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Одной из фундаментальных проблем совре-
менной биологии является исследование гормональ-
ной регуляции роста, развития и устойчивости рас-
тительного организма к абиотическим стрессорам. 
Этилен С2Н4 является газообразным гормоном, 
регулирующим многие физиологические процессы 
на разных этапах онтогенеза растительного орга-
низма, такие как деление клеток, полярный транс-
порт ауксина, прорастание семян, формирование 
боковых корней и корневых волосков, эпинастия 
листьев, старение цветков и листьев, ответная ре-
акция на стрессорные воздействия и др. [1]. Сведе-
ния об участии этилена в регуляции процесса фор-
мирования устойчивости растений к низкой темпе-
ратуре немногочисленны и противоречивы. Было 
обнаружено возрастание выделения растениями 
этилена при холодовой экспозиции и высказано 
предположение о прямой взаимосвязи между его 
биосинтезом и степенью развиваемой холодоустой-
чивости [2]. Экзогенная обработка растений 1-ами-
ноциклопропан-1-карбоновой кислотой (AЦК) —  
предшественником этилена повышала холодоустой-
чивость [3]. Кроме того, исследования, проведённые 
с мутантом арабидопсиса eto1-3, являющимся сверх-
продуцентом этилена, продемонстрировали его по-

вышенную устойчивость к низкой температуре [4]. 
Авторы показали, что мутант eto1-3 характеризовался 
более высоким уровнем экспрессии генов CBF1, 
CBF2 и CBF3, которые связаны с формированием 
холодоустойчивости, по сравнению с растениями 
дикого типа (экотип Col-0). В то же время другие 
авторы наблюдали снижение холодоустойчивости 
у мутанта eto1-3, а также у растений арабидопсиса 
дикого типа in vitro, обработанных экзогенной 
AЦК [5].

В данной работе мы попытались при помощи 
этилен-нечувствительных мутантов арабидопсиса 
определить необходимость функционирования эти-
ленового сигнального пути для развития холодо-
устойчивости. Полученные экспериментальные 
данные позволили впервые установить, что этилен-
нечувствительные мутанты отличались от растений 
дикого типа меньшей интенсивностью видимого 
фотосинтеза, пониженным содержанием раствори-
мых сахаров и, как результат, более низкой устой-
чивостью к холоду.

Объектами исследования были растения Arabi-
dopsis thaliana (L.) Heynh. дикого типа (экотип Col-0) 
и нечувствительные к этилену мутанты ethylene re-
sistant1-1 (etr1-1) и ethylene insensitive2-1 (ein2-1). 
У мутанта etr1-1 имеется точечная мутация в гене 
ETR1, кодирующем один из рецепторов этилена. 
Данная мутация в связывающем центре мембран-
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ного рецептора нарушает связывание этилена 
с ETR1, в связи с чем он способен связывать только 
20% этилена по сравнению с растениями дикого 
типа [6]. У мутанта ein2-1 имеется мутация в гене 
EIN2, кодирующем мембранный белок EIN2, вслед-
ствие чего нарушается передача сигнала на этилен-
зависимые факторы транскрипции [7].

Семена растений получены из Nottingham Arabi-
dopsis Stock Centre (Великобритания). Растения вы-
ращивали в грунте в течение 8 недель при темпера-
туре 22 °C, освещённости 150 мкмоль/(м2·с) и вось-
мичасовом фотопериоде, что гарантировало разви-
тие розетки без перехода в фазу цветения. Мате-
риалом для биохимических исследований служили 
листья с 10-го по 16-й.

Для оценки низкотемпературной устойчивости 
растения арабидопсиса подвергали проморажива-
нию при температурах от -3 до -6 °С в течение 1 су-
ток в климатической камере MIR-153 (“Sanyo”, 
Япония), а также краткосрочному охлаждению при 
температуре -4 °С в течение 15 и 30 мин. Об устой-
чивости исследуемых растений к низкой температуре 
судили по выходу электролитов из клеток листьев 
[8], а также по накоплению одного из конечных 
продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) —  
малонового диальдегида (МДА), который опреде-
ляли, как описано в [9].

Для определения содержания глюкозы в листьях 
использовали набор Глюкоза-Ольвекс (“Ольвекс 
диагностикум”, Россия) и протокол фирмы-произ-
водителя. Содержание сахарозы и фруктозы опре-
деляли методом Рое с модификациями [10].

Изучение СО2-газообмена растений арабидоп-
сиса проводили на установке открытого типа с ин-
фракрасным газоанализатором “URAS2T” (Герма-
ния) при 22 °C. Измерения газообмена включали 
определение скоростей видимой ассимиляции СО2 
и темнового дыхания [11].

Все эксперименты проводили в 4–7 биологиче-
ских повторностях и 3–4 аналитических. На рисун-
ках и в таблице представлены среднеарифметические 
значения опыта и их стандартные ошибки.

Для выявления различий в уровне конститутив-
ной холодоустойчивости исследуемых растений 
арабидопсиса на первом этапе исследований при-
меняли краткосрочное охлаждение с оценкой устой-
чивости по накоплению МДА. Согласно получен-
ным данным (рис. 1), после охлаждения наблюдали 
повышение содержания МДА растений Col-0 на 15–
25%, а у мутантов etr1-1 и ein2-1 в полтора раза 
по сравнению с неохлажденным вариантом. Это 

свидетельствует о значительном смещении подвиж-
ного равновесия между ПОЛ и антиоксидантной 
системой в сторону активации процессов ПОЛ у не-
чувствительных к этилену мутантов.

Результаты исследований конститутивной устой-
чивости растений арабидопсиса к гипотермии по вы-
ходу электролитов из листьев приведены на рис. 2. 
Согласно полученным данным, у всех генотипов 
с понижением температуры с -3 до -6 °C наблюда-
лось возрастание значений выхода электролитов, 
особенно сильное у этилен-нечувствительных му-
тантов. Важно отметить, что температура, при ко-
торой отмечается 50%-й выход электролитов, для 
растений Col-0 составляла около -4,5 °C, тогда как 
для обоих мутантов на 1 °С выше, что является су-
щественной величиной для растений арабидопсиса.

Известно, что в формировании устойчивости 
к гипотермии у растений значительную роль играют 
растворимые сахара, которые выполняют энергети-
ческую, осморегуляторную, криопротекторную 
и другие функции, а также участвуют в “перехвате” 
активных форм кислорода, препятствуя развитию 
окислительного стресса [12]. Показана чёткая зави-
симость между накоплением растворимых сахаров 
и LT50 различных экотипов A. thaliana [13]. Мы пред-
положили, что одной из возможных причин разли-
чий в уровне конститутивной холодоустойчивости 
исследуемых генотипов арабидопсиса могло быть 
неодинаковое содержание в их листьях растворимых 
сахаров. Проведённые исследования подтвердили 
наше предположение (рис. 3). Максимальное содер-
жание сахаров было обнаружено у растений дикого 
типа, в основном за счёт повышенного накопления 
фруктозы и глюкозы. Этилен-нечувствительные 
мутанты A. thaliana отличались от растений дикого 
типа пониженным содержанием растворимых саха-
ров.
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Рис. 1. Действие краткосрочного охлаждения (-4 °C) 
на содержание МДА в листьях растений арабидопсиса 
дикого типа (Col-0) и мутантов etr1-1 и ein2-1.
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Полученные данные по содержанию сахаров по-
зволили предположить, что между исследуемыми 
генотипами могут существовать различия в интен-
сивности процессов фотосинтеза и дыхания. Иссле-
дования СО2-газообмена показали, что этилен-не-
чувствительные мутанты имели на 25–30% меньшую 
интенсивность видимого фотосинтеза и незначи-
тельно превосходили растения дикого типа по ин-
тенсивности темнового дыхания (табл. 1). В резуль-
тате величина отношения видимый фотосин- 
тез/темновое дыхание у растений etr1-1 и ein2-1 ока-
залась на 30–40% меньше, чем у генотипа Сol-0. 
Поскольку увеличение отношения видимый фото-
синтез/темновое дыхание создаёт предпосылки для 
накопления сахаров, то полученные данные по СО2-
газообмену хорошо объясняют повышенное содер-
жание сахаров в клетках растений арабидопсиса 
дикого типа, описанное выше.

В литературе имеются сведения о том, что ис-
пользованные в нашей работе этилен-нечувстви-

тельные мутанты etr1-1 и ein2-1 проявляют повы-
шенную чувствительность к глюкозе [14]. Мутант 
etr1-1 демонстрировал сильное торможение роста 
на питательной среде с 4% глюкозы, в то время как 
растения дикого типа росли даже в присутствии 6% 
глюкозы [15]. Можно предположить, что имеющие 
повышенную чувствительность к глюкозе мутанты 
etr1-1 и ein2-1 были не способны к её накоплению 
в количествах, характерных для Сol-0. Как результат, 
пониженное содержание растворимых сахаров 
в клетках этилен-нечувствительных мутантов могло 
приводить к снижению холодоустойчивости этих 
растений.

Таким образом, используя в качестве экспери-
ментальной модели растения арабидопсиса дикого 
типа, а также этилен-нечувствительные мутанты 
etr1-1 и ein2-1, мы впервые показали пониженную 
устойчивость к гипотермии растений, неспособных 
к восприятию и передаче этиленового сигнала. Пре-
рывание этиленового сигналинга на стадии связы-
вания этилена с мембранным рецептором (etr1-1), 
а также на стадии передачи сигнала на этилен-за-
висимые факторы транскрипции (ein2-1) одинаково 
приводило к снижению низкотемпературной устой-
чивости растений арабидопсиса. Полученные дан-
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Рис. 2. Действие промораживания в течение суток на выход электролитов из листьев растений арабидопсиса дикого 
типа (Col-0) и мутантов etr1-1 и ein2-1.
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Рис. 3. Содержание растворимых сахаров в листьях 
растений арабидопсиса дикого типа (Col-0) и мутан-
тов etr1-1 и ein2-1.

Таблица 1. Интенсивность СО2-газообмена растений араби-
допсиса дикого типа (экотип Col-0) и мутантов etr1-1 и ein2-1

Показатель Сol-0 etr1-1 ein2-1

Видимый фотосинтез, 
мг СО2/(г сухой массы⋅ч) 7,2 ± 0,8 5,1 ± 0,5 5,5 ± 0,4

Темновое дыхание,  
мг СО2/(г сухой массы⋅ч) 3,9 ± 0,3 4,5 ± 0,5 4,2 ± 0,3

Видимый фотосинтез/
темновое дыхание 1,8 1,1 1,3
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ные убедительно свидетельствуют о необходимости 
сохранения восприятия и передачи этиленового 
сигнала для конститутивной устойчивости растений 
арабидопсиса к низкой температуре.
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The freezing tolerance of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. was studied in relation to functioning of the ethylene 
signaling pathway. Constitutive freezing tolerance was compared in wild-type plants (ecotype Col-0) and ethylene-
insensitive mutants etr1-1 and ein2-1. For the first time it was established that ethylene-insensitive mutants had 
by 25–30% lower net photosynthesis rate, the decreased content of soluble sugars and, as a result, lower freezing 
tolerance. Our work provides evidence that perception and transduction of ethylene signal are necessary for 
constitutive tolerance of Arabidopsis to low temperature.

Keywords: Arabidopsis thaliana Heynh. (L.), ethylene-insensitive mutants, photosynthesis, sugars, hypothermia.
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