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Аннотация. Представлены итоги изучения роста корней трансгенных растений табака с кон-
ститутивной экспрессией гена CLAVATA3 Arabidopsis thaliana в нормальных и стрессовых 
условиях (влияние засоления, гипотермии, ионов тяжёлых металлов). Обсуждаются возмож-
ные механизмы достигнутых эффектов. 
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Short communication 

Root Growth of Transgenic Tobacco Plants with 
Constitutive Expression of the CLAVATA3 Gene under  
the Action of Stress Factors 
Z. A. Berezhneva, B. R. Kuluev* 
Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa FRC RAS, Ufa, Russian Federation 

Abstract. The CLAVATA3 gene encodes a peptide consisting of 78 amino acids, capable of transport 
through the apoplast, while in the mature state it is glycosylated with L-arabinose and consists of 12 
amino acids that make up the so-called CLE domain. This peptide in the apical meristem of the shoot 
blocks cell proliferation and activates cell differentiation. We have previously created and studied 
transgenic tobacco plants with constitutive expression of the CLAVATA3 Arabidopsis thaliana gene. 
All the analyzed transgenic plants were characterized by a decrease in the number of cells in the 
shoot organs compared to the wild type, but most of the transgenic plants did not differ from the 
control by phenotype due to compensatory cell growth. However, the features of root growth of to-
bacco plants transgenic by the CLAVATA3 gene remained unknown. Therefore, the purpose of this 
work was to study the root growth of tobacco plants transgenic by the CLAVATA3 gene under normal 
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and stressful conditions. In vitro, the growth of roots of transgenic tobacco plants 35S::CLAVATA3 
was determined on vertically oriented Petri dishes under normal conditions and under the action of 
stress factors: salinity (50 and 100 mM NaCl), cadmium (100, 200 and 400 mkM CdAc), hypother-
mia +10°C. Transgenic tobacco plants were characterized by improved root growth under normal 
conditions, the effect of salinization and cadmium ions compared to the wild type. In hypothermia, 
the growth rates of the roots of transgenic plants did not significantly differ from the wild type. In 
our previous studies, it was shown that overexpression of the CLAVATA3 gene promotes the stimula-
tion of cell expansion in the shoot organs. In the roots of 35S:: CLAVATA3 plants, as well as in the 
shoot organs, cell expansion was stimulated, which ultimately resulted in improved root growth, both 
under normal conditions and under the action of stress factors. The CLAVATA3 transgen can be used 
to improve root growth under normal conditions, the action of salinization and cadmium ions. 

Keywords: Nicotiana tabacum, transgenic plants, root growth, salinity, hypothermia, cadmium 
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Продуктом гена CLAVATA3 (CLV3) является небольшой секретирую-
щийся в межклеточное пространство пептид, состоящий из 78 аминокислот, 
способный к транспорту по апопласту, при этом в зрелом состоянии он гли-
козилирован L-арабинозой и состоит из 12 аминокислот, которые составляют 
так называемый CLE-домен [Clark, Williams, Meyerowitz, 1997; Shinohara, 
Matsubayashi, 2010]. CLV3 относится к широко распространённым в растени-
ях CLE-пептидам, которые иногда называют также гликопептидными фито-
гормонами [Shinohara, Matsubayashi, 2010]. CLV1 кодирует рецепторную ки-
назу с внеклеточным лейцин-богатым повторяющимся рецепторным доме-
ном и внутриклеточной серин/треонин-киназной областью. Было показано, 
что CLV3 связывается непосредственно с CLV1 [The CLAVATA1 … , 1999], 
т. е. в конечном счёте продукт гена CLV3 является сигнальной молекулой, а 
продукт гена CLV1 – его рецептором. В передаче сигнала CLV3 важную роль 
играет также мембрано-ассоциированная киназа CORYNE (CRN) 
[Analysis … , 2010]. Показано, что сигнальный путь CLV3 включает как ми-
нимум два различных рецепторных комплекса, один из которых состоит из 
гомодимера CLV1, а второй – из CLV2/CRN гетеродимера [Analysis … , 
2010]. Необходимо отметить, что даже известная на данный момент часть 
регуляторной цепи пептида CLV3 выглядит намного сложнее: например, она 
ещё включает рецептор-подобную протеинкиназу RPK2, но в целом сигнал 
от этих активированных рецепторных комплексов передаётся в ядро, где его 
мишенью служит ген транскрипционного фактора WUSCHEL, активирую-
щий клеточную пролиферацию [Sablowski, 2011].  

Нами ранее были получены трансгенные растения табака с конститу-
тивной экспрессией гена CLV3 [Effect … , 2018]. При выращивании на почве 
поколения T1 трансгенных 35S::CLV3 растений табака были выявлены три 
различных фенотипа, обозначенные нами фенотипы 1–3. У растений фено-
типа 1 не формировались стебли, развивались два-три искривлённых блед-
ных листа. Проводящая система листьев у растений фенотипов 1 и 2 нор-
мально не развивалась, размеры клеток нижнего и верхнего эпидермиса ли-
стьев были увеличены в несколько раз по сравнению с контролем. Для всех 
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трёх фенотипов был характерен высокий уровень содержания транскриптов 
гена CLV3, что могло способствовать проявлению признаков фенотипов 
1 и 2, так как продукт гена CLV3 способствует раннему переходу клеток на 
стадию дифференциации. В то же время трансгенные растения с фенотипом 
3, несмотря на относительно высокий уровень экспрессии гена CLV3, по ро-
стовым параметрам не отличались от контрольных растений за счёт функци-
онирования ряда компенсаторных механизмов, направленных в том числе на 
стимуляцию роста клеток растяжением [Effect … , 2018].  

Неизученным оставался вопрос о влиянии этого трансгена на рост кор-
ней. Нельзя было исключать того, что продукт гена CLV3 будет включаться в 
клеточный сигналинг регуляции пролиферации и в апикальной меристеме 
корней, что может приводить к стимуляции роста корней растяжением. Та-
кой тип роста корней особенно важен для растений при действии стрессовых 
факторов. В связи с этим целью данной работы стал анализ роста корней 
трансгенных растений табака 35S::CLV3 при воздействии различных стрес-
совых факторов: засоления, гипотермии, влиянии ионов тяжёлых металлов. 

Для работы использовали отобранные и изученные ранее четыре линии 
трансгенных растений табака Nicotiana tabacum сорта Petit Havana SR1 с 
конститутивной экспрессией гена CLV3 [Effect … , 2018]. Проростки кон-
трольных и трансгенных растений выращивали в климатических камерах 
(Binder GmbH, Германия) при температуре +25 °С, освещённости около 
140 мкмоль/(м2∙с) и фотопериоде 16/8 ч (свет/темнота) (нормальные условия) 
на питательной среде Мурасиге – Скуга (MS). В качестве контроля исполь-
зовали нетрансгенные растения N. tabacum сорта Petit Havana, линии 
SR1 (дикий тип). Через 10 дней выращивания на селективной среде пророст-
ки с одинаковыми размерами корней переносили на вертикально ориентиро-
ванные чашки Петри со средой MS и по прошествии 10 дней определяли 
прирост корней (изменение длины) при норме (контроль) и действии стрес-
совых факторов: засоление (воздействие 50 и 100 мМ раствора NaCl), гипо-
термия (выращивание при +10 °С), тяжёлых металлов (воздействие ацетата 
кадмия (CdAc) в концентрациях 100, 200 и 400 мкМ). Выбор таких парамет-
ров стрессового воздействия объясняется тем, что именно с этих показателей 
начиналось торможение роста корней табака дикого типа.  

Выборка составила 15 растений для каждой линии. Результаты исследо-
ваний представляли в виде гистограмм со средними значениями выборки. 
Барами обозначали стандартную ошибку среднего. Достоверность различий 
во всех экспериментах оценивали при помощи U-критерия Манна – Уитни. 

При нормальных условиях корни растений всех четырёх трансгенных 
линий росли достоверно быстрее корней растений дикого типа (рис. 1, а). 
Наилучшие показатели скорости роста были характерны для растений линии 
2, корни которых росли в 2,3 раза быстрее, чем в контроле. При действии 
50 мМ NaCl корни трансгенных растений также росли быстрее, за исключе-
нием линии 3 (рис. 1, б). Корни трансгенных растений линий 4 и 5 в среднем 
росли в 2,4 раза быстрее дикого типа. 
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В условиях засоления 100 мМ NaCl трансгенные растения также демон-
стрировали увеличение темпов роста корней (рис. 1, в). Корни растений ли-
нии 2 росли быстрее контроля в среднем вдвое. В то же время растения ли-
нии 3 по росту корней в этих условиях достоверно не отличались от дикого 
типа. В условиях гипотермии различия в росте корней были менее выраже-
ны: только для линии 2 было выявлено достоверное увеличение данного па-
раметра по сравнению с контролем (рис. 1, г).  

 

Рис. 1. Рост корней трансгенных растений табака при норме (а), действии 50 мМ NaCl 
(б), 100 мМ NaCl (в) и гипотермии +10 °С (г) 

На питательной среде со 100 мкМ CdAc были получены противоречи-
вые результаты. По сравнению с диким типом для линии 2 было показано 
достоверное уменьшение скорости роста корней, а для линии 4, наоборот, 
увеличение (рис. 2, а). В то же время линии 3 и 5 достоверно не отличались 
от контроля. При действии 200 мкМ CdAc все линии трансгенных растений 
характеризовались достоверным увеличением скорости роста корней по 
сравнению с диким типом (рис. 2, б). При этом увеличение скорости роста 
корней было весьма существенным, к примеру, у линии 5 было зафиксиро-
вано возрастание скорости роста по сравнению с контролем впятеро. При-
мерно такая же картина наблюдалась при изучении роста корней на среде с 
400 мкМ CdAc. Для всех четырёх линий было зафиксировано увеличение 
скорости роста корней по сравнению с диким типом. Наиболее существенное 
увеличение скорости роста корней было характерно для растений линии 
3 (рис. 2, в): в 4,7 раза по сравнению с контролем. 

Таким образом, конститутивная экспрессия гена CLV3 способствовала 
улучшению роста корней табака как при нормальных условиях, так и при 
действии стрессовых факторов. Особенно ярко это проявилось при действии 
засоления и кадмиевого стресса. В наших предыдущих исследованиях было 
показано, что сверхэкспрессия гена CLV3 способствует стимуляции роста 
клеток растяжением в органах побега табака [Effect … , 2018]. Нельзя ис-
ключать того, что аналогичный эффект продукт данного гена оказывает и на 
корни, т. е. стимулирует в них рост клеток растяжением. Всё это в итоге мо-
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жет приводить к улучшению роста корней. Рост клеток растяжением важен 
именно при действии стрессовых факторов, особенно тех, которые вызывают 
дефицит влаги. Засоление и влияние кадмия могут вызвать нехватку влаги, а 
в таких условиях растения могут активировать экспрессию экспансинов и 
ксилоглюканэндотрансгликозилаз [Effect … , 2018]. Интересно, что у транс-
генных по гену CLV3 растений табака компенсаторный рост клеток растяже-
нием стимулировался как раз повышением экспрессии тех групп генов, про-
дукты которых обеспечивают рост клеточных стенок [Effect … , 2018]. Ис-
ходя из этого, можно предполагать, что в корнях растений 35S::CLV3, как и в 
органах их побегов, происходит стимуляция роста клеток растяжением, что в 
итоге выражается в улучшении роста корней как при нормальных условиях, 
так и при действии стрессовых факторов. Однако данное предположение 
требует дальнейших проверок.  

 

Рис. 2. Рост корней трансгенных растений табака при действии 100 мкМ CdAc (а), 
200 мкМ CdAc (б), 400 мкМ CdAc (в) 
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Полученные нами результаты позволяют предполагать, что трансген 
CLV3 может быть использован для улучшения роста корней растений при 
нормальных условиях и действии ряда стрессовых факторов. Конкретные 
молекулярные механизмы выявленного нами эффекта пока остаются неиз-
вестными. 
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