса [28, 29]. Одной из мишеней хро-
нического солевого стресса у растений является
фотосинтетическая функция хлоропластов [30].
Для поддержания фотосинтеза как важнейшего
энергопродуцирующего процесса у растений име-
ется набор адаптивных защитных механизмов, раз-
вивающихся в стрессовых условиях на уровне фото-
синтетических тилакоидных мембран хлоропластов.
Пути регуляции фотосинтетической способно-
сти растений со стороны энергетического сенсора
растений – центральной регуляторной SnRK1-ки-
назы – в условиях засоления, остаются неизвест-
ными. В данном исследовании мы применили
хронический солевой стресс для выявления взаи-
мосвязи между уровнем активности SnRK1-кина-
зы, который был генетически детерминирован
уровнем транскрипции каталитической субъеди-
ницы фермента в разных линиях арабидопсиса
(Ler, сверхэкспрессоры KIN10-OX1-2, нокдауны
KIN10-RNAi1-2) и механизмами адаптации фо-
тосинтетической активности у растений араби-
допсиса. В листьях взрослых растений с помо-
щью неинвазивного высокочувствительного ме-
тода импульсной модулирующей и прямой
флуориметрии хлорофилла а нами изучена ди-
намика показателей фотохимических реакций
фотосинтеза; методом регистрации электро-

Рис. 7. Уровни АТФ в проростках дикого типа Ler, линий-сверхэкспрессоров KIN10 (KIN10-OX1 и KIN10-OX2) и ли-
ний с подавленной экспрессией KIN10 (KIN10-RNAi1 и KIN10-RNAi2) после 16 ч солевого стресса. На бокс-плотах
представлены медианы и распределение значений по квартилям. Эксперименты выполнены в пяти биологических и
трех технических повторностях. OM – растения, обработанные олигомицином. Усы обозначают минимальные и мак-
симальные значения. Достоверность различий оценивалась методом множественного сравнения с применением дис-
персионного анализа ANOVA и post hoc теста Тьюки при P ≤ 0.05.
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хромного сдвига поглощения пигментов листа
проведена оценка процессов генерации электро-
химического градиента и АТФ-синтазной актив-
ности. Дополнительно в проростках биолюми-
несцентным методом исследовали содержание
АТФ, которое коррелирует с общим энергетиче-
ский статусом растительных клеток.

По таким фенотипическим признакам стресса
как хлороз и скручивание листовых пластинок,
наиболее чувствительными к засолению оказа-
лись растения арабидопсиса с нормальным и по-
вышенным уровнем экспрессии KIN10. Линии с
супрессией функции SnRK1-киназы за пять су-
ток умеренного засоления фенотипически не из-
менялись. Ранее в работах [17, 18] была показана
сниженная устойчивость KIN10-RNAi к абиоти-
ческим стрессорам, что, на первый взгляд, проти-
воречит полученным нами данным. Однако, ком-
плексная оценка фотосинтетической активности
листьев исследуемых генотипов на фоне солевого
стресса привела к выводам в пользу развития
адаптивных изменений в линиях со сверхактиви-
рованным пулом SnRK1-киназы (KIN10-OX) и
слабой выраженностью или полным отсутствием
таких изменений у растений KIN10-RNAi c по-
давлением функций SnRK1. Так, за первые трое
суток солевого стресса в линиях KIN10-OX проис-
ходило увеличение реальных квантовых выходов
ФСII и ФСI, и при этом не развивалось стресс-ин-
дуцированное нефотохимическое тушение флуо-
ресценции, ассоциированное с регулируемым фор-
мированием центров диссипации энергии. Важно
отметить, что квантовые выходы ФСII и ФСI в
линиях дикого типа и KIN10-RNAi1-2 под дей-
ствием засоления не изменялись или снижались с
одновременным увеличением  квантового выхода
регулируемого нефотохимического тушения флу-
оресценции.

Анализ показателей, коррелирующих с общим
энергетическим статусом растений, показал, что ге-
нотип-специфичное изменение уровня SnRK1-ки-
назы в линиях Ler, KIN10-OX и KIN10-RNAi ни в
благоприятных, ни в стрессовых условиях не при-
водило ни к изменениям содержания АТФ в про-
ростках, ни к существенному изменению работы
АТФ-синтазы. В то же время нами впервые выявле-
на функциональная особенность работы электрон-
транспортной цепи хлоропластов линий сверх-
экспрессоров KIN10, состоящая в относительно
низкой амплитуде формирующейся на свету тран-
стилакоидной протон-движущей силы pmf. Расчет
относительных изменений двух компонент pmf
показал, что снижение амплитуды pmf, вероятнее
всего, связано с низким градиентом электриче-
ского потенциала ΔΨ. Известно, что генерация
протон-движущей силы играет критически важ-
ную роль в поддержании и регуляции фотосинте-
за, поскольку именно электрохимический гради-
ент протонов выступает связующим процессом

между абсорбцией энергии света и использованием
поглощенной энергии на синтез АТФ [31]. Ранее
низкая способность к генерации ΔΨ на высоком
свету была описана у мутанта арабидопсиса pgr5
[32], мутанта-нокаута ch1-3 с заблокированным
биосинтезом хлорофилла b [22], а также мутантов
с нарушением транспорта катионов и анионов че-

рез тилакоидную мембрану, например, по K+/H+

антипортеру kea3 и фосфатному транспортеру
pht4;1 [33]. У исследуемых нами линий сверхэкс-
прессоров, в отличие от вышеперечисленных му-
тантов, снижение электрохимического градиента
не было связано с нарушением генерации или по-
вышением доли ΔpH компоненты в амплитуде
pmf, что также коррелировало с сохранением спо-
собности KIN10-OX к развитию нефотохимиче-
ского тушения флуоресценции. Известно, что
поддержание сниженного градиента электриче-
ского потенциала в условиях флуктуирующего
света является защитным механизмом, препят-
ствующим развитию фотоповреждения ФСII [34].
SnRK1-киназа является важнейшим интеграто-
ром сигналов и центральным регулятором стрес-
совых ответов растений, который поддерживает
развитие защитных процессов. На основании по-
лученных данных мы предполагаем, что в линиях
со сверхэкспрессией SnRK1 индуцирован неизу-
ченный пока механизм, изменяющий потоки
ионов через тилакоидные мембраны на свету, что
может оказывать защитное действие при накоп-
лении ионов натрия и хлора в хлоропластах и
обеспечивать поддержание активности фотоси-
стем при засолении. Мы предполагаем также, что
увеличение активности SnRK1-киназы в линиях
KIN10-OX приводит к усилению процессов репа-
рации хлоропластов, в первую очередь с участием
автофагии [17, 18]. Таким образом, нами показа-
ны изменения фотохимической активности хло-
ропластов, ассоциированные с конститутивной
активацией SnRK1-киназы в двух линиях, сверх-
экспрессирующих каталитическую субъединицу
KIN10. Обнаруженные особенности световых ре-
акций фотосинтеза сохранялись в этих линиях и
при благоприятных условиях роста, и при адапта-
ции к солевому стрессу. Подавление функции
SnRK1-киназы методом замалчивания РНК-ин-
терференцией в линиях арабидопсиса, напротив,
приводило к отсутствию выраженного ответа на
солевой стресс на уровне фотохимической актив-
ности хлоропластов. Согласно последним резуль-
татам изучения интерактомных и фосфопротеом-
ных массивов данных [35] показано взаимодей-
ствие SnRK1-киназы с транскрипционным и
трансляционным аппаратами клетки, протеинки-
назами и фосфатазами, системами убиквитиниро-
вания и сумоилирования белков, цитоскелетом,
системой внутриклеточного транспорта белков и
автофагией. Конкретные молекулярные мишени
SnRK1-зависимой сигнальной сети, которые
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участвуют в регуляции энергетического метабо-
лизма хлоропластов, остаются малоизученными.
Полученные нами данные на модели растений
арабидопсиса с измененным уровнем активности
SnRK1-киназы представляются перспективными
для проведения дальнейших исследований регуля-
ции функций хлоропластов со стороны централь-
ного энергетического сенсора SnRK1 и выявления
путей регуляции энергетического статуса расти-
тельных клеток [4, 5, 36].
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