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Ë. Á. Âûñîöêàÿ è äð.
Âëèÿíèå ëîêàëüíîé èíäóêöèè ãåíà ipt â êîðíÿõ íà ñîäåðæàíèå öèòîêèíèíîâ

Âûÿâëåíèþ öèòîêèíèíîâ â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ëèñòüåâ óäåëÿëîñü ìàëî âíèìàíèÿ. Ìû
ïðîâåëè èììóíîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå öèòîêèíèíîâ â ëèñòüÿõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà, â êîòî-
ðûõ ñîäåðæàíèå öèòîêèíèíîâ âîçðàñòàëî â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè â êîðíÿõ ýêñïðåññèè ãåíà ipt, êîíòðîëè-
ðóþùåãî ñèíòåç öèòîêèíèíîâ. Îêðàøèâàíèå íà öèòîêèíèíû, îñíîâàííîå íà èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê
çåàòèíðèáîçèäó, áûëî õàðàêòåðíî äëÿ êëåòîê ìåçîôèëëà. Ìåòêà áûëà ëîêàëèçîâàíà â öèòîïëàçìå, ïðè-
ëåãàþùåé ê êëåòî÷íîé ñòåíêå, è ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâîâàëà â âàêóîëÿõ. Õëîðîïëàñòû áûëè õîðîøî âèä-
íû áëàãîäàðÿ êîíöåíòðèðîâàíèþ ìåòêè â öèòîïëàçìå âîêðóã íèõ. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâà-
íèå òàêæå âûÿâèëî ïðèñóòñòâèå öèòîêèíèíîâ â óñòüè÷íûõ êëåòêàõ. Èíäóêöèÿ ñèíòåçà öèòîêèíèíîâ óñè-
ëèâàëà èììóíîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êàê êëåòîê ìåçîôèëëà, òàê è óñòüè÷íûõ êëåòîê, ÷òî
ñîïðîâîæäàëîñü ïîâûøåíèåì óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòè. Îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíîñòü ïðÿìîãî âëèÿíèÿ
íà óñòüè÷íóþ ïðîâîäèìîñòü öèòîêèíèíîâ, íàêàïëèâàþùèõñÿ íåïîñðåäñòâåííî â óñòüè÷íûõ êëåòêàõ, è
îïîñðåäîâàííîå âëèÿíèå ÷åðåç ôîòîñèíòåç â êëåòêàõ ìåçîôèëëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Nicotiana tabacum, öèòîêèíèíû, èììóíîëîêàëèçàöèÿ, óñòüè÷íàÿ ïðîâîäè-
ìîñòü.

Èçâåñòíî, ÷òî öèòîêèíèíû ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè
æèçíåííî âàæíûõ ïðîöåññîâ ó ðàñòåíèé. Îíè áûëè èäåí-
òèôèöèðîâàíû êàê ôàêòîðû, ñòèìóëèðóþùèå äåëåíèå
êëåòîê êàëëóñà in vitro (Skoog, Miller, 1957). Ïîýòîìó èì-
ìóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç öèòîêèíèíîâ ñ ïîìîùüþ
ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïðèìåíÿëñÿ ïðåæäå âñåãî äëÿ èõ
âûÿâëåíèÿ â ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ: â ðàçâèâàþ-
ùèõñÿ çàðîäûøàõ (Rijavec et al., 2011), â àïåêñàõ ïîáåãà
(Corbesier et al., 2003) è â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ âûâîäêî-
âûõ ïî÷êàõ â ïàçóõàõ ëèñòüåâ (Chiappetta et al., 2006).
Òêàíÿì äèôôåðåíöèðîâàííûõ ëèñòüåâ â ýòîì ïëàíå óäå-
ëÿëîñü ìàëî âíèìàíèÿ, íåñìîòðÿ íà èçâåñòíóþ ñïîñîá-
íîñòü öèòîêèíèíîâ âëèÿòü íà ïðîèñõîäÿùèå â íèõ ïðî-
öåññû, íàïðèìåð ôîòîñèíòåç (×åðíÿäüåâ, 2000) è äâèæå-
íèå óñòüèö (Davies et al., 2005). Îäíàêî âëèÿíèå
öèòîêèíèíîâ íà ýòè ôóíêöèè èçó÷åíî ñ ïîìîùüþ áèîõè-
ìè÷åñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ, íî íå öèòîëîãè÷åñêèõ ïîä-
õîäîâ. Ïðè ýòîì ïîâûøåíèå óðîâíÿ öèòîêèíèíîâ ÿâëÿåò-
ñÿ ïåðâûì è îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ çâåíüåâ â öåïè
òðàíñäóêöèè öèòîêèíèíîâîãî ñèãíàëà. Îáíàðóæåíèå ðå-
öåïòîðîâ ê öèòîêèíèíàì íà êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ è èõ
ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòü öèòîêèíèíû, íàõîäÿùèåñÿ â
àïîïëàñòå (Haberer, Keiber, 2002), êàçàëîñü áû, óêàçûâàåò
íà òî, ÷òî íàêîïëåíèå öèòîêèíèíîâ âíóòðè êëåòîê íå
ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñà. Îäíàêî íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ
ïîêàçàëè ïðèñóòñòâèå ðåöåïòîðîâ öèòîêèíèíîâ â ýíäîï-
ëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå (Wulfetange et al., 2011), à öè-
òîêèíèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ — â öèòîïëàçìå êëåòîê

(Brovko et al., 2007), ÷òî óêàçûâàåò íà âàæíîñòü íàêîïëå-
íèÿ ýòèõ öèòîêèíèíîâ âíóòðè êëåòîê ðàñòåíèé.

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â âûÿâëåíèè öèòîêèíè-
íîâ â êëåòêàõ äèôôåðåíöèðîâàííîãî ëèñòà ñ ïîìîùüþ
àíòèòåë ê öèòîêèíèíàì. Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ ïðîñëå-
äèòü èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî
îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë
ïðè ïîâûøåíèè ñîäåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ â ëèñòüÿõ è ïî-
ïûòàòüñÿ âûÿâèòü èõ ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå. Äëÿ ýòî-
ãî ìû èñïîëüçîâàëè HSIPT-òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà,
ó êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ ãåíà èçîïåíòåíèëòðàíñôåðàçû,
êîíòðîëèðóþùåãî ñèíòåç öèòîêèíèíîâ, èíäóöèðóåòñÿ
òåïëîâûì øîêîì (Schmulling et al., 1989). Ïîñêîëüêó èç-
âåñòíî, ÷òî öèòîêèíèíû, ñèíòåçèðóåìûå â êîðíÿõ, ïîñòó-
ïàþò â ïîáåã (Davies et al., 2005), ìîæíî áûëî îæèäàòü
ïîâûøåíèå èõ óðîâíÿ â êëåòêàõ ëèñòüåâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ
òàáàêà Nicotiana tabacum L. Òðàíñãåííàÿ ëèíèÿ HSIPT
áûëà ïîëó÷åíà ïóòåì òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé ñîðòà Petit
Havana SR-1 áàêòåðèàëüíûì ãåíîì ipt, íàõîäÿùèìñÿ ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà áåëêà òåïëîâîãî øîêà Hsp70 Dro-
sophila melanogaster (Schmulling et al., 1989).

Ñåìåíà òðàíñôîðìèðîâàííûõ è íåòðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ðàñòåíèé òàáàêà ïðîðàùèâàëè â ëîòêàõ ñ õîðîøî
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óâëàæíåííîé ïî÷âîé â òåìíîòå â òå÷åíèå 7 ñóò. Ïðîðîñòêè
ñ îäíèì íàñòîÿùèì ëèñòîì ïåðåñàæèâàëè â ãîðøêè ñ ïåñ-
÷àíî-ïî÷âåííîé ñìåñüþ (1 : 2) è âûðàùèâàëè ïðè 14-÷àñî-
âîì ôîòîïåðèîäå, îñâåùåííîñòè 400—500 ìêìîëü ì–2�ñ–1

ôîòîñèíòåòè÷åñêè àêòèâíîé ðàäèàöèè (ÔÀÐ) (ëàìïû
ZN-500 è DNAT-400) è òåìïåðàòóðàõ 24 °Ñ äíåì è 18 °Ñ
íî÷üþ. Ðàñòåíèÿ ïîëèâàëè äâàæäû â äåíü. Âî âðåìÿ óò-
ðåííåãî ïîëèâà ïðîâîäèëè ïîäêîðìêó ðàñòåíèé. Â ãîðø-
êè âíîñèëè 5 ìë 50%-íîãî ðàñòâîðà Õîãëàíäà-Àðíîíà è
äîáàâëÿëè ïî âåñó âîäó äëÿ ïîääåðæàíèÿ âëàæíîñòè ïî÷-
âû 60 % îò ïîëíîé âëàãîåìêîñòè. Òåìïåðàòóðíîå âîçäåé-
ñòâèå íà ðàñòåíèÿ òàáàêà íà÷èíàëè ñ ìîìåíòà ïîÿâëåíèÿ
9—10-ãî ëèñòà. Äëÿ òîãî ÷òîáû èñêëþ÷èòü ïðÿìîå âëèÿ-
íèå ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû íà ïðîöåññû, êîòîðûå ïðî-
èñõîäÿò â ëèñòå, èíäóêöèþ ãåíà ipt ïðîâîäèëè ëîêàëüíî,
íàãðåâàÿ òîëüêî êîðíè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Vysotskaya
et al., 2010). Êîðíè ðàñòåíèé ïðÿìî â ãîðøêàõ ñ ïî÷âåí-
íîé ñìåñüþ íàãðåâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 40 °Ñ, èñïîëüçóÿ
âîäÿíóþ áàíþ (îòñ÷åò âðåìåíè èíêóáàöèè íà÷èíàëè ñ
ìîìåíòà äîñòèæåíèÿ òåìïåðàòóðû ïî÷âû 40 °Ñ). Äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ íàãðåâàíèÿ âîäÿíûìè ïàðàìè âîçäóõà è
ëèñòüåâ íèæíèõ ÿðóñîâ ðàñòåíèé òàáàêà îòêðûòóþ ïîâåð-
õíîñòü âîäû â áàíå èçîëèðîâàëè ôîëüãîé. Ïîâûøåíèå
òåìïåðàòóðû ó ïîâåðõíîñòè ëèñòüåâ íèæíåãî ÿðóñà ñîñòà-
âèëî íå áîëåå 2 °Ñ.

Óñòüè÷íóþ ïðîâîäèìîñòü ëèñòüåâ èçìåðÿëè ïðè ïîìî-
ùè ïîðîìåòðà (Mk3, Delta-T Devices, Âåëèêîáðèòàíèÿ).
Îñìîëÿëüíîñòü ýêññóäàòà 10-ãî ëèñòà îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ îñìîìåòðà Osmomat 030 (Ãåðìàíèÿ) ÷åðåç 1 è 2 ÷ ïî-
ñëå èíäóêöèè òåïëîâîãî øîêà. Ïðåäâàðèòåëüíóþ êàëèáðîâ-
êó ïðèáîðà ïðîâîäèëè ïî äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è ñòàí-
äàðòíûì ðàñòâîðîì NaCl â êîíöåíòðàöèè 300 ìîñìîëü.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ â òêàíÿõ
ðàñòèòåëüíûé ìàòåðèàë ãîìîãåíèçèðîâàëè è ýêñòðàãèðî-
âàëè 80%-íûì ýòàíîëîì. Ñïèðòîâûé ýêñòðàêò îòäåëÿëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì è óïàðèâàëè äî âîäíîãî îñòàòêà
(Kudoyarova et al., 2007). Öèòîêèíèíû, ñîäåðæàùèåñÿ â
àëèêâîòå âîäíîãî îñòàòêà, êîíöåíòðèðîâàëè íà êàðòðèä-
æå Ñ-18 (Bond-Elut, RP-C18). Êàðòðèäæ Ñ-18 óðàâíî-
âåøèâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Âîäíûé îñòàòîê,
ïðåäâàðèòåëüíî îñâåòëåííûé öåíòðèôóãèðîâàíèåì,
íàíîñèëè íà êàðòðèäæ, êîòîðûé çàòåì ïðîìûâàëè 10 ìë
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Öèòîêèíèíû ýëþèðîâàëè
80%-íûì ñïèðòîì, êîòîðûé óïàðèâàëè äîñóõà è, ðàñòâî-
ðèâ â 0.02 ìë 80%-íîãî ñïèðòà, íàíîñèëè íà ñèëóôîëî-
âóþ ïëàñòèíó äëÿ òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè (Merck
50�200�0.25 ìì ñèëèêàãåëÿ 60 F-254). Ðàçäåëåíèå öèòî-
êèíèíîâ ïðîâîäèëè â ñèñòåìå ðàñòâîðèòåëåé áóòà-
íîë—àììèàê—âîäà (6 : 1 : 2). Ïîñëå äåòåêöèè â ÓÔ-ñâå-
òå ïîëîæåíèÿ ìåò÷èêîâ çåàòèíà, äèãèäðîçåàòèíà, èçî-
ïåíòåíèëàäåíèíà è èõ ðèáîçèäîâ ñîäåðæèìîå çîí
ýëþèðîâàëè 0.1 Ì ôîñôàòíûì áóôåðîì (ÔÁ), ðÍ 7.4. Ïî-
ñëå óäàëåíèÿ ñèëèêàãåëÿ ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â íà-
äîñàäî÷íîé æèäêîñòè îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå öèòîêè-
íèíîâ ñ ïîìîùüþ òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà, èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ê çåàòèíðèáîçèäó, êîòîðûå
èìåþò âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü ê ïðîèçâîäíûì çåàòèíà
(ðèáîçèäó è íóêëåîòèäó çåàòèíà) (Âåñåëîâ è äð., 1999;
Âûñîöêàÿ è äð., 2011).

Äîñòîâåðíîñòü ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ
èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, ïîäòâåðæäàëè ïóòåì ñîïî-
ñòàâëåíèÿ ñ äàííûìè õðîìàòî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (Âå-
ñåëîâ è äð., 1999; Arkhipova et al., 2007; Kudoyarova et al.,
2014). Â òàáëèöàõ ïðåäñòàâëåíî ñîäåðæàíèå ñóììû çåà-
òèíà, åãî ðèáîçèäà è íóêëåîòèäà.

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå öèòîêèíèíîâ íà
ñðåçàõ ëèñòüåâ ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñåãìåí-
òû àïèêàëüíîé ÷àñòè 10-ãî ëèñòà ðàçìåðîì 3�7 ìì ôèê-
ñèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ â ðàñòâîðå 4%-íîãî ïàðàôîðìà-
ëüäåãèäà (Riedel de Haen, Ãåðìàíèÿ) è 0.1 %-íîãî ãëóòà-
ðîâîãî àëüäåãèäà (Sigma, Ãåðìàíèÿ), ïðèãîòîâëåííîì íà
ÔÁ. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå îáðàçöû îòìûâàëè 1 ÷ â ÔÁ. Äå-
ãèäðàòàöèþ îáðàçöîâ ïðîâîäèëè â ñåðèè ðàçâåäåíèé ýòà-
íîëà (20, 30, 50, 60, 70, 80 è 96 %), âûäåðæèâàÿ ïî 30 ìèí
â êàæäîì ðàçâåäåíèè. Çàòåì îáðàçöû çàëèâàëè â ìåòàêðè-
ëàòíóþ ñìîëó JB4 (Electron Microscopy Sciences, ÑØÀ).
Cðåçû òîëùèíîé 1.5 ìêì ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ðîòàöèîí-
íîãî ìèêðîòîìà (HM 325, MICROM Laborgerate, Ãåðìà-
íèÿ). Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå öèòîêèíèíîâ
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Âåñåëîâ è äð., 1999; Ku-
doyarova et al., 2014), ñ ïîìîùüþ òåõ æå àíòèòåë ïðîòèâ
ðèáîçèäà çåàòèíà, êîòîðûå èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîôåð-
ìåíòíîãî àíàëèçà. Íà ñðåçû íàíîñèëè ïî 50 ìêë ðàñòâîðà
0.1 Ì ÔÁ, ñîäåðæàùåãî 0.2 % æåëàòèíà è 0.05 % Twe-
en-20 (ÔÆÒ), è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí âî âëàæ-
íîé êàìåðå. Ðàçâåäåíèÿ ñûâîðîòêè êðîëèêà è âòîðè÷íûõ
àíòèòåë, ìå÷åííûõ êîëëîèäíûì çîëîòîì, ãîòîâèëè íà
ÔÆÒ. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ñðåçû ïðîìûâàëè äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäîé, ÷àñòü ñðåçîâ èíêóáèðîâàëè ñ èììóííîé
ñûâîðîòêîé êðîëèêà, ñîäåðæàùåé àíòèòåëà ê öèòîêèíè-
íàì (â ðàçâåäåíèè 1 : 80), è ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó
íà 2 ÷. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ñëóæèëè îáðàçöû òêàíåé, îá-
ðàáîòàííûå íåèììóííîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà (â ðàçâåäå-
íèè 1 : 80). Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë, ñâÿçàâøèõñÿ ñ çåàòè-
íîì, ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ ìå÷åííûìè êîëëîèäíûì çî-
ëîòîì àíòèòåëàìè êîçû ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà (Aurion, ÑØÀ) (â ðàçâåäåíèè 1 : 40) â òå÷åíèå 1 ÷
âî âëàæíîé êàìåðå. Ïîñëå 3-êðàòíîé ïðîìûâêè ðàñòâî-
ðîì ÔÁ, ñîäåðæàùèì 0.05 % Tween-20 (ÔÒ), ïðîâîäèëè
ïîñòôèêñàöèþ òêàíåé ðàñòâîðîì 2%-íîãî ãëóòàðîâîãî
àëüäåãèäà (Sigma, Ãåðìàíèÿ), ïðèãîòîâëåííîì íà ÔÁ. Íà
ñëåäóþùåì ýòàïå ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ ñåðåáðÿíûì óñè-
ëèòåëåì (Aurion, ÑØÀ) â òå÷åíèå 20—30 ìèí, ðàçâèòèå
îêðàñêè íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà.
Ñðåçû ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Ïîñëå ýòîãî
ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ðóòåíèåì êðàñíûì (Gutier-
rez-Gonzalvez et al., 1984) è çàêëþ÷àëè â ñìîëó Eukitt
(Sigma, Ãåðìàíèÿ). Ñêàíèðîâàíèå ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà LSM
780 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè äëèíå âîëíû â ðåæèìå îò-
ðàæåíèÿ 561 íì (êàíàë ïðîõîäÿùåãî ñâåòà T-PMT).

Îäíîôàêòîðíûé äèñïåðñèîííûé àíàëèç (ANOVA)
ïðîâîäèëè ïî äàííûì 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
5 áèîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðåíèé â êàæäîì, èñïîëüçóÿ Analy-
sis Toolpack (Microsoft Office Excel, Microsoft, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûáðàòü ëèñòüÿ ñ íàèáîëåå âûñîêèì
óðîâíåì ïîñòóïëåíèÿ öèòîêèíèíîâ èç êîðíåé ñ òðàíñïè-
ðàöèîííûì ïîòîêîì, áûëà èçìåðåíà óñòüè÷íàÿ ïðîâîäè-
ìîñòü ëèñòüåâ ðàçíûõ ÿðóñîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû áûëè òàêæå
âàæíû äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëàãàåìîé ñâÿçè íàêîïëåíèÿ
öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ ëèñòà ñ óñòüè÷íîé ïðîâîäè-
ìîñòüþ. Âðåìÿ èçìåðåíèÿ óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòè è ñî-
äåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ áûëî âûáðàíî ñ ó÷åòîì ðåçóëüòà-
òîâ, ïîëó÷åííûõ ðàíåå (Vysotskaya et al., 2010). Ïîñêîëü-
êó â öèòèðóåìîé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ðåàêöèÿ ðàñòåíèé
áûëà íàèáîëåå ÿðêîé ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå òåðìîèíäóöèðîâà-
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íèÿ ãåíà ipt è íèâåëèðîâàëàñü ïîçäíåå èç-çà ñíèæåíèÿ
îâîäíåííîñòè òêàíåé ðàñòåíèé, â íàñòîÿùåé ðàáîòå
óñòüè÷íóþ ïðîâîäèìîñòü è êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå
öèòîêèíèíîâ îïðåäåëÿëè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ
ïðîãðåâàíèÿ êîðíåé. Óñòüè÷íàÿ ïðîâîäèìîñòü âåðõíèõ
ëèñòüåâ áûëà âûøå, ÷åì ó ëèñòüåâ íèæíåãî ÿðóñà, êàê ó
êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé, òàê è ó ðàñòåíèé, êîòîðûõ ïîä-
âåðãàëè âîçäåéñòâèþ òåïëîâîãî øîêà (òàáë. 1). Íàãðåâà-
íèå êîðíåé ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ óñòüè÷íîé ïðîâîäè-
ìîñòè, êîòîðîå áûëî áîëåå âûðàæåíî ó ëèñòüåâ âåðõíåãî
ÿðóñà. Êîíöåíòðàöèÿ îñìîòèêîâ â ëèñòüÿõ ðàñòåíèé ïîñëå
íàãðåâàíèÿ êîðíåé íå îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëÿ ÷åðåç 1 ÷,
íî áûëà âûøå ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ (ðèñ. 1).

Èçìåðåíèå ñîäåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ â ëèñòüÿõ ïîêà-
çàëî, ÷òî èíäóöèðîâàííîå òåïëîâûì øîêîì íàêîïëåíèå
öèòîêèíèíîâ áûëî âûøå â âåðõíèõ ëèñòüÿõ (òàáë. 2). Ýòè
ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå äàííûìè
(Âåñåëîâ è äð., 1999; Vysotskaya et al., 2010). Ïîñêîëüêó
òåðìîèíäóöèðîâàííûå èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè öèòîêè-
íèíîâ è óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòè áûëè íàèáîëåå âûðà-
æåííûìè â ëèñòüÿõ âåðõíåãî ÿðóñà, èìåííî ýòè ëèñòüÿ
áûëè âûáðàíû äëÿ èçó÷åíèÿ èììóíîëîêàëèçàöèè öèòîêè-
íèíîâ. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè êóñî÷êè ëèñòà èç åãî
àïèêàëüíîé ÷àñòè, êîòîðàÿ, ïî íàøèì äàííûì, õàðàêòåðè-
çîâàëàñü áîëåå âûñîêîé óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòüþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ îñíîâàíèåì (197 � 7 è 149 � 6 ììîëü ì–2�ñ–2

ñîîòâåòñòâåííî).
Ëèñòüÿ èìåëè õîðîøî ðàçâèòûå ïàëèñàäíóþ è ãóá÷à-

òóþ òêàíè, êëåòêè êîòîðûõ ñîäåðæàëè áîëüøîå ÷èñëî

õëîðîïëàñòîâ. Ïðèñóòñòâèå è ðàñïðåäåëåíèå öèòîêèíè-
íîâ â ëèñòüÿõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé èçó÷àëè ïóòåì èì-
ìóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ñðåçîâ ñ ïîìîùüþ
àíòèòåë ê çåàòèíðèáîçèäó (ðèñ. 2). Îêðàøèâàíèÿ ñòðóê-
òóð íå âûÿâëåíî ïðè èñïîëüçîâàíèè íåèììóííîé ñûâî-
ðîòêè (äàííûå íå ïîêàçàíû). Íà ñðåçàõ ëèñòüåâ áåç òåïëî-
âîãî øîêà èììóííîå îêðàøèâàíèå öèòîêèíèíîâ áûëî õà-
ðàêòåðíî äëÿ êëåòîê ìåçîôèëëà (ðèñ. 2, à). Ïðè ýòîì
ïðèñóòñòâèå öèòîêèíèíîâ áûëî âûÿâëåíî â öèòîïëàçìå è
ïðàêòè÷åñêè íå ïðîÿâëÿëîñü â âàêóîëÿõ (ðèñ. 2, à). Çàìåò-
íî èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå êëåòî÷íûõ ñòåíîê êñèëåì-
íûõ ñîñóäîâ (ðèñ. 2, à). Öèòîêèíèí âûÿâëÿëñÿ òàêæå â
êëåòêàõ íèæíåé ýïèäåðìû ëèñòà è óñòüè÷íûõ êëåòêàõ
(ðèñ. 2, à, ä). Õëîðîïëàñòû õîðîøî âèäíû áëàãîäàðÿ êîí-
öåíòðèðîâàíèþ ìåòêè â öèòîïëàçìå âîêðóã íèõ, ÷òî íàè-
áîëåå ÿðêî áûëî âûðàæåíî íà ñðåçàõ ïîñëå òåðìîèíäóê-
öèè ðàñòåíèé (ðèñ. 2, a—â). Íàãðåâàíèå êîðíåé ïðèâîäè-
ëî ê óñèëåíèþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ
öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ ëèñòà, ÷òî áûëî õàðàêòåðíî êàê
äëÿ êëåòîê ìåçîôèëëà, òàê è äëÿ óñòüèö (ðèñ. 2, á—ã).

Îáñóæäåíèå

Ïîâûøåíèå ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ â
ëèñòüÿõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, îáóñëîâëåííîå òåïëîâîé
èíäóêöèåé ýêñïðåññèè ãåíà ipt (òàáë. 2), ñîãëàñóåòñÿ ñ ðà-
íåå ïîëó÷åííûìè â íàøåé ëàáîðàòîðèè ðåçóëüòàòàìè
(Vysotskaya et al., 2010). Â äàííîé ðàáîòå âàæíî áûëî âû-
ÿâèòü îñîáåííîñòè íàêîïëåíèÿ öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ
äèôôåðåíöèðîâàííîãî ëèñòà. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç ïîêàçàë áîëüøîé ôîí ìåòêè íà öèòîêèíèíû â
êëåòêàõ òåðìîèíäóöèðîâàííûõ ëèñòüåâ (ðèñ. 2, à, á), ÷òî
ñîîòâåòñòâîâàëî ðåçóëüòàòàì èõ êîëè÷åñòâåííîãî èììó-
íîàíàëèçà (òàáë. 2). Ïðèñóòñòâèå öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ
ìåçîôèëëà, îáíàðóæåííîå â íàøåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ïðîòèâ öèòîêèíèíîâ (ðèñ. 2), ñîîòâåòñòâóåò äàí-
íûì îá ó÷àñòèè ýòèõ ãîðìîíîâ â ðåãóëÿöèè ôîòîñèíòåçà
(×åðíÿäüåâ, 2000). Êðîìå îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ìåçîôèëëà
ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ âûÿâëåííîå ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
ïðèñóòñòâèå öèòîêèíèíîâ â óñòüè÷íûõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, ã,
ä). Âàæíî òî, ÷òî ïîä âëèÿíèåì ïðîãðåâàíèÿ êîðíåé ïà-

818 Ë. Á. Âûñîöêàÿ è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Óñòüè÷íàÿ ïðîâîäèìîñòü (ììîëü ì–2
�ñ–1) ðàçíûõ ëèñòüåâ

òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà (ëèíèè HSIPT)
÷åðåç 1 ÷ ïîñëå íàãðåâàíèÿ êîðíåé ïðè 40 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷

Íîìåð ëèñòà
îò îñíîâàíèÿ ïîáåãà

Êîíòðîëü
(áåç íàãðåâà)

Íàãðåâàíèå
êîðíåé

3 45 � 5a 62 � 7a

6 98 � 7á 112 � 13á

9 156 � 12â 321 � 41ã

10 172 � 11â 385 � 36ã

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â ðàçíûõ ÷àñòÿõ êàæäîãî
ëèñòà (àïåêñ è öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü), ÷èñëî ëèñòüåâ êàæäîãî ÿðóñà (n)
ñîñòàâëÿåò 10. Ñòàòèñòè÷åñêè ðàçëè÷àþùèåñÿ çíà÷åíèÿ ïðè P < 0.05
îáîçíà÷åíû ðàçíûìè áóêâåííûìè èíäåêñàìè (à—ã). Ðèñ. 1. Îñìîëÿëüíîñòü êëåòî÷íîãî ñîêà 10-ãî ëèñòà HSIPT-

òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà ÷åðåç 1 è 2 ÷ ïîñëå íàãðåâàíèÿ
êîðíåé ïðè 40 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷.

Êîíòðîëü — ðàñòåíèÿ áåç òåðìîîáðàáîòêè. Ñòàòèñòè÷åñêè ðàçëè÷àþùè-
åñÿ çíà÷åíèÿ îáîçíà÷åíû ðàçíûìè áóêâàìè, n = 6 (P < 0.05, ANOVA,

LSD-test).

Ò à á ë è ö à 2

Ñîäåðæàíèå öèòîêèíèíîâ (íã íà 1 ã ñûðîé ìàññû)
â ðàçíûõ ëèñòüÿõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà (HSIPT)

÷åðåç 1 ÷ ïîñëå íàãðåâàíèÿ êîðíåé ïðè 40 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷

Íîìåð ëèñòà
îò îñíîâàíèÿ ïîáåãà

Êîíòðîëü
Íàãðåâàíèå

êîðíåé

3 71 � 9a 110 � 9à, á

6 92 � 8a 124 � 13à, á

9 164 � 15á 356 � 29â

10 198 � 22á 411 � 38â

Ï ð è ì å ÷ à í è å. n = 5; îñòàëüíûå îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è ê òàáë. 1.



ðàëëåëüíî ñ óñèëåíèåì îêðàøèâàíèÿ óñòüèö íà öèòîêè-
íèíû ïîâûøàëàñü óñòüè÷íàÿ ïðîâîäèìîñòü. Èçâåñòíî,
÷òî öèòîêèíèíû ñïîñîáíû âëèÿòü íà óñòüè÷íóþ ïðîâîäè-
ìîñòü, ïîääåðæèâàÿ óñòüèöà â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè (Davi-
es et al., 2005). Îäíàêî ìåõàíèçìó äåéñòâèÿ öèòîêèíèíîâ
íà óñòüèöà óäåëÿëîñü íåñðàâíåííî ìåíüøå âíèìàíèÿ, ÷åì
àáñöèçîâîé êèñëîòå (ÀÁÊ).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî íàêîïëåíèå ÀÁÊ â ëèñòüÿõ ðàñ-
òåíèé ïðè çàñîëåíèè, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü çàêðûòèåì
óñòüèö (Àõèÿðîâà è äð., 2006). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîîòâåòñò-
âóþò ìíîãî÷èñëåííûì äàííûì î ïðÿìîì âëèÿíèè ÀÁÊ íà
óñòüè÷íûå êëåòêè. Èíòåíñèâíîå èììóííîå îêðàøèâàíèå
çàìûêàþùèõ êëåòîê (ðèñ. 2, â, ã), îáóñëîâëåííîå èíäóê-
öèåé ãåíà ipt â êîðíÿõ, íàáëþäàëè îäíîâðåìåííî ñ ïîâû-
øåíèåì óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòè (òàáë. 1), ÷òî ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü ïðÿìîå âëèÿíèå öèòîêèíèíîâ íà óñòüèöà.
Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ ðàáîòû óñòüèö íåîáõîäèìî îñìîòè÷å-
ñêîå ïðèñïîñîáëåíèå, íàïðàâëåííîå íà ïîääåðæàíèå òóð-
ãîðà (Zhang et al., 1999). Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ýêñïðåñ-
ñèÿ ãåíà ipt ïîâûøàëà óñòîé÷èâîñòü ãàçîííîé òðàâû ê âî-
äíîìó ñòðåññó ÷åðåç îñìîòè÷åñêîå ïðèñïîñîáëåíèå
(Merewitz et al., 2011). Ìû òàêæå çàôèêñèðîâàëè âîçðàñ-
òàíèå îñìîëÿëüíîñòè ýêññóäàòà òêàíåé ëèñòà òåðìîèíäó-
öèðîâàííûõ ðàñòåíèé (ðèñ. 1). Îäíàêî ýòîò ýôôåêò íà-

áëþäàëñÿ ïîçäíåå, ÷åì ïîâûøåíèå óñòüè÷íîé ïðîâîäè-
ìîñòè, è íàêîïëåíèå îñìîòèêîâ, ñêîðåå âñåãî, áûëî ñëåä-
ñòâèåì ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ ôîòîñèíòåçà â ëèñòüÿõ ñ áîëåå
âûñîêîé óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòüþ, à íå ïðè÷èíîé èçìå-
íåíèÿ èõ ïðîâîäèìîñòè.

Ïîñêîëüêó, êàê óêàçûâàëîñü âûøå, öèòîêèíèíû ìî-
ãóò ñïîñîáñòâîâàòü ïîâûøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôîòîñèí-
òåçà (×åðíÿäüåâ, 2000), åãî àêòèâàöèÿ ïîä âëèÿíèåì ïî-
âûøåííîãî óðîâíÿ öèòîêèíèíîâ ó òåðìîèíäóöèðîâàííûõ
ðàñòåíèé äîëæíà áûëà ïðèâåñòè ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðà-
öèè CO2 â ìåæêëåòíèêàõ, ÷òî ñïîñîáñòâóåò, ïî äàííûì èç
ëèòåðàòóðû (Roelfsema et al., 2002), îòêðûòèþ óñòüèö. Íå-
êîòîðûå èññëåäîâàòåëè ïîä÷åðêèâàþò âàæíîñòü ôîòîñèí-
òåçà â çàìûêàþùèõ êëåòêàõ äëÿ êîíòðîëÿ óñòüè÷íîé ïðî-
âîäèìîñòè (Baroli et al., 2008; Lawson, 2009), â òî âðåìÿ
êàê äðóãèå ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ïðèîðèòåò ïðèíàäëåæèò
ôîòîñèíòåçó ìåçîôèëëà (Roelfsema et al., 2002). Âñå ñêà-
çàííîå óêàçûâàåò íà âàæíîñòü èçó÷åíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ
öèòîêèíèíîâ ìåæäó êëåòêàìè ìåçîôèëëà è ñàìèìè
óñòüèöàìè. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùèå î òîì, ÷òî ïîâûøåíèå óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòè ïîä
âëèÿíèåì öèòîêèíèíîâ ïðîèñõîäèëî íà ôîíå èõ íàêîïëå-
íèÿ êàê íåïîñðåäñòâåííî â óñòüè÷íûõ êëåòêàõ, òàê è
êëåòêàõ ìåçîôèëëà, óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü êàê ïðÿ-
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Ðèñ. 2. Èììóíîëîêàëèçàöèÿ öèòîêèíèíîâ (1—6) â àïèêàëüíîé ÷àñòè 10-ãî ëèñòà êîíòðîëüíûõ (à, ä) è òåðìîèíäóöèðîâàííûõ (á, â, ã)
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà.

Ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ ñûâîðîòêîé, ñîäåðæàùåé àíòèòåëà ê öèòîêèíèíàì. 1 — çàìûêàþùèå êëåòêè óñòüèö, 2 — ïàëèñàäíûé ìåçîôèëë, 3 — ãóá÷àòûé
ìåçîôèëë, 4 — âåðõíèé ýïèäåðìèñ, 5 — êñèëåìà, 6 — íèæíèé ýïèäåðìèñ. Öèòîêèíèíîâ íå âûÿâëåíî â êëåòêàõ âåðõíåãî ýïèäåðìèñà (à, á). Ìàñøòàá-

íûå îòðåçêè — 20 ìêì.



ìîãî, òàê è îïîñðåäîâàííîãî âëèÿíèÿ öèòîêèíèíîâ íà
óñòüè÷íóþ ïðîâîäèìîñòü.

Òàêèì îáðàçîì, èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç öè-
òîêèíèíîâ ïîçâîëèë âûÿâèòü ñëåäóþùèå âàæíûå çàêîíî-
ìåðíîñòè èõ íàêîïëåíèÿ â îòäåëüíûõ êëåòêàõ ëèñòà:
1) ïðèñóòñòâèå öèòîêèíèíîâ â óñòüè÷íûõ êëåòêàõ è ìåçî-
ôèëëå; 2) óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ íà öè-
òîêèíèíû êëåòîê óñòüèö è ìåçîôèëëà ïðè èíäóêöèè ýêñï-
ðåññèè ãåíà, êîíòðîëèðóþùåãî ñèíòåç ýòèõ ãîðìîíîâ;
3) ñîâïàäåíèå ïîâûøåííîé èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ
öèòîêèíèíîâ ñ óâåëè÷åíèåì óñòüè÷íîé ïðîâîäèìîñòè
(âûñîêàÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ öèòîêèíèíîâ íà-
áëþäàëàñü îäíîâðåìåííî ñ óâåëè÷åíèåì óñòüè÷íîé ïðî-
âîäèìîñòè).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00666).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Àõèÿðîâà Ã. Ð., Ôðèêå Â., Âåñåëîâ Ä. Ñ., Êóäîÿðîâà Ã. Ð.,
Âåñåëîâ Ñ. Þ. 2006. Íàêîïëåíèå è ðàñïðåäåëåíèå ÀÁÊ â òêà-
íÿõ ëèñòà è óñòüè÷íàÿ ïðîâîäèìîñòü ïðè âîäíîì ñòðåññå, èí-
äóöèðîâàííîì çàñîëåíèåì. Öèòîëîãèÿ. 48 (11): 918—923. (Ak-
hiyarova G. R., Fricke W., Veselov D. S., Kudoyarova G. R., Vese-
lov S. Yu. 2006. ABA accumulation and distribution during the leaf
tissues shows its role stomatal conductance regulation under
short-term salinity. Tsitologiya. 48 (11) : 918—923.)

Âåñåëîâ Ñ. Þ., Âàëüêå Ð. Ñ., Âàí Îíêåëåí X., Êóäîÿðî-
âà Ã. Ð. 1999. Ñîäåðæàíèå è ëîêàëèçàöèÿ öèòîêèíèíîâ â ëèñòü-
ÿõ èñõîäíûõ è òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà. Ôèçèîë. ðàñò. 46
(1) : 326—335. (Veselov S. Yu., Valcke R. S., Van Onckelen H.,
Kudoyarova G. R. 1999. Cytokinin content and location in the lea-
ves of the wild-type and transgenic tobacco plants. Russ. J. Plant
Physiol. 46 (1) : 26—33.)

Âûñîöêàÿ Ë. Á., Àõèÿðîâà Ã. Ð., Âåñåëîâ Ñ. Þ., Êóäîÿðî-
âà Ã. Ð. 2011. Ñîäåðæàíèå öèòîêèíèíîâ â êëåòêàõ ðàçíûõ çîí
êîðíåé ïøåíèöû. Öèòîëîãèÿ. 53 (11): 884—890. (Vysots-
kaya L. B., Akhiyarova G. R., Veselov S. Yu., Kudoyarova G. R.
2011. Cytokinin content and immunolocalization in wheat primary
root cells. Tsitologiya. 53 (11) : 884—890.)

×åðíÿäüåâ È. È. 2000. Îíòîãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ôîòî-
ñèíòåòè÷åñêîãî àïïàðàòà è äåéñòâèå öèòîêèíèíîâ. Ïðèêëàäíàÿ
áèîõèìèÿ è ìèêðîáèîëîãèÿ. 36: 611—625. (Chernyad’ev I. I.
2000. Developmental changes of the photosynthetic apparatus and
the action of cytokinins. Applied Biochemistry and Microbiology.
36 : 611—625.)

Arkhipova T. N., Prinsen E., Veselov S. U., Martineko E. V.,
Melentiev A. I., Kudoyarova G. R. 2007. Cytokinin producing bac-
teria enhances plant growth in drying soil. Plant Soil. 292 :
305—315.

Baroli I., Price D., Badger M. R., Von Caemmerer S. 2008.
The contribution of photosynthesis to the red light response of sto-
matal conductance. Plant Physiol. 146 : 737—747.

Brovko F. A., Vasil’eva V. S., Shepelyakovskaya A. O., Seli-
vankina S. Yu., Kudoyarova G. R., Nosov A. V., Moshkov D. A., La-
man A. G., Boziev K. M., Kusnetsov V. V., Kulaeva O. N. 2007. Cy-
tokinin-binding protein (70 kDa): localization in tissues and cells
of etiolated maize seedlings and its putative function. J. Exp. Bot.
58 : 2479—2490.

Chiappetta A., Michelotti V., Fambrini M., Bruno L., Salvi-
ni M., Petrarulo M., Azmi A., Van Onckelen H., Pugliesi C., Biton-
ti M. B. 2006. Zeatin accumulation and misexpression of a class I
knox gene are intimately linked in the epiphyllous response of the
interspecific hybrid EMB-2 (Helianthus annuus�H. tuberosus).
Planta. 223 : 917—931.

Corbesier L., Prinsen E., Jacqmard A., Lejeune P., Van Onc-
kelen H., Perilleux C., Bernier G. 2003. Cytokinin levels in leaves,
leaf exudate and shoot apical meristem of Arabidopsis thaliana du-
ring floral transition. J. Exp. Bot. 54 : 2511—2517.

Davies W. J., Kudoyarova G., Hartung W. 2005. Long-distan-
ce ABA signaling and its relation to other signaling pathways in the
detection of soil drying and the mediation of the plant’s response to
drought. J. Plant Growth Reg. 24 : 285—295.

Gutierrez-Gonzalvez M. G., Stockert J. C., Ferrer J. M.,
Tato A. 1984. Ruthenium red staining of polyanion containing
structures in sections from epoxy-resin embedded tissues. Acta his-
tochem.74 : 115—120.

Haberer G. Keiber J. J. 2002. Cytokinins. New insights into a
classic phytohormone. Plant Physiol. 128 : 354—362.

Kudoyarova G. R., Korobova A. V., Akhiyarova G. R., Arkhi-
pova T. N., Zaytsev D. Yu., Prinsen E., Egutkin N. L., Medve-
dev S. S., Veselov S. Yu. 2014. Accumulation of cytokinins in roots
and their export to the shoots of durum wheat plants treated with
the protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone
(CCCP). J. Exp. Bot. doi:10.1093/jxb/eru113.

Kudoyarova G. R., Vysotskaya L. B., Cherkozyanova A.,
Dodd I. C. 2007. Effect of partial rootzone drying on the concentra-
tion of zeatin-type cytokinins in tomato (Solanum lycopersicum L.)
xylem sap and leaves. J. Exp. Bot. 58 : 161—168.

Lawson T. 2009. Guard cell photosynthesis and stomatal func-
tion. New Phytologist. 181: 13—34.

Merewitz E., Gianfagna T., Huang B. 2011. Photosynthesis,
water use, and root viability under water stress as affected by exp-
ression of SAG12-ipt controlling cytokinin synthesis in Agrostis
stolonifera. J. Exp. Bot. 62 : 383—395.

Rijavec T., Jain M., Dermastia M., Chourey P. S. 2011. Spati-
al and temporal profiles of cytokinin biosynthesis and accumu-
lation in developing caryopses of maize. Ann. Bot. 107 : 1235—
1245.

Roelfsema M. R. G., Hansterin S., Felle H., Hedrich R. 2002.
CO2 provides an intermediate link in the red light response of guard
cells. Plant J. 32 : 65—75.

Schmulling T., Beinsberger S., De Greef J., Schell J., Van Onc-
kelen H., Spena A. 1989. Construction of a heat-inducible chimeri-
cal gene to increase the cytokinin content in transgenic plant tissue.
FEBS Lett. 249 : 401—406.

Skoog F., Miller C. O. 1957. Chemical regulation of growth
and organ formation in plant tissue cultured in vitro. Symposium of
Soc. Exp. Biol. 11 : 118—131.

Vysotskaya L. B., Veselov S. Y., Kudoyarova G. R. 2010. Ef-
fect on shoot water relations, and cytokinin and abscisic acid levels
of inducing expression of a gene coding for isopentenyltransferase
in roots of transgenic tobacco plants. J. Exp. Bot. 61 : 3709—
3717.

Wulfetange K., Lomin S. N., Romanov G. A., Stolz A., Heyl A.,
Schmulling T. 2011. The cytokinin receptors of arabidopsis are lo-
cated mainly to the endoplasmic reticulum. Plant Physiol. 156 :
1808—1818.

Zhang J., Nguyen H. T., Blum A. 1999. Genetic analysis of os-
motic adjustment in crop plants. J. Exp. Bot. 50 : 292—302.

Ïîñòóïèëà 13 II 2014

820 Ë. Á. Âûñîöêàÿ è äð.



EFFECTS OF LOCAL INDUCTION OF IPT-GENE IN ROOTS ON CYTOKININS CONTENT

IN LEAF CELLS TOBACCO PLANTS

L. B. Vysotskaya,1 G. R. Akhiyarova,1 G. V. Sharipova,1 M. V. Dedova,1 S. Yu. Veselov,2
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Identification of cytokinins in differentiated leaf cells has received little attention. We have carried out im-
munohistochemical localization of cytokinins in leaves of transgenic tobacco plants in which the level of incre-
ased due to induced in their roots the expression of ipt-gene controlling cytokinin synthesis. Immuno-labeling
of cytokinins with the help of antibodies raised against zeatin riboside was characteristic of mesophyll cells.
The label was localized in cytoplasm adjacent to cell walls and was absent in vacuoles. Immunohistochemical
staining also revealed the presence of cytokinins in guard cells. Induction of cytokinin synthesis enhanced the
immunohistochemical staining of both mesophyll cells and guard cells, which was accompanied by elevated
stomatal conductance. The possibility of a direct effect of cytokinins on stomatal conductance and their indirect
influence through photosynthesis in the mesophyll cells is discussed.

K e y w o r d s: Nicotiana tabacum, cytokinins, immunolocalization, stomatal conductance.
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