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Установлено, что дипептиды глицилглицин (GlyGly) и глициласпарагиновая кислота (GlyAsp), а
также аминокислота глицин (Gly) в концентрации 10–7 М в среде существенно стимулируют рост и
развитие регенерантов и проростков табака Nicotiana tabacum L. Отмечено, что GlyGly, GlyAsp и Gly
влияют на клеточную дифференцировку и формообразовательные процессы у каллусов, а также мо-
дулируют экспрессию генов семейств KNOX и GRF. Обнаружено, что профили индукции или репрес-
сии экспрессии генов одним и тем же препаратом в регенерантах и проростках табака различные, а
GlyGly, GlyAsp и Gly могут рассматриваться как регуляторы роста и развития растений, действие ко-
торых имеет сигнальную и в основном эпигенетическую природу.
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Пептиды образуют обширную и многообраз-
ную сигнальную регуляторную систему, контро-
лирующую рост и развитие животных и растений
(Khavinson, Malinin, 2005; Ванюшин и др., 2017).
Большинство изученных растительных пептидов
представляли собой небольшие сигнальные пепти-
ды или противомикробные пептиды, образующиеся
из нефункциональных белков-предшественников
(Goyal, Mattoo, 2014). В последнее время появляют-
ся данные о пептидах, образованных из функцио-
нальных белков, непосредственно транслируемых
на небольших открытых рамках считывания
(Hanada, 2013). Секретируемые пептиды (от 2 до
100 аминокислотных остатков) играют важную
роль в регуляции межклеточных взаимодействий,
физиологических активностей и ответов на раз-
личные воздействия и сигналы внешней среды
(Czyzewicz et al., 2013; Motomitsu et al., 2015;
Tavormina et al., 2015).

О действии экзогенных пептидов, которые мо-
гут проникать внутрь растений, данных практи-
чески нет. Короткие экзогенные пептиды изби-
рательно модулируют экспрессию генов и синтез
белков, в том числе участвующих в репликации и
репарации ДНК и отвечающих за клеточную
дифференцировку у животных (Khavinson, Mali-
nin, 2005). Действие таких пептидов геноспеци-

фично, имеет сигнальный регуляторный характер
и, по-видимому, в основном эпигенетическую
природу (Ванюшин и др., 2017). Например, экзо-
генные пептиды (эпиталон) увеличивают продол-
жительность жизни животных (Khavinson et al.,
2014), тетрапептид бронхоген регулирует диффе-
ренцировку, пролиферацию и апоптоз в культу-
рах клеток бронхиального эпителия человека
(Khavinson et al., 2015), а вилон оказывает такое же
действие на клетки тимуса и лимфоциты перифе-
рической крови человека и животных (Khavinson
et al., 2015). Эти пептиды тканеспецифичны, ин-
дуцируют экспрессию генов, отвечающих за ре-
парацию и репликацию ДНК (Khavinson et al.,
2014, 2015). Предполагается, что пептидная регу-
ляция жизнедеятельности у эукариот едина и воз-
никла она на ранних этапах эволюции (Ванюшин
и др., 2017). В связи с этим существенный интерес
вызывает действие на разные организмы и биоло-
гические системы наиболее просто организован-
ных коротких пептидов, которые могли возник-
нуть в том числе и абиогенным путем на ранних
этапах становления жизни.

Ранее нами было обнаружено, что экзогенные
короткие пептиды эпиталон (AlaGluAspGly),
бронхоген (AlaGluAspLeu) и вилон (LysGlu) вли-
яли на рост, развитие и дифференцировку каллу-
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са табака Nicotiana tabacum L. (Федореева и др.,
2017).

Цель работы – сравнительное изучение влия-
ния низких концентраций дипептидов глицилгли-
цина (GlyGly), глициласпарагиновой кислоты
(GlyAsp), а также аминокислоты глицина (Gly) на
рост, развитие и экспрессию генов в проростках и
каллусах табака N. tabacum L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Семена табака N. tabacum L. (сортотип Сам-
сун) стерилизовали 1.5%-ным раствором гипо-
хлорита натрия c добавлением 0.01%-ного Triton
X-100 в течение 15 мин. Затем их трижды промыва-
ли стерильной дистиллированной водой и поме-
щали в колбы с агаризованной безгормональной
средой Мурашиге–Скуга (МС) (Sigma, США) для
проращивания. Образовавшиеся после прораста-
ния семян семядоли отрезали скальпелем и выкла-
дывали по 4 шт. на чашки Петри с агаризованой
средой МС, содержащей 10–7 М GlyGly, GlyAsp или
Gly. Для контроля использовали среду МС без до-
бавления пептидов и аминокислоты. Среда со-
держала также фитогормоны: 2 мг/л 6-бензил-
аминопурина и по 0.2 мг/л α-нафтилуксусной и
индолилмасляной кислот. В опыте использовали
4–5 чашек Петри. В течение 14 сут чашки Петри с
эксплантами выдерживали в термостате в темно-
те при 25°С, а затем помещали в световую комна-
ту. Экспланты культивировали при следующем
температурном режиме: днем 20–22°С, ночью
16–18°С, длительность фотопериода 16 ч (интен-
сивность света 5000 лк). Эксперименты по полу-
чению регенерантов из эксплантов проводили в
четырех повторностях.

Через 21 сут после эксплантации регистриро-
вали частоту каллусогенеза и морфологию появля-
ющихся на эксплантах регенерантов: цвет, тексту-
ру, размер, число образовавшихся регенерантов и
листьев. В конце эксперимента (через 28 сут) отме-
чали нормально сформировавшиеся растения
(регенеранты), имеющие побеги и корневую си-

стему. Эффективность регенерации рассчитыва-
ли по числу регенерантов на один эксплант.

Для получения проростков табака семена после
обработки (описано выше) помещали на агаризо-
ванную среду МС, содержавшую 10–7 М GlyGly,
GlyAsp или Gly. В качестве контроля использова-
лась среда МС без пептидов и Gly. Растения табака
выращивали в течение 28 сут. Определяли сырую
массу, длину главного корня, длину надземной ча-
сти проростка, высоту проростка и площадь листа.
Площадь листовой пластинки определяли с помо-
щью микроскопа Olympus BX51 (Япония), осна-
щенного программой Сell. Статистическую обра-
ботку всех данных проводили в программе Exel.

РНК выделяли из регенерантов и проростков та-
бака стандартным методом с использованием набо-
ров реагентов для выделения РНК “РНК-Экстран”
(Синтол, Россия). Концентрацию выделенных
препаратов РНК определяли спектрофотометри-
чески. кДНК получали по стандартной методике
с использованием набора реагентов (Синтол) для
проведения обратной транскрипции.

Сведения о первичной структуре генов KNOX1
и GRF N. tabacum и N. sylvestris получены из базы
данных NCBI. Праймеры к этим генам были по-
добраны с помощью он-лайн сервиса NCBI Prim-
er-BLAST и синтезированы (Синтол) (табл. 1, 2).

Полимеразную цепную реакцию в реальном
времени (ПЦР-РВ) проводили в термоциклере
CFX 96 Real-Time System (Biorad, США). Образцы
подготавливали стандартным методом с помо-
щью набора реагентов для проведения ПЦР-РВ в
присутствии Sybr Green (Синтол). Реакцию ПЦР-
РВ проводили в одинаковых условиях для всех
образцов: 95°С – 5 мин (активация полимеразы),
далее 45 циклов: 94°С – 30 с, 5°С – 30 с, 72°С – 30 с.
Реакцию проводили в 2–3 параллелях в трех по-
вторностях. Ген GaPDh (LOC107828122), кодиру-
ющий белок глицерид-3-фосфатдегидрогеназу
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), был
взят в качестве референсного гена. Относительный
уровень экспрессии генов рассчитывали по калиб-
ровочной кривой, построенной с ПЦР-продукта-
ми, полученными с праймерами к гену GaPDh.

Таблица 1. Гены семейства GRF и праймеры к ним

Ген Праймеры Кодируемый белок Accession number

GRF1 ccc gga ttc cca act aca ca
agc gcg tgt act tca cta ctt

DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 2-like LOC107764892

GRF2 cat cca gca gtg cac aga ga
ctt cct gag acc gag cag tg

DNA topoisomerase 3-alpha-like LOC107824417

GRF3 tac gaa ctg tga ggc atc cg
ttc acc act caa tgt gcc gt

3'–5' exoribonuclease 1-like LOC107832708

GRF4 gac gaa gag gaa ggc ttg ga
gcc gta ctc cca tca gct tt

Endonuclease 8-like 3 LOC104218308
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Эффективность ПЦР-РВ рассчитывали как
E, % = (10–1/s – 1) – 100, где s – угол наклона зави-
симости десятичного логарифма значений поро-
гового цикла (Сt) от концентрации кДНК. Эффек-
тивность ПЦР-РВ с праймерами к исследованным
генам была 95–96%.

В работе использовано оборудование Центра
коллективного пользования ВНИИСБ РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что GlyGly, GlyAsp или Gly при

концентрации 10–7 М в среде стимулировали кал-
лусогенез, увеличивали массы каллусной ткани
табака и регенерантов и влияли на формирование
листьев. Под действием пептидов масса регене-
рантов из каллусной ткани семядольных листьев
табака увеличивалась на 35–90% по сравнению с
контролем (рис. 1, табл. 3). Формирование листьев
у регенерантов табака, выращенных на среде в
присутствии пептидов, начиналось на 11-е–12-е
сут в отличие от контрольных, у которых это на-
блюдалось только на 14-е–15-е сут. Следователь-
но, GlyGly, GlyAsp и Gly влияют на клеточную
дифференцировку и вовлечены в формообразо-
вательные процессы у растений. Наиболее актив-
ный каллусогенез наблюдался на средах с пепти-
дом GlyGly. В контроле через 8 сут формирова-

лись участки рыхлого и плотного морфогенного
каллуса, а также отдельные крупные морфоген-
ные зоны, содержавшие множество мелких реге-
нерантов (рис. 1a–г). В присутствии пептидов в
среде увеличивалось общее число регенерантов
на эксплант. Эффективность регенерации зави-
села от использованных пептидов и аминокисло-
ты (табл. 3) На средах с Gly и GlyGly наблюдали
образование крупных регенерантов с большой
площадью листовых пластин по сравнению с
среднестатистическими листовыми пластинками
у контрольных регенерантов (рис. 1, табл. 3).
Площадь листовой пластинки у крупных регене-
рантов увеличилась почти вдвое по сранению с
контролем, а у регенерантов – в 1.3 раза. В при-
сутствии GlyAsp не было отмечено образования
крупных листьев, а размеры листовых пластин
регенерантов даже уменьшились по сравнению с
контролем почти на 30%. Таким образом, ней-
тральные Gly и GlyGly стимулируют образование
крупных листьев у регенерантов табака в отличие
от кислого дипептида GlyAsp.

Пептиды и глицин воздействуют также на рост
и развитие проростков табака. Наиболее выра-
женное стимулирующее действие оказывают
GlyAsp и GlyGly, которые значительно ускоряют
развитие проростков. В присутствии GlyAsp и
GlyGly корневая система выглядит более разви-

Таблица 2. Гены семейств KNAT, LET и праймеры к ним

Ген Праймеры Кодируемый блок Accession number

KNAT1 caa ctc agc gac ctc atg ga
tgt tcc cat ggg cct tca tc

Homeobox protein knotted-1 like 1 LOC107781659

KNAT2 cgc cat att ttg gat cgc cg
ccg aac aca ccg acg aca ta

Homeobox protein knotted-1 like 2 LOC107807974

KNAT3 cgt gtg agg cag gag cta aa
agt atc gcc cgg gag ttt tc

Homeobox protein knotted-1 like 3 LOC107787501

KNAT6 gct gta gca gac gcg atg at
tct ggt ggt gct cct acc tt

Homeobox protein knotted-1 like 6 LOC107780680

LET6 act tcc tcc tct gaa tct gct c
tgc gca gca att gac ctt tc

Homeobox protein knotted-1 like LET6 LOC104227253

LET12 agt gca aga gac agg gtt gc
ttt ttc acc tct ttc gtt tgc tt

Homeobox protein knotted-1 like LET12 LOC107773625

Таблица 3. Влияние коротких пептидов и глицина на развитие биомассы каллуса и регенерационный потенциал
табака

Вариант Сырая каллусная 
масса, г

Число регенерантов
на эксплант, шт

Площадь листа крупных 
регенерантов, мм2

Площадь листа 
регенерантов, мм2

Контроль 0.222 ± 0.03 7.8 ± 0.7 6.21 ± 1.0 3.21 ± 0.4
Gly 0.298 ± 0.02 8.5 ± 0.5 12.17 ± 1.4 4.17 ± 0.5
GlyGly 0.423 ± 0.04 9.0 ± 0.5 12.72 ± 2.1 4.06 ± 0.6
GlyAsp 0.413 ± 0.03 9.5 ± 0.5 0 2.52 ± 0.2
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той (рис. 2). При этом длина главного корня в
присутствии пептидов увеличилась на ~40% по
сравнению с контролем. Хотя длина главного
корня под действием GlyAsp и GlyGly значитель-
но увеличилась, общая высота проростка увели-
чилась ~15%. Надо отметить, что в присутствии
дипептидов наблюдалось появление новых лате-
ральных корней (рис. 2). На фоне снижения высо-
ты побега площадь листовой пластинки у табака,
выращенного в присутствии пептидов, по сравне-
нию с контролем увеличилась в 1.5 раза. В при-

сутствии пептидов происходит увеличение био-
массы проростков табака на ~40% (рис. 3, табл. 4).
Выраженная биологическая активность этих ве-
ществ при такой низкой концентрации их в среде
(10–7 М) предположительно обусловлена тем, что
они выполняют регуляторную сигнальную функ-
цию в клетке.

По сравнению с пептидами Gly обусловливал
менее выраженный стимулирующий эффект
(табл. 4): площадь листовой пластинки увеличи-
лась в 1.3 раза по сравнению с контролем; высота

Рис. 1. 28-суточная каллусная ткань табака Nicotiana tabacum L. а – контроль, б – глицин, в – глицилглицин, г – гли-
циласпарагиновая кислота. Масштаб: 1 см.

(а) (б)

(в) (г)

Таблица 4. Влияние пептидов и глицина на биометрические показатели проростков табака

Вариант Сырая масса, г Высота
проростка, мм

Длина главного 
корня, мм

Длина наземной 
части, мм

Площадь листовой 
пластинки, мм 2

Контроль 0.412 ± 0.03 21.6 ± 1.2 12.4 ± 0.9 9.2 ± 0.6 8.91 ± 0.80
Gly 0.440 ± 0.03 23.7 ± 1.6 14.8 ± 1.1 8.9 ± 0.6 11.78 ± 0.94
GlyGly 0.587 ± 0.04 24.5 ± 1.6 17.9 ± 0.8 6.6 ± 0.5 13.69 ± 0.68
GlyAsp 0.561 ± 0.04 25.0 ± 1.5 17.8 ± 1.0 7.2 ± 0.5 13.20 ± 0.92
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проростка и длина главного корня увеличивались
на 10–20 и на 10–30% соответственно (табл. 4,
рис. 2б). Однако появление боковых корней ука-
зывает на то, что Gly, как и дипептиды, оказывает
стимулирующее действие на развитие корневой
системы табака.

Таким образом, стимулирующее действие ис-
следованных пептидных препаратов и Gly сопро-
вождается появлением дополнительных корней,
листьев, образованием более развитой листовой
пластинки по сравнению с контролем и в резуль-
тате увеличением общей биомассы проростка
(рис. 3, табл. 4).

Обнаружение физиологической активности у
изученных пептидов (индукция формообразова-
ния, стимуляция роста каллусов, листьев, а также
увеличение биомассы как у регенерантов из кал-
лусов, так и у проростков табака) побудило нас
изучить экспрессию некоторых генов семейств
KNOX и GRF, кодирующих факторы транскрип-
ции и отвечающих за клеточную дифференци-
ровку и образование листьев.

Факторы регуляции роста (GRF) в растениях –
специфические факторы транскрипции. Они иг-
рали ведущую роль в росте стебля, формировании
листьев, цветков и семян, развитии корней и в ко-
ординации процессов роста в неблагоприятной
среде (Omidbakhsfar et al., 2015). Впервые ген GRF
был идентифицирован у риса (OsGRF1) и играл
регуляторную роль в элонгации стволовых клеток,
индуцированной гиббереллином (GA) (Van der
Knaap et al., 2000).

Недавно были открыты и охарактеризованы в
N. tabacum гены семейства GRF (Zhang et al., 2018).
У белков, кодируемх генами семейства GRF, раз-
личались молекулярные массы (24.4–65.4 кДа).
Эти белки обладали различными физико-хими-
ческими свойствами, а их функции в настоящее
время не определены. Предполагается, что гены
семейства GRF участвуют в ответах на биотические
и абиотические стрессоры (Zhang et al., 2018).

Почти у всех генов семейства GRF отмечен вы-
сокий уровень экспрессии во всех типах активно
растущих тканей (например, прорастающие се-
мена, каллус и цветочные почки). Для всех GRF
характерен относительно более высокий уровень
транскрипции в молодых листьях, чем в зрелых
листьях. Это свидетельствует о том, что GRF в ос-
новном функционируют на ранних стадиях роста
и развития листьев (Kim, Kende, 2004). Однако
GRF3, например, характеризуется более высокой
экспрессией в листьях и стеблях, а GRF4 – в кор-
нях, т.е. эти гены могут быть связаны с регуляци-
ей роста и развития этих органов.

Гены GRF1, GRF2 и GRF3 из Arabidopsis thaliana
действуют как регуляторы клеточной пролифера-
ции во время развития листьев (Kim, Lee, 2006).
Высокий уровень экспрессии GRF4 коррелирует с
увеличением общей биомассы и размером семян

Рис. 2. 28-суточные проростки табака Nicotiana tabacum L. а – контроль, б – глицин, в – глицилглицин, г – глицилас-
парагиновая кислота. Масштаб: 1 см.

(a) (б) (в) (г)

Рис. 3. Сырая масса регенерантов и проростков Nico-
tiana tabacum L. при выращивании на средах без и в
присутствии 10–7 М глицина и пептидов. а – кон-
троль, б – глицин, в – глицилглицин, г – глициласпа-
рагиновая кислота. 1 – проростки табака, 2 – регене-
ранты из каллусной ткани табака.
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и приводит к увеличению общей массы и размера
семян (Van Daele et al., 2012). GRF4 в A. thaliana
участвует не только в пролиферации клеток в ли-
стьях, но и в эмбриональном развитии семядолей
и меристемы (Kim, Lee, 2006).

Для табака у четырех генов факторов регуля-
ции роста (GRF) были определены кодируемые
ими белки (табл. 1). Этот факт определил выбор ге-
нов, экспрессию которых важно изучить под дей-
ствием пептидов. Все белки, кодируемые исследу-
емыми нами генами, связываются с ДНК (табл. 1).
Это ДНК-апуриновая/апиримидиновая лигаза
(GRF1), ДНК-топоизомераза 3α (GRF2), 3',5'-эк-
зонуклеаза (GRF3) и эндонуклеаза 8 (GRF4).

Данные об экспрессии генов GRF у регенеран-
тов и у проростков табака, выращенных как в
присутствии коротких пептидов, так и без них,
представлены на рис. 4. Уровень экспрессии генов
семейства GRF в проростках значительно ниже,
чем в образующихся регенерантах из каллусной
ткани. Как отмечено выше, все известные гены
семейства GRF более активны и имеют более вы-
сокий уровень экспрессии в молодых развиваю-

щихся растениях, особенно в листьях. Вероятно,
этот факт можно объяснить тем, что листья 4-не-
дельных проростков были более развиты, чем ли-
стья 4-недельных регенерантов из каллуса.

Пептиды и Gly подавляют экспрессию генов
GRF2 и GRF1 в регенерантах из каллусной ткани
табака, но увеличивают экспрессию генов GRF3 и
GRF4 (рис. 4). GlyGly и особенно GlyAsp увеличи-
вают экспрессию гена GRF4 почти в 4 раза по
сравнению с контролем.

Действие пептидов на экспрессию генов се-
мейства GRF в проростках табака отличается от
действия пептидов в регенерантах. Так, пептиды
и Gly значительно увеличивают экспрессию ге-
нов GRF3 и GRF4 в проростках табака, а экспрес-
сия гена GRF2 практически не изменяется в при-
сутствии этих препаратов. Экспрессия гена GRF1
в присутствии GlyGly и Gly также не меняется,
однако в присутствии GlyAsp она увеличивается
почти в 2 раза. Известно, что максимальный уро-
вень экспрессии гена GRF4 наблюдается в корнях
(Kim, Kende, 2004; Kim, Lee, 2006). В 4-недель-
ных регенерантах формирование корней только

Рис. 4. Экспрессия генов GRF. а – контроль, б – глицин, в – глицилглицин, г – глициласпарагиновая кислота. 1 – ре-
генеранты из каллусной ткани табака, 2 – проростки табака; для рис. 4 и 5.
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начинается, а у 4-недельных проростков табака
корни уже хорошо сформированы. Вероятно,
этим можно объяснить и то, что активность гена
GRF4 в регенерантах выше, чем в проростках, и
дипептиды ее еще больше активируют.

Таким образом, GlyGly, GlyAsp и Gly влияют
на экспрессию генов, кодирующих белки факто-
ров регуляции роста. Не исключено, что пептиды
могут связываться с белками, кодируемыми гена-
ми семейства GRF, и непосредственно участвовать
в регуляции роста. Известно, что Gly и, вероятно,
GlyGly предпочтительно связываются с остатка-
ми цистеина подобно связыванию глицина с ци-
стеиновой петлей, расположенной на конце гли-
цинового рецептора у животных (Lynch et al., 2017),
а отрицательно заряженный пептид GlyAsp пред-
почтительно связывается с положительно заря-
женными остатками лизина или аргинина. Мы
наблюдали разное воздействие на развитие табака
нейтральных Gly и GlyGly и отрицательно заря-
женного GlyAsp. Если нейтральные Gly и GlyGly
в наибольшей степени увеличивают биомассу реге-
нерантов из каллусной ткани табака, то GlyAsp пре-
имущественно усиливает рост проростков табака.

Было обнаружено, что белки, кодируемые гена-
ми GRF из ячменя Hordeum vulgare могут действовать
как репрессоры, связываясь с интронной последо-
вательностью гена Knotted3, а AtGRF4, AtGRF5 и
AtGRF6 из A. thaliana репрессируют промотор-
ную активность гена Knotted2 (KNAT2) (Kuijt et al.,
2014). Эти данные демонстрируют, что транс-
крипционные факторы семейств GRF Knotted
(KNOX) взаимодействуют между собой и, связы-
ваясь с той или иной последовательностью генов
семейства KNOX, регулируют их активность.

Белки класса KNOTTED1–like homedomain
(KNOX) – критическиме регуляторы гомеостаза
стволовых клеток в проростках растений. Генами
KNOX кодируются факторы транскрипции, которые
участвуют в остановке клеточной дифференциров-
ки в апикальной зоне проростка, они идентифици-
рованы у всех одно- и двудольных растений (Lynch,
2004). Эктопическая экспрессия KNOX-генов у раз-
личных растений вызывает драматические изме-
нения в морфологии листьев и цветков (Srinivasan
et al., 2011).

Семейство генов KNOX делится на классы
KNOX1 и KNOX2. Геном Arabidopsis содержит четы-
ре гена класса KNOX1: SHOOT MERISTEMLESS
(STM), BREVIPEDICELLUS (BP или KNAT1), KNAT2
и KNAT6. Эти гены участвуют в различных про-
цессах развития растения и на разных стадиях их
развития. Так, ген STM экспрессируется на ста-
дии раннего эмбриогенеза, и его экспрессия об-
наруживается во всех зонах меристемы (Zhang,
Rongming, 2014), ген KNAT6 экспрессируется на
стадии эмбрионального развития, и его макси-
мальный уровень экспрессии обнаруживается по

всей границе меристемы (Long et al., 1996). ВР
имеет максимальный уровень экспрессии в пост-
эмбриональный период в меристеме (Belles-Boix
et al., 2006). Увеличение экспрессии гена KNAT2
происходит в период эмбриогенеза, в основном в
центре меристемы (Byrne et al., 2002). Увеличение
экспрессии гена STM приводит к более раннему
формированию листьев в каллусных культурах.
Модуляция активности KNOX1 вызывает разнооб-
разие форм листьев цветковых растений. Функци-
ональное различие между генами KNOX1 и
KNOX2 основано на том, что экспрессия гена
KNOX1 ограничена менее дифференцированны-
ми тканями, тогда как гены KNOX2 экспрессиру-
ются как в дифференцирующихся тканях, так и в
сформировавшихся органах (цветках и соцвети-
ях) (Dockx et al., 1995). Имеются доказательства
взаимного подавления экспрессии генов KNOX1
и KNOX2 (Hay, Tsiantis, 2010). Ген KNAT3 у Arabi-
dopsis кодирует β-глюкоуронидазу (GUS) и отно-
сится к классу KNOX2 (Serikawa, et al., 1997). Ген
KNAT3 активен только в тканях сформировавше-
гося корня (Truernit, Haseloff, 2007).

Впервые гены LЕT6 и LЕT12 были охарактери-
зованы у томата Solanum lycopersicum (Janssen et al.,
1998). Ген LЕT6 был отнесен к классу KNOX1, а
ген LЕT12 – к классу KNOX2. Полагают, что ген
LET6 подобен гену STM из Arabidopsis, а его экс-
прессию связывают с формированием латераль-
ных органов. Выявлено, что ген LET12 экспрес-
сируется во всех тканях развившегося растения.

GlyGly, GlyAsp и Gly влияют на экспрессию ге-
нов семейства KNOX в регенерантах и проростках
табака (рис. 5). Гены семейства KNOX, отвечающие
за дифференцировку листьев и относящиеся к се-
мейству KNOX1, в регенерантах проявляют более
высокий уровень экспрессии, чем в проростках.
Это свидетельствует о процессах, связанных с
формированием листьев, которые происходят у
образующихся регенерантов.

Уровень экспрессии генов KNAT2 и LET6 у ре-
генерантов из каллусной ткани табака под влиянием
пептидов изменяется незначительно. Присутствие
дипептидов и глицина в среде для культивирования
проростков приводило даже к уменьшению уровня
экспрессии этих генов. В проростках табака GlyGly
и GlyAsp ингибируют экспрессию гена KNAT2 в
2–3 раза, а экспрессия гена LET6 подавляется в
присутствии всех используемых препаратов. Как
известно, высокий уровень экспрессии генов
KNOX1 вызывает более раннюю дифференциров-
ку листьев у A. thaliana (Srinivasan et al., 2011).

В присутствии пептидов и глицина формиро-
вание листьев у регенерантов из каллусной ткани
табака начинается на 4–6 сут раньше, чем у кон-
трольных вариантов (данные не приведены).
Можно предположить, что дипептиды могли
инициировать более раннюю экспрессию этих ге-
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нов в проростках табака и к четырем неделям раз-
вития проростка экспрессия этих генов уменьша-
лась. В присутствии Gly и особенно GlyGly значи-
тельно уменьшалась экспрессия гена KNAT1 у
регенерантов из каллусной ткани. Напротив,
GlyAsp значительно усиливает экспрессию гена
KNAT1 у регенерантов. Действие этих препаратов
на экспрессию гена KNAT1 у проростков табака
имеет противоположный характер: GlyGly и Gly
немного (на ~10%) увеличивают экспрессию, а
GlyAsp уменьшает ее почти в 2 раза.

По сравнению с регенерантами уровень экс-
прессии гена KNAT3 в проростках был выше более
чем в 2 раза. Эти данные согласуются с результата-
ми, свидетельствующими о том, что экспрессия
гена KNAT3, который относится к классу KNOX2,
имеет более высокий уровень в развивающихся
корнях (Serikawa et al., 1997). Уровень экспрессии
генов KNAT3 в регенерантах существенно зависит
от присутствия пептидов и глицина в среде, а под
их влиянием он может увеличиваться в 3–5 раз и

более по сравнению с контролем. Такое возраста-
ние уровня экспрессии гена KNAT3, вероятно,
может способствовать более раннему развитию
корневой системы у регенерантов. Действитель-
но, под действием Gly и GlyGly, а также GlyAsp в
каллусах наблюдалось более раннее образование
корней по сравнению с контролем.

Экспрессия гена KNAT3 как в регенерантах из
каллусной ткани, так и в проростках увеличивает-
ся под действием GlyAsp. Под влиянием GlyAsp в
проростках табака экспрессия гена KNAT6 умень-
шается. Дипептиды и Gly практически не влияют
на уровень экспрессии гена LET12 в проростках
табака, однако в регенерантах экспрессия данно-
го гена повышалась в 1.5–2 раза по сравнению с
контролем.

Таким образом, гены семейства KNOX активно
участвуют в развитии регенерантов из каллусной
ткани и росте проростков табака, в формировании
листьев и корней. GlyGly, GlyAsp и Gly влияют на
формирование листьев у регенерантов из каллусной

Рис. 5. Экспрессия генов KNOX.
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ткани табака (рис. 1), что сопровождается модуля-
цией уровня экспрессии генов семейства KNOX1
(рис. 5). В проростках табака, у которых площадь
листовой пластины больше, чем у регенерантов,
GlyGly, GlyAsp и Gly даже ингибировали экс-
прессию генов семейства KNOX1. Однако уровень
экспрессии гена KNAT3, относящегося к классу
KNOX2, у них увеличивался в присутствии дипеп-
тидов и глицина в 3–5 раз, особенно в присут-
ствии GlyAsp. Вероятно, экспрессия этого гена
инициировалась на более поздних стадиях разви-
тия проростков. Активность этого гена, возмож-
но, связана с образованием латеральных корней у
проростков, что мы и наблюдали (рис. 1, табл. 4).

В настоящее время молекулярные механизмы
отмеченной регуляции экспрессии генов под воз-
действием GlyGly, GlyAsp и Gly еще неизвестны.
Эти вещества, например, могут связываться с
сигнальными белками и через них воздействовать
на экспрессию генов. Возможно, что подобно
другим коротким биологически активным пепти-
дам (Хавинсон и др., 2011) GlyGly, GlyAsp и Gly
могут напрямую связываться с промоторной об-
ластью генов и эпигенетически контролировать
экспрессию генов путем блокирования метилирова-
ния промоторов. По-видимому, регуляция экспрес-
сии генов короткими пептидами имеет эпигенети-
ческую природу. Не исключено также, что пептиды
могут взаимодействовать с N-и С-концевыми по-
следовательностями гистонов в хроматине, блоки-
руя их ферментативную модификацию. Пептиды
могут также взаимодействовать с короткими ин-
терферирующими РНК (siRNA), тем самым пре-
пятствуя связыванию РНК с генами.

Из полученных нами результатов следует, что
дипептиды и Gly оказывают заметное влияние на
рост и развитие регенерантов и проростков табака,
причем характер их действия в регенерантах и про-
ростках неодинаков. Эффективность регуляции
экспрессии генов семейств GRF и KNOX у регене-
рантов и у проростков использованными нами
агентами различна. Таким образом, аналогично
другим коротким экзогенным пептидам (Федореева
и др., 2017) дипептиды GlyGly, GlyAsp и аминокис-
лота Gly обладают выраженной физиологической
активностью и могут быть отнесены к эффективным
регуляторам роста и развития растений.

Авторы благодарят Я.И. Алексеева и А.В. Ку-
зубова за синтез праймеров.
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Dipeptides and Glycine Modulate Growth, Development and Gene Expression
in Seedlings and Regenerants of Tobacco Plants Nicotiana tabacum L.

L. I. Fedoreyeva1, 2, #, N. V. Kononenko1, E. N. Baranova1, Т. А. Dilovarova1,
E. A. Smirnova1, 3, and B. F. Vanyushin1, 2
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ul. Timiryazevskaya 42, Moscow, 127550 Russia
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3Lomonosov Moscow State University, Biology Department, Moscow, 119234 Russia

#e-mail: iab@iab.ac.ru

Glycine (Gly) and dipeptides glycilglycine (GlyGly), glycilaspartic acid (GlyAsp) in concentration 10–7 М in
the medium stimulate essentially growth and development of tobacco (Nicotiana tabacum) calli. GlyGly,
GlyAsp and Gly influence the cell differentiation and morphogenic processes in calli. They stimulate forma-
tion and growth of leaves and roots. Peptides modulate expression of the KNOX and GRF family genes that
are known to be responsible for cell differentiation and coding for transcription factors. Profiles of induction
or repression of gene expression by one and the same peptide in tobacco callus and seedling are different.
Thus, GlyGly, GlyAsp and Gly are the regulators of plant growth and development. It seems that their action
has signaling character and probably an epigenetic nature mainly.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


