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Двигательные реакции растений, относящиеся к тропизмам, обычно осуществляются с исполь-
зованием механизмов роста растяжением. Однако в данном исследовании изучался гравитропизм 
на уровне клеток (первичные флоэмные волокна), закончивших свой рост и формирующих утол-
щенную третичную клеточную стенку. Проведены инвентаризация и анализ экспрессии генов 
ферментов, ответственных за метаболизм каллозы, на разных стадиях развития флоэмных воло-
кон льна (Linum usitatissimum L.) и при гравиответе. Выявлены гены предполагаемых β-1,3-глю-
кансинтаз (GSLs) и β-1,3-глюканаз (BGs), имеющие дифференциальный характер экспрессии 
в исследуемых клетках, среди которых отмечены гены с максимальным уровнем экспрессии на 
определенной стадии развития. В основном при гравитропизме экспрессия генов β-1,3-глюкан-
синтаз была понижена, тогда как для генов β-1,3-глюканаз были характерны различные профи-
ли экспрессии, среди которых выявлены гены с повышенным уровнем экспрессии только при 
гравиответе (LusBG1 и LusBG3). Полученные данные позволили предположить наличие активно-
го метаболизма каллозы в клеточной стенке исследуемых волокон на разных стадиях развития и 
доминирование деградации каллозы в ходе гравиответа. Результаты работы закладывают основу 
для дальнейших исследований функции каллозы в развитии волокон и реализации двигательной 
реакции растений.

Ключевые слова: гравитропизм, волокно, третичная клеточная стенка, каллоза, β-1,3-глюкансин-
тазы (каллозосинтазы), β-1,3-глюканазы, экспрессия генов
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ВВЕДЕНИЕ12

Гравитропизм рассматривают как способ-
ность различных органов растения располагать-
ся и расти в определенном направлении отно-
сительно вектора гравитации. Такое движение 
для растений играет ключевую роль в их раз-

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи:10.31857/S0015330324020086

2	 Сокращения: КС  – клеточная стенка; ТКС  – третичная кле-
точная стенка; BG  – β-1,3-глюканаза; CBM  – углевод-связы-
вающий модуль; СTS  – С-терминальная гидрофобная после-
довательность; GH17  – семейство гликозидгидролаз 17; GPI  – 
гликозилфосфатидилинозитол; GSL  – β-1,3-глюкансинтаза; 
iFIBa – интрузивно растущие волокна; OPP – противоположная 
PUL-стороне (нижняя сторона стебля при подъеме растения); 
PF – (PFAM) – семейство белковых доменов; PR – pathogenesis-
related, связанный с патогенезом; PUL  – pulling side (тянущая 
сторона; верхняя сторона стебля при подъеме растения); tFIBa – 
ранняя стадия формирования третичной клеточной стенки; 
tFIBb  – поздняя стадия формирования третичной клеточной 
стенки; TGR – total gene reads, число полных прочтений генов.

витии и акклиматизации к окружающей среде. 
Среди ключевых вопросов  – понимание меха-
низмов двигательной реакции. На  клеточном 
уровне растения имеют два основных двигате-
ля. Первый, осмо-гидравлический, реализуется 
в клетках с первичными клеточными стенками; 
второй “работает” за счет набухания/сжатия 
полимеров утолщенных вторичных клеточных 
стенок, которые формируются в клетках реакци-
онной древесины [1]. Исследованиям этих дви-
гателей посвящены сотни работ, однако многие 
вопросы остаются открытыми [1, 2]. Считают, 
что в механизмах второго двигателя задейство-
ваны желатинозные волокна растений, широко 
распространенные в разных органах многих так-
сонов. Они имеют особый состав и архитектуру 
клеточной стенки (КС), которая называется либо 
G-слоем вторичной клеточной стенки, либо тре-
тичной клеточной стенкой (ТКС) [2]. Сообща-
лось, что желатинозные волокна ксилемы от-
ветственны за восстановление вертикального 
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положения деревьев в ходе отрицательной грави-
тропической реакции [3, 4] и сокращение орга-
нов, наблюдаемое в корнях и гипокотилях [5, 6]. 
Первичные флоэмные волокна льна по своим 
характеристикам относят тоже к желатинозным. 
Выдвинутые предположения о проявлении кон-
трактильных свойств у волокон при гравиответе 
дало основание называть их “мускулами” рас-
тений [2, 7]. В  таких волокнах в ходе гравитро-
пического ответа была обнаружена каллоза [7]. 
Отложение каллозы показано и в трахеидах дре-
весины сжатия, когда растениям приходилось 
восстанавливать вертикальное положение [4, 8].

Известно, что отложение каллозы, аморфно-
го β-1,3-глюкана с некоторыми β-1,6 ответвле-
ниями [9], строго контролируется во времени 
и пространстве. В местах ее отложения изменя-
ются физические и механические свойства КС: 
повышается жесткость при сохранении гибкости 
и снижается проницаемость [10]. Эти изменения 
имеют фундаментальное значение для правиль-
ного выполнения многочисленных процессов, 
таких как деление клеток, развитие мужских га-
метофитов, межклеточный транспорт или реак-
ция на биотические и абиотические стрессовые 
факторы [10]. Локальные отложения каллозы в 
КС предоставляют возможность контроля пе-
реноса воды и растворенных веществ во многих 
частях растения и на критических стадиях раз-
вития [11]. В Arabidopsis thaliana L. (резуховидка 
Таля) β-1,3-глюкансинтазы (каллозосинтазы) 
кодируются 12 генами, принадлежащими се-
мейству гликозилтрансфераз 48 (в базе данных 
CAZY) и которые названы как GLUCAN SYN-
THASE-LIKE, GSL1–GSL12 [12]. Немного поз-
же другими авторами эти гены были названы 
CALS1–CALS12 [13], при этом нумерация не 
совпадала. В данной работе мы придерживались 
номенклатуры Richmond и Somerville [12]. Со-
гласно функциональным характеристикам ге-
нов GSL, представители различных подсемейств 
играют частично избыточные роли в регуляции 
множества процессов [10].

Во многих источниках указывают необхо-
димость контроля метаболизма каллозы как 
путем биосинтеза каллозосинтазами, так и пу-
тем ее деградации с помощью β-1,3-глюканаз 
(BGs). Гены β-1,3-глюканаз экспрессируются 
в различных тканях растений в зависимости от 
типа ткани и стадии развития, а также действия 
биотических и абиотических стрессоров [10, 11]. 
Растительные β-1,3-глюканазы (BG) принад-
лежат к семейству гликозидгидролаз GH17 [14]. 
Используя расширенный филогенетический 
анализ в сочетании с информацией об экспрес-
сии генов β-1,3-глюканаз и доменной структу-
ры их белковых последовательностей, 50 BGs 
A. thaliana были разделены на пять групп [15]. 
Следует отметить, что растительным β-1,3-глю-

каназам уделяли значительное внимание как 
важным участникам взаимодействия растений 
с микроорганизмами, поскольку большое ко-
личество BGs включено в процессы, связанные 
с патогенезом  – pathogenesis-related (PR). Этот 
тип BGs накапливается в случае атаки патогена. 
Некоторые из BGs непосредственно участвуют в 
гидролизе КС патогена, в связи с чем трансген-
ная экспрессия генов BG широко используется 
в качестве стратегии для развития устойчиво-
сти культурных растений к грибковым патоге-
нам [15]. BGs также участвуют в деградации кал-
лозы при созревании пыльцы, во время роста 
пыльцевой трубки и при контроле пропускной 
способности плазмодесм. Накопление и дегра-
дация каллозных отложений имеет значение для 
множества процессов развития, таких как про-
растание, рост пазушных почек, органогенез 
боковых корней, апикальный рост побегов или 
дифференцировка устьиц [10, 15].

Мы предположили, что в волокнах льна кал-
лозе принадлежит особая роль в ходе реализа-
ции гравитропической реакции. Кроме этого, 
практически отсутствуют данные о наличии 
каллозы в волокнах в норме на разных стадиях 
развития. Рост флоэмных волокон льна и отло-
жение утолщенной клеточной стенки разделены 
во времени и пространстве: после инициации и 
непродолжительной стадии координированного 
роста волокно растет интрузивно (скорость ро-
ста волокна превышает скорость роста соседних 
клеток) [16]. После достижения определенной 
длины (до нескольких сантиметров) волокна 
льна начинают формировать утолщенную кле-
точную стенку: тонкий слой вторичной кле-
точной стенки, а затем третичную клеточную 
стенку, которая характеризуется высоким со-
держанием целлюлозы и низким содержанием 
ксилана и лигнина [2]. Увеличение экспрессии 
некоторых генов ферментов биосинтеза и де-
градации каллозы было выявлено в интрузивно 
растущих волокнах [17], но при этом нет данных 
об экспрессии генов этих ферментов в волокнах 
на стадии формирования утолщенной клеточ-
ной стенки. В  проведенных ранее эксперимен-
тах по гравистимуляции растений льна были 
описаны морфологические изменения волокон, 
имеющих зрелую ТКС на верхней стороне сте-
бля (“тянущей”, pulling). В этих же волокнах на 
продольных срезах была обнаружена каллоза в 
структурах, напоминающие “перетяжки” [7].

Цель работы  – анализ экспрессии генов 
β-1,3-глюкансинтаз и β-1,3-глюканаз, отвеча-
ющих за метаболизм каллозы, на уровне от-
дельных клеток  – волокон льна, находящихся 
на разных стадиях развития и при гравиответе. 
Это первое исследование, посвященное инвен-
таризации этих генов и анализу их экспрессии 
при гравиответе в волокнах льна.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Идентификация генов. В работе при исполь-

зовании базы данных Phytozome были выявлены 
последовательности белков, содержащие функ-
циональные домены (PFAM) генов β-1,3-глю-
кансинтаз (PF02364 и PF04652), и генов, ко-
дирующих гликозидгидролазы 17 (PF00332). 
Идентифицированные гены у льна (Linum 
usitatissimum L.) были названы в соответствии с 
ближайшей гомологичной последовательностью 
A. thaliana; функции продуктов всех выявленных 
генов являются предположительными, посколь-
ку их аннотация построена исключительно на 
гомологии к охарактеризованным генам A. thali-
ana. Доменную структуру генов анализировали 
с помощью сервиса InterPro (https://www.ebi.
ac.uk/interpro/search/sequence/). Наличие транс-
мембранных доменов анализировали с помощью 
сервиса TMHMM (https://services.healthtech.
dtu.dk/services/TMHMM-2.0/), GPI-якорь (гли-
козилфосфатидилинозитол) предсказывали с 
помощью сервиса NetGPI-1.1 (https://services.
healthtech.dtu.dk/services/NetGPI-1.1/).

Уровень экспрессии генов. Для  оценки экс-
прессии генов мы использовали полученные 
нами ранее транскриптомные данные для расте-
ний льна (фаза быстрого роста), которые разме-
щены в базе данных FIBexDB (https://ssl.cres-t.
org/fibex/flax/). В  FIBexDB транскриптомные 
данные из девяти разных проектов (61 образец) 
нормализованы и сведены в единую информа-
ционную базу с соответствующей статистиче-
ской обработкой значений дифференциальной 
экспрессии, включая оценку критериев досто-
верности (P и q) [18]. Все  транскриптомные 
данные были ранее опубликованы, ссылки на 

номера проектов в NCBI с сырыми данными 
приведены на рисунке 1. Для анализа брали фло-
эмные волокна до формирования ТКС (фаза 
интрузивного роста)  – (iFIBa), на начальной 
стадии формирования ТКС  – (tFIBa), на позд-
ней стадии формирования ТКС (tFIBb) и на 
разных сторонах стебля (PUL  – верхняя при 
подъеме растения, OPP – нижняя) поздней ста-
дии формирования ТКС. Экспрессию генов в 
волокнах анализировали через 8, 24 и 96 ч после 
наклона растений (рис. 1). Обсуждаются более 
чем двукратные достоверные (q < 0.05) измене-
ния экспрессии между контрольными (tFIBb) 
и гравистимулированными растениями (PUL и 
OPP). На рисунках 2–6 представлены значения 
средних и стандартные отклонения, знаком “*”, 
“b”, “c” отмечены достоверные различия между 
образцами при q < 0.05. Для подтверждения до-
стоверного различия между PUL и OPP допол-
нительно проводили t-test при P < 0.05.

Филогенетический анализ. Отбор амино-
кислотных последовательностей для филоге-
нетического анализа проводили в базе данных 
Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) 
по соответствующим номерам PFAM. Предва-
рительно аминокислотные последовательности 
A. thaliana и L. usitatissimum были выравнены в 
веб-сервисе M-Coffee (https://tcoffee.crg.eu/): 
для GSLs использовали PSI/TM-Coffee (алго-
ритм для выравнивания мембраносвязанных 
белков), для GH17  – M-Coffee. Укороченные 
последовательности не использовали для вы-
равнивания. Для построения филогенетическо-
го дерева аминокислотных последовательно-
стей GSLs A. thaliana (12) и L. usitatissimum (27) 
использовали метод Q.pfam+I+G4, для GH17 

Рис. 1. Схема отбора образцов (изолированных волокон льна) для оценки экспрессии генов. Данные экспрессии за-
гружены в FIBexDB [18]; iFIBa – интрузивно растущие волокна, tFIBa – ранняя стадия формирования ТКС (третич-
ной клеточной стенки), tFIBb – поздняя стадия формирования ТКС; 8, 24, 96 ч – время фиксации образцов после 
наклона стебля; PUL – pulling side (тянущая сторона), OPP – противоположная PUL-стороне. Справа в таблице при-
ведены номера проектов в NCBI, в которых опубликованы сырые данные транскриптомных анализов. Нормализо-
ванные данные для всех транскриптомных экспериментов можно найти в FIBexDB (https://ssl.cres-t.org/fibex/flax/).
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A. thaliana (51) и L. usitatissimum (86)  – метод 
Q.pfam+R7; ультрафаст бутстреп поддержка 
составила 10 000. Расчеты моделей и деревьев 
выполнены в программе IQTREE (http://www.
iqtree.org/, версия 2.2.2.6), визуализация вы-
полнена с помощью сервиса iTOL (https://itol.
embl.de/). Деревья для двух классов ферментов 
приведены в дополнительных материалах элек-
тронной версии статьи.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Идентификация и анализ уровня экспрессии 

генов предполагаемых β-1,3-β-глюкансинтаз в во-
локнах льна. Всего в геноме льна было выявлено 
28 генов (26 генов с PF02364, 2 гена с PF04652) 
LusGSLs, гомологичных 10 генам A. thaliana 
(рис. 2; Дополнительные материалы, рис. 1). Со-
гласно филогенетическому анализу, наибольшая 
диверсификация характерна для льняных после-
довательностей, гомологичных ATGSL2 и кладе 
ATGSL7/11. Далее по тексту ближайшие гомо-
логи обсуждаемых генов по A. thaliana (соглас-
но филогенетическому анализу и результатам 
BLAST) будут приводиться в скобках.

Были выявлены LusGSLs с явным макси-
мум экспрессии на определенной стадии раз-
вития волокна, которые были разделены на че-
тыре кластера (рис. 2). Lus10002096 (ATGSL2), 
Lus10000830 (ATGSL2) и Lus10030030 (ATG-
SL5)  – гены, имеющие максимум в волокнах 
со зрелой ТКС (рис. 2, кластер 1). Lus10037469 
(ATGSL6) имел максимум экспрессии в нача-
ле формирования ТКС с ее уменьшением бо-
лее чем в три раза в волокнах со зрелой ТКС 
(рис. 2, кластер 2). Lus10039199 (ATGSL12) и 
Lus10013744 (ATGSL12) имели максимальный 
уровень экспрессии на стадии интрузивного 
роста с достоверным уменьшением экспрессии 
в 5–10 раз в волокнах со зрелой ТКС (рис.  2, 
кластер 3). Около половины генов вошли в 
четвертый кластер, в который были объедине-
ны гены с максимумом экспрессии на стадии 
интрузивного роста, а также на ранней стадии 
формирования ТКС (рис. 2). В целом при гра-
вистимуляции изменение экспрессии в волок-
нах наблюдали у 21 гена (достоверно по срав-
нению с контролем хотя бы в одной временной 
точке). Среди них только для Lus10014601 
(ATGSL1), Lus10042478 (ATGSL4) и паралогов 
Lus10033689 и Lus10031648 (общий ближай-
ший гомолог ATGSL5) было отмечено увеличе-
ние экспрессии в волокнах при гравистимуля-
ции по сравнению с волокнами контрольных 
растений (рис. 2). Среди оставшихся 17 генов 
LusGSLs было показано достоверное уменьше-
ние экспрессии в волокнах при гравистимуля-
ции по сравнению с волокнами контрольных 
растений (рис. 2). Разная динамика экспрессии 

выделенных генов представлена на рисунках 3а 
и 3б. Мы  исключили из дальнейшего анализа 
ген Lus10000831 ввиду отсутствия у транслиро-
ванной последовательности трансмембранного 
домена, необходимого для белков этого семей-
ства, при этом ген Lus10000830 (соседний локус) 
имел аналогичную динамику экспрессии и его 
транслированная белковая последовательность 
включала пять трансмембранных доменов. 
По  похожим причинам не рассматривали ген 
Lus10020751 (соседство с локусом Lus10020750 
и уменьшенное количество трансмембранных 
доменов). Мы также исключили из дальнейше-
го анализа ген Lus10033482 по причине низких 
значений экспрессии (TGR  < 16 в образцах в 
эксперименте с гравистимуляцией).

Среди отобранных генов нами была выде-
лена группа высокоэкспрессирующихся генов, 
уменьшение экспрессии которых более чем в 
три раза наблюдалось через 24 ч после наклона 
(рис. 4а). В нее вошли четыре гена Lus10020750, 
Lus10001424, Lus10001056, Lus10007327, кото-
рые имели один общий ближайший гомолог 
в A. thaliana AT1G06490, аннотированный как 
ATGSL7. Данные гены к тому же имели похожий 
профиль экспрессии с максимумом в волок-
нах на стадии интрузивного роста. Гены с бо-
лее низким уровнем экспрессии (Lus10002097, 
Lus10000830, Lus10033483; ближайшим гомо-
логом является AT2G13680 (ATGSL2)) (рис. 4б) 
имели различия в экспрессионных максимумах, 
проявляющихся на разных стадиях развития 
волокна, но при этом все они имели похожий 
профиль экспрессии при гравистимуляции: не-
значительное уменьшение через 8 ч после на-
клона, максимальное уменьшение (более чем в 
три раза по сравнению с контролем) через 24 ч 
после наклона и небольшое увеличение к концу 
реакции (96 ч).

Таким образом, большинство генов LusGSL 
имели максимум экспрессии в волокнах на ста-
дии интрузивного роста, когда молодые волок-
на активно растут интрузивно, достигая в дли-
ну нескольких сантиметров [16], и в волокнах 
на ранней стадии формирования ТКС. В  ходе 
гравиответа для LusGSL в основном наблюда-
ли понижение экспрессии (более выраженное в 
волокнах PUL-стороны стебля), кроме предпо-
лагаемых LusGSL5, LusGSL4 и LusGSL1. Макси-
мальное понижение в ходе гравиответа проявля-
ли высокоэкспрессируемые гены, гомологичные 
ATGSL7 и ATGSL2.

Идентификация и анализ уровня экспрессии 
генов β-1,3-глюканаз в волокнах льна. В  геноме 
льна было выявлено 96 генов, кодирующих гли-
козидгидролазы 17 (GH17, PF00332) и соответ-
ствующих 34 гомологам в A. thaliana. Для этого 
семейства гидролаз в базе данных CAZY (http://
www.cazy.org/GH17.html) описаны следующие 
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Рис. 2. Перечень генов β-1,3-глюкансинтаз (PF02364, PF04652) и их экспрессия в волокнах льна на разных стадиях 
развития и при гравистимуляции (в TGR) с разбивкой на кластеры 1–4. Гены, экспрессия которых была достоверна 
снижена при гравистимуляции в волокнах стебля льна, обозначены синим; гены, экспрессия которых достоверно 
увеличивалась в волокнах при гравистимуляции по сравнению с экспрессией в волокнах контрольных растений 
(tFIBb), обозначены красным. * (с) – Различия с контролем (tFIBb) и b – различия c tFIBa достоверны при q < 0.05. 
Серым фоном выделены гены, экспрессию которых не рассматривали. iFIBa – интрузивно растущие волокна, tFI-
Ba  – ранняя стадия формирования ТКС (третичной клеточной стенки). tFIBb  – поздняя стадия формирования 
ТКС, которая служила контролем (СTR) в эксперименте с гравистимуляцией. 8, 24, 96 ч – время фиксации образ-
цов после наклона стебля; PUL – pulling side (тянущая сторона), OPP – противоположная PUL-стороне. Lus – по-
следовательности льна Linum usitatissimum, Аt – последовательности Arabidopsis thaliana.
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Рис. 3. Экспрессия генов β-1,3-глюкансинтаз (PF02364) в волокнах стебля льна из кластеров 1–4 с максимумом на 
разных стадиях развития и уменьшением экспрессии при гравиответе (а), а также резко понижающих экспрессию в 
волокнах со зрелой клеточной стенкой (tFIBb) по сравнению с iFIBa и tFIBa, но активирующихся при гравиответе (б). 
* – Различия с контролем достоверны при q < 0.05. iFIBa – интрузивно растущие волокна, tFIBa – ранняя стадия 
формирования ТКС (третичной клеточной стенки). tFIBb – поздняя стадия формирования ТКС. 8, 24, 96 ч – время 
фиксации образцов после наклона стебля; PUL – pulling side (тянущая сторона), OPP – противоположная PUL сторо-
не. Черной пунктирной линией обозначен уровень экспрессии в контрольных растениях без гравистимуляции.
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активности: глюкан эндо-1,3-β-глюкозидаза (EC 
3.2.1.39); лихеназа (EC 3.2.1.73); АБК-специфи-
ческая β-глюкозидаза (EC 3.2.1.175); β-1,3-глю-
кан-трансгликозидаза (EC 2.4.1.-); β-1,3-глю-
козидаза (EC 3.2.1.-). Во  льне это семейство, 
главным образом, представлено β-1,3-глюкана-
зами (BGs). В нашем исследовании 69 из 96 генов 
GH17 экспрессировались во флоэмных волокнах 
на разных стадиях развития (TGR > 16 хотя бы 
в одном из образцов). Треть всех экспрессируе-
мых генов GH17 была активирована в волокнах 
во время интрузивного роста. Для дальнейшего 
анализа мы отобрали 21 ген, экспрессия которых 
в три и более раза изменялась в волокнах при 
гравистимуляции в любой временной точке по 
сравнению с контролем (tFIBb) (рис. 5). Соглас-
но филогенетическому анализу, обсуждаемые 
гены принадлежат к разным группам обширного 
семейства GH17 и, по всей видимости, для них 
характерна эндо- и экзогидролазная активность, 
при этом многие ферменты аннотированы как 
GH17 без указания на тип активности (рис. 5; 
Дополнительные материалы, рис. 2).

По профилю экспрессии мы выделили четыре 
группы генов. В первую вошли гены Lus10015151, 

Lus10016539, Lus10033244, Lus10034607, 
Lus10040808, Lus10016032, имеющие максималь-
ное значение экспрессии в волокнах во время 
интрузивного роста. При  формировании ТКС 
эти значения падали, но при гравистимуляции 
мы наблюдали их повышение до значений экс-
прессии в волокнах на ранней стадии формиро-
вания ТКС (иногда – до значений экспрессии в 
интрузивно растущих волокнах), часто с макси-
мумом через 24 ч после наклона. После подъема 
растений (96 ч) значения экспрессии в волокнах 
гравистимулированных растений были выше 
контрольных значений. Такая закономерность 
имела место в волокнах обеих сторон стебля рас-
тений льна (PUL и OPP) (рис. 5). Вторая группа 
генов (Lus10012080, Lus10032719, Lus10023576) 
имела максимальные значения экспрессии в во-
локнах на ранней стадии формирования ТКС 
и пониженные значения экспрессии в волок-
нах со зрелой ТКС; при гравистимуляции уро-
вень экспрессии этих генов также повышал-
ся. В итоге, к моменту подъема растений (96 ч) 
значения экспрессии (PUL и OPP) возрастали и 
были близки тем, что наблюдали в волокнах на 
ранней стадии формирования ТКС. В  третью 
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Рис. 4. Гены β-1,3-глюкансинтаз (PF02364), гомологичные ATGSL7 (а) и ATGSL2 (б), имеющие высокий уровень 
экспрессии в волокнах льна на разных стадиях развития, но понижающие экспрессию при гравистимуляции. * – 
Различия с контролем достоверны при q < 0.05. iFIBa – интрузивно растущие волокна, tFIBa – ранняя стадия фор-
мирования ТКС (третичной клеточной стенки). tFIBb – поздняя стадия формирования ТКС. 8, 24, 96 ч – время 
фиксации образцов после наклона стебля; PUL  – pulling side (тянущая сторона), OPP  – противоположная PUL 
стороне. TGR – total gene reads. Черной пунктирной линией обозначен уровень экспрессии в контрольных расте-
ниях без гравистимуляции.
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группу вошли гены Lus10002807, Lus10019801 и 
Lus10021088, у которых происходило значитель-
ное увеличение экспрессии в волокнах только 
при гравиответе (рис. 6). При этом у всех пред-
ставителей этой группы рост экспрессии более 
ярко был выражен в PUL-образцах через 24 ч, 
иногда превышая OPP в несколько раз. Однако 
через 96 ч наблюдалось снижение экспрессии и 
ее выравнивание между PUL и OPP. Доменная 
структура белков, кодируемых генами этой груп-
пы, включала только домен семейства гликозид-
гидролаз 17 (GH17) (домен X8, который содержат 
некоторые представители PF00332 выявлен не 
был). Все белки содержали сигнальный пептид, 
что позволяет предполагать их секрецию в кле-
точную стенку. В четвертую группу вошли гены, 

Рис. 5. Перечень генов гликозидгидролаз 17 семейства (PF00332) и их экспрессия в волокнах стебля льна (в TGR). 
Слева от тепловой карты – гены льна (и их ближайшие гомологи в Arabidopsis thaliana), проявляющие изменение 
экспрессии при гравиответе более чем в 3 раза (как минимум, в одном образце); выделены гены, максимально экс-
прессируемые только в ходе гравиответа. * (с) – Различия с контролем (tFIBb) и b – различия c tFIBa достоверны при 
q < 0.05. iFIBa – интрузивно растущие волокна, tFIBa – ранняя стадия формирования ТКС (третичной клеточной 
стенки). tFIBb – поздняя стадия формирования ТКС, которая служила контролем (CTR) в эксперименте с грави-
стимуляцией. 8, 24, 96 ч – время фиксации образцов после наклона стебля; PUL – pulling side (тянущая сторона), 
OPP – противоположная PUL стороне. Lus – последовательности льна Linum usitatissimum, Аt – последовательно-
сти Arabidopsis thaliana. BG – β-1,3-glucanase. Справа отмечены образцы, в которых экспрессия гена была макси-
мальной. g – предсказанный GPI-якорь (коэффициент 0.173–0.503).
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Рис. 6. Гены β-1,3-глюканаз, экспрессия которых по-
вышалась в PUL-волокнах при гравистимуляции по 
сравнению с OPP. Сверху представлена доменная ор-
ганизация соответствующих белковых последователь-
ностей: SP – сигнальный пептид, GH17 – Glycosyde 
hydrolase family 17. *  – Различие с контролем досто-
верно при q < 0.05; t-test – различия между образами 
достоверны при P < 0.05. iFIBa – интрузивно расту-
щие волокна, tFIBa – ранняя стадия формирования 
ТКС (третичной клеточной стенки), tFIBb – поздняя 
стадия формирования ТКС. 8, 24, 96 ч – время фик-
сации образцов после наклона стебля; PUL – pulling 
side (тянущая сторона), OPP – противоположная PUL 
стороне. TGR – total gene reads. Черной пунктирной 
линией обозначен уровень экспрессии в контрольных 
растениях без гравистимуляции.
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которые имели максимум экспрессии в волокнах 
со зрелой ТКС и понижали экспрессию при гра-
вистимуляции на обеих сторонах стебля (рис. 5).

Таким образом, в результате анализа экс-
прессии генов ферментов GH17 было показано, 
что для каждой стадии развития волокна соот-
ветствует разный набор активирующихся генов. 
Были выявлены β-1,3-глюканазы, экспрессия 
которых значительно повышалась только в ходе 
гравитропической реакции, при этом пик экс-
прессии для большинства генов этой группы 
приходился на 24 ч.

ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами было показано, что реабилита-

ция пространственного положения стебля рас-
тения льна связана с модификацией флоэмных 
волокон, формирующих ТКС, что предполагает 
важную роль этих клeток в гравиответе. В  та-
ких волокнах на PUL-стороне была обнару-
жена каллоза [7]. В данной работе в результате 
инвентаризации в геноме льна выявлено 28 ге-
нов, гомологичных генам β-1,3-глюкансинтаз 
(CALSs/GSL), и 96 генов, гомологичных генам 
гликозидгидролаз 17 семейства (GH17). Про-
веден анализ их экспрессии на разных стади-
ях развития волокна и при гравистимуляции. 
При гравистимуляции изучали клетки (флоэм-
ные волокна), закончившие свой рост и фор-
мирующие ТКС. Нужно отметить, что стадии 
развития волокон разделены во времени и про-
странстве (рис. 1), что позволяет исследовать 
стадия-специфичные процессы и находить ста-
дия-специфичные гены.

В ходе гравистимуляции экспрессия генов 
большинства предполагаемых β-1,3-глюкансинтаз 
в волокнах льна понижается. Большинство выяв-
ленных в геноме льна генов GSLs имели макси-
мальный уровень экспрессии в волокнах на ста-
дии интрузивного роста и сохраняли достаточно 
высокий уровень на стадии начала формирова-
ния ТКС (рис. 2, кластеры 3, 4). Важность ко-
дируемых ими ферментов связывают с их уча-
стием в биосинтезе каллозы, необходимой для 
закрытия плазмодесм при переходе волокна от 
координированного роста к интрузивному [17]. 
У некоторых генов этой группы при гравиотве-
те экспрессия достоверно снижалась в образцах, 
полученных через 24 ч (96 ч) после наклона рас-
тений, соответствующие гомологи – AT5G13000 
(GSL12), AT1G05570 (GSL6), AT2G36850 (GSL8) 
и AT3G07160 (GSL10). Что  примечательно, для 
всех продуктов этих генов показано участие в 
проницаемости плазмодесм [19–23]. Например, 
для ATGSL6 (CALS1) продемонстрировано уча-
стие в отложении каллозы в плазмодесмах (ПД) 
в ответ на обработку салициловой кислотой [19], 
а также участие в закрытии ПД в ходе иммун-

ной реакции у A. thaliana [20]. Необходимо от-
метить, что среди высоэкспрессируемых генов 
этой группы мы выделили также гены, которые 
достоверно уменьшали экспрессию в ходе гра-
вистимуляции на обеих сторонах стебля и имели 
общего ближайшего гомолога ATGSL7 (рис. 4а). 
Продукт этого гена в A. thaliana также участво-
вал в отложении каллозы в ПД [23]. Мутантные 
формы, дефектные по CALS7, демонстрировали 
пониженное накопление каллозы в ПД зарожда-
ющихся ситовидных пластинок и стенках ради-
альных ситовидных элементов на ранней стадии 
развития флоэмы (стадия перфорации) в про-
ростках A. thaliana, что в конечном итоге при-
водило к формированию ситовидных элементов 
с меньшим количеством ПД [23]. Однако экс-
прессия GSL7 обнаружена только в ситовидных 
элементах флоэмы и сопутствующих клетках, 
что предполагает тканеспецифиченый характер 
экспрессии GSL7 [23]. В  подтверждение этого, 
мутанты gsl7 не обнаруживали каких-либо дру-
гих фенотипических дефектов, откуда следует, 
что GSL7 не выполняет никаких других биоло-
гических функций, кроме специфичного для 
флоэмы синтеза каллозы в ПД [10]. При  этом 
следует отметить, что в интрузивно растущих 
волокнах не обнаружено плазмодесм, которые 
присутствуют на стадии координированного 
роста, а потом исчезают, и волокно становится 
симпластически изолированным [16]. Мы допу-
скаем, что в процессе выделения волокон были 
частично захвачены граничащие с волокнами 
проводящие элементы флоэмы, но также и не 
исключаем экспрессии этого гена в первичных 
волокнах флоэмы. В любом случае, экспрессия 
данного гена уменьшалась при гравиответе бо-
лее чем в три раза. Возможно, это необходимо, 
чтобы поддерживать активный транспорт асси-
милятов по флоэме в ходе гравиответа.

Часть генов GSL (около 15%) имела макси-
мальные значения экспрессии в волокнах со зре-
лой КС и сильное уменьшение экспрессии при 
гравиответе, доходящее до значений экспрес-
сии во время интрузивного роста: Lus10000830, 
Lus10002096, Lus10033483 (AT2G13680 (ATGSL2)). 
Показано, что глюкансинтаза ATGSL2 активиру-
ется, главным образом, на поздней стадии разви-
тия пыльцы и пыльцевой трубки [10]. В растущей 
пыльцевой трубке каллоза является преобладаю-
щим полисахаридом в субапикальной КС, при-
дающим ей одновременно жесткость и гибкость, 
возможно, при взаимодействии с целлюлозой. 
Механические свойства КС пыльцевой трубки 
позволяют пыльцевой трубке эффективно пере-
мещаться [10]. Показано, что за отложение кал-
лозных пробок в пыльцевых трубках отвечает 
GSL2 [(10)]. Исследуемые нами флоэмные волок-
на – очень длинные клетки, где ранее обнаруже-
ны каллозные пробки [7]. Повышенная экспрес-
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сия LusGSL2 в волокнах с ТКС, как показано в 
настоящем исследовании, косвенно может свиде-
тельствовать об участии каллозы в создании осо-
бых механических свойств ТКС волокна в норме 
и в ходе гравиответа, что нуждается в дальнейшем 
изучении и подтверждении.

При анализе LusGSLs все же необходимо от-
метить два гена, у которых было двукратное до-
стоверное повышение экспрессии во всех вре-
менных точках при гравиответе: Lus10032648 и 
Lus10033689 (гомологичные ATGSL5) (рис. 3б). 
Показано, что ATGSL5 необходим в ответе на 
грибную инфекцию [25, 26]. Было продемон-
стрировано, что после заражения листьев A. 
thaliana мучнистой росой индуцированная пато-
геном каллозосинтаза ATGSL5 высвобождалась 
из плазматической мембраны, где она локали-
зовалась в необработанных клетках эпидермиса 
листьев, и реинтегрировалась в место попытки 
проникновения гриба для образования локаль-
ных каллозных пробок [25]. ATGSL5 важен и 
для формировании экзины в КС пыльцевой 
трубки  [27]. Недавно обнаружено, что ATGSL5 
изменяет проницаемость ПД [22]. В  волокнах 
льна эти гены проявляли максимум экспрессии 
на стадиях интрузивного роста и начала фор-
мирования ТКС, многократно понижая экс-
прессию в зрелых волокнах и вновь увеличивая 
ее при гравиответе. Поскольку транскрипци-
онные процессы предшествуют функциональ-
ному проявлению, по всей видимости, каллоза 
является необходимым компонентом КС фло-
эмных волокон льна, как минимум, на стадии 
формирования ТКС. В  тоже время анализ экс-
прессии всех LusGSLs в волокнах льна выявил, 
главным образом, уменьшение экспрессии при 
гравиответе, которое наблюдали в основном у 
генов, для ближайших гомологов которых была 
показана вовлеченность в формирование пыль-
цы, пыльцевой трубки, каллозных пробок и в 
регуляцию ПД. Однако согласно функциональ-
ным характеристикам генов GSL, эти ферменты 
могут быть вовлечены в разные биологические 
процессы [10]. Поэтому говорить о роли обнару-
женных дифференциально экспрессирующихся 
генов преждевременно. К тому же сообщалось, 
что ПД исчезали во флоэмных волокнах в начале 
интрузивного роста [16].

В ходе гравиответа выявлено повышение экс-
прессии генов предполагаемых β-1,3-глюканаз в 
волокнах льна. Известно, что помимо синтеза, 
пространственная и временная локализация 
каллозы контролируется ее селективной дегра-
дацией, которую осуществляют растительные 
β-1,3-глюканазы (BG), принадлежащие семей-
ству GH17. Следует отметить, что аннотация и 
номенклатура GH17 даже для A. thaliana намного 
слабее проработана и описана, чем номенклату-
ра каллозосинтаз. Глюканазы могут быть обо-

значены в базах данных как GLUCAN ENDO-
1,3-BETA-GLUCOSIDASE (что объединяет два 
типа активности – эндо- (EC 3.2.1.39) и экзо- (EC 
3.2.1.58), хотя в некоторых случаях такое назва-
ние используют как синоним глюканаз) или как 
β-1,3-GLUCANASE (рис. 5). При  этом нумера-
ция генов для этих номенклатур независима или 
отсутствует. Для  многих представителей этого 
семейства активность вовсе не показана, и они 
обозначаются как O-GLYCOSYL HYDROLASES 
FAMILY 17 PROTEIN. Из  96 генов GH17 для 
дальнейшего анализа был отобран 21 ген, экс-
прессия которых значительно отличалась от 
контроля (рис. 5). Информация по ближайшим 
гомологам высокоэкспрессируемых генов в во-
локнах на стадии интрузивного роста и начала 
формирования ТКС (1 и 2 группа) очень скудная. 
На основе данных о белок-белковых взаимодей-
ствиях и известных белках, ассоциированных с 
синтезом КС, было выдвинуто предположение, 
что AT2G05790 (Lus10015151) связан с синтезом 
КС [28]. Возможно, продукт Lus10015151 имеет 
отношение к контролю уровня каллозы в пре-
делах КС. Однако есть данные об увеличении 
экспрессии AT1G32860 (гомолог Lus10033244  – 
гена группы также с максимумом на стадии ин-
трузивного роста) при холодовом стрессе [29]. 
Показано также, что плазмодесмоспецифичная 
глюканаза AtBG_PPAP (AT5G42100) имеет наи-
большую гомологию с AT1G32860 (61% иден-
тичности и 73% сходства) [30]. Дифференци-
альная экспрессия при стрессовых воздействиях 
(нагрев, солевой и осмотический стрессы) была 
показана для AT2G01630 [31], ближайшего го-
молога Lus10034607 (гена этой  же группы). 
Для  AT2G01630 предсказан и подтвержден GPI 
(гликозилфосфатидилинозитол)-якорь [32], что 
является необходимым условием в предсказании 
участия в регуляции плазмодесм путем разруше-
ния каллозы [15]. Нужно отметить, что с помо-
щью сервиса NetGPI-1.1 мы тестировали гены 
на присутствие GPI-якоря (рис. 5). Из  шести 
белков с предсказанным GPI-якорем (вероят-
ность 0.173–0.503), четыре принадлежали груп-
пе белков, гены которых максимально экспрес-
сировались в волокнах на стадии интрузивного 
роста, но активацию экспрессии которых также 
наблюдали и при гравистимуляции. На основа-
нии данных литературы о гомологичных генах 
этой группы, их продукты предположительно 
можно отнести к ферментам, вовлеченным в ро-
стовые процессы (интрузивный рост) и в ответы 
на стрессовые воздействия. В  четвертой группе 
генов (рис. 5), имеющих повышенный уровень 
экспрессии в волокнах с ТКС и понижение экс-
прессии при гравистимуляции, хочется отметить 
Lus10025892 (AT3G07320). Показано, что экс-
прессия AT3G07320 повышалась при сверхэкс-
прессии ANAC012 – гена фактора транскрипции 
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из семейства NAC, вызывающего резкое пода-
вление отложения вторичной КС [33]. Эти дан-
ные согласуются с нашими, согласно которым 
выявлена высокая экспрессия Lus10025892 в во-
локнах, имеющих зрелую ТКС, которая форми-
руется после отложения вторичной КС (рис. 5). 
Некоторые гены BG (3 группа, рис. 5) увеличива-
ли экспрессию только в PUL-образцах по срав-
нению с OPP (рис. 6). Для двух из них ближайши-
ми гомологами были ATBG1 и ATBG3. Продукты 
этих генов относят к PR-BG [34]. Это значит, что 
этот тип глюканаз накапливается в случае атаки 
патогена, разрушая их β-1,3-глюканы, и по сво-
ей доменной структуре их относят к пятой груп-
пе глюканаз, характеризующейся наличием сиг-
нального пептида и отсутствием доменов CBM 
(углевод-связывающего) и СTS (гидрофобной 
С-терминальной последовательности) [15]. Бел-
ковая последовательность Lus10021088 также 
имеет аналогичную структуру (рис. 6), у нее име-
ется только сигнальный пептид и домен GH17. 
Белки семейства PR-BG или PR-2, регулиру-
ются стрессовыми условиями и являются ча-
стью врожденной иммунной системы растений, 
сильно индуцируемой во время инвазии патоге-
на наряду с другими PR-генами. Регуляция био-
синтеза и активности BG растений происходит 
на уровнях тканеспецифической экспрессии их 
генов и компартментализированного накопле-
ния. Следовательно, конкретная субклеточная 
локализация BG имеет решающее значение для 
его функционирования в различных клеточных 
процессах [34].

Таким образом, при гравистимуляции расте-
ний льна наблюдали уменьшение экспрессии ге-
нов ферментов биосинтеза и явное повышение 
экспрессии генов деградирующих ферментов. 
Точные механизмы вовлечения каллозы в реали-
зацию гравитропической реакции еще предсто-
ит выяснить. Наша гипотеза заключается в том, 
что каллоза, являясь структурным компонентом 
КС волокна, может хорошо удерживать воду и 
сдерживать “сокращение” (натяжение) волокна 
в ходе его развития, в том числе и при формиро-
вании ТКС. В связи с этим, при гравистимуля-
ции появляется необходимость гидролиза этого 
полисахарида, чтобы снизить напряжение в КС. 
Это  объясняет увеличение экспрессии генов 
BGs, особенно на верхней стороне стебля, кото-
рую мы называем тянущей, где предполагается 
“сокращение” волокон. При этом по длине во-
локна в некоторых местах могут образовываться 
(или оставаться) каллозные пробки, которые, в 
свою очередь, могли бы ограничивать пропуск-
ную способность важных соединений между 
возникшими септами. Учитывая, что волокна – 
очень длинные клетки, септирование с помо-
щью каллозных пробок могло  бы облегчить их 
функциональную (“мускульную”) активность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в данном исследовании в 

Linum usitatissimum были выявлены гены, коди-
рующие белки, потенциально участвующие в 
метаболизме каллозы: 28 генов, гомологичных 
генам каллозосинтаз (GSLs), и 96 генов, гомо-
логичных генам гликозидгидролаз 17 семейства 
(GH17). Охарактеризован профиль экспрес-
сии, главным образом, генов с высоким значе-
нием экспрессии либо проявляющих измене-
ние экспрессии при гравистимуляции. В связи 
с тем, что в волокнах на стадии интрузивного 
роста и на ранней стадии формирования ТКС 
часто наблюдали максимумы экспрессии как 
для GSLs, так и для GH17 можно предположить 
активный метаболизм каллозы в клеточной 
стенке волокна как на стадии его роста растя-
жением, так и на стадии утолщения клеточной 
стенки. Если при гравитропизме GSLs прояв-
ляли в основном понижение экспрессии, за 
исключением генов, гомологичных ATGSL1, 
ATGSL4 и ATGSL5, то GH17s показывали весь-
ма разнообразные профили экспрессии. Cреди 
них выделены BGs, которые значительно по-
вышали экспрессию только при гравиответе 
(LusBG1 и LusBG3), что предполагает активную 
деградацию каллозы в волокнах в ходе гравиот-
вета. К концу гравиответа (через 96 ч) значения 
экспрессии анализируемых генов часто не про-
сто достигали значений экспрессии в волокнах 
контрольных растений, а приближались к зна-
чениям более ранней стадии развития волокна.

Полученные данные могут быть использова-
ны для исследования роли β-1,3-глюкансинтаз и 
β-1,3-глюканаз в растениях в норме и при гра-
виответе. Но  остаются вопросы о локализации 
каллозы и ее количественной оценке. Ответы на 
них предстоит получить в дальнейших исследо-
ваниях.

Исследование выполнено при поддержке гран-
та Российского научного фонда № 23-24-00612.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием людей в качестве объ-
ектов исследований. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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