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Биотехнология позволяет создавать организ-
мы с заданным набором параметров и использо-
вать их в качестве биореакторов для получения 
гетерологичных белков, имеющих медицинское 
значение. В области синтеза белков уже полу-
чили применение системы экспрессии на осно-
ве клеток насекомых, млекопитающих, дрожжей 
и бактерий. В настоящее время все больше работ 
посвящено использованию для этих целей рас-
тений, которые могут синтезировать гетерологич-
ные белки как в культуре клеток, так и в отдель-
ных органах растения, например, в корнях [1]. 
Модельное растение Arabidopsis  thaliana деталь-
но исследовано и остается одним из популярных 
объектов в этой области [2]. Тропические реак-
ции корневой системы, а также ее реакция на дей-

ствие различных факторов среды обитания иссле-
дованы на примере главного корня (ГК), но не ме-
нее важным является и развитие боковых корней 
(БК), которые по последним данным имеют зна-
чительные отличия от ГК на уровне гормональ-
ной регуляции [3–5]. БК A. thaliana длиной более 
10 мм считаются физиологически эквивалентны-
ми ГК [6]. При этом, например, данные о влиянии 
ведущего гормона – ауксина на развитие боковых 
корней A. thaliana длиной более 10 мм в литерату-
ре отсутствуют. Одной из причин недостатка дан-
ных в этой области является отсутствие методи-
ки, которая позволила бы оценить влияние аук-
сина на рост БК в нормально сформировавшейся 
корневой системе, без гиперинициации БК, ко-
торая наблюдается при длительном воздействии 
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В работе предложена новая методика культивирования растений  Arabidopsis  thaliana, 
сочетающая применение питательной среды на основе фитогеля и гидрофильной мембраны из 
гидратцеллюлозной пленки, отделяющей корневую систему растения от толщи среды. Корневая 
система A. thaliana, растущая вдоль поверхности гидратцеллюлозной пленки, по темпам развития 
главного и боковых корней опережала корневую систему, развивающуюся в объеме фитогеля. 
Расположение корневой системы на плоскости прозрачной гидратцеллюлозной пленки позволяет 
упростить ее наблюдение и анализ, а также проводить пересадку растений на другие среды с 
сохранением конфигурации корневой системы. Предложенная методика впервые позволила оценить 
влияние экзогенного ауксина на рост боковых корней 5–6-й стадий развития.
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 избытка ауксина на ГК [7]. Пример с ауксином яв-
ляется далеко не единственным, но наиболее по-
казательным в этой области исследований.

Оценка динамики развития корневой систе-
мы A.  thaliana осуществляется, как правило, по-
средством обработки последовательных фото- и 
видео изображений растений, развивающихся на 
прозрачной плотной питательной среде. Такой 
метод позволяет определять локальные измене-
ния в скорости роста и пространственной ориен-
тации корней в ответ на действие тех или иных 
факторов [8]. Распространенной мерой простран-
ственной ориентации боковых корней является 
угол наклона апекса бокового корня по отноше-
нию к вектору гравитации (GSA) [9]. Охарактери-
зовать величину GSA и дифференциальную ско-
рость роста корней, развивающихся в толще геле-
вой или агаризованной среды достаточно трудно, 
так как простая фронтальная съемка чашки Петри 
с растением дает лишь проекцию корневой систе-
мы на плоскость, перпендикулярную оптической 
оси объектива, в то время как сама корневая си-
стема имеет объемное строение в толще среды. 
Такой подход влечет за собой ошибку в получе-
нии данных об ориентации, длине и скорости ро-
ста корней [7], а также затрудняет манипуляции 
с объектом исследования. К существенным недо-
статком описанной методики можно отнести и ги-
поксию корневой системы на поздних этапах ее 
развития [10]. Одним из возможных вариантов 
решения этих проблем может служить уменьше-
ние толщи слоя среды до 0,5–1 мм, однако, это де-
лает невозможным культивирование растений в 
течение >7 дней в связи с обезвоживанием агаро-
вого слоя или фитогеля. 

Модифицированный способ культивирования 
растений, при котором вся корневая система рас-
тений в процессе вегетации располагается вдоль 
поверхности гидрофильной мембраны и доступ-
на для анализа, помог бы решить вышеизло-
женные проблемы в организации исследований. 
 Оригинальным материалом для мембраны, разде-
ляющей питательную среду и корневую систему 
растений, может служить гидратцеллюлоза. В от-
личие от целлюлозы, в структуре полимера ги-
дратцеллюлозы ослаблены водородные и межмо-
лекулярные связи, в результате чего возрастает 
внутренняя поверхность волокон, доступных для 
водных растворов [11]. 

Цель работы ‒ рассмотреть возможность при-
менения гидратцеллюлозной пленки (ГЦП) в ка-
честве гидрофильной мембраны для выращива-
ния растений в стерильной культуре на фитогеле, 
а также проанализировать перспективы примене-

ния данной методики для анализа интактной кор-
невой системы ювенильных растений A. thaliana. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Подготовка питательной среды  
и растительного материала

Объектом исследований явились растения 
Arabidopsis thaliana L. дикого типа (экотип Colum-
bia 0) и трансгенные растения A. thaliana, экспрес-
сирующие зеленый флуоресцентный белок под 
контролем ауксин-чувствительного промоутера 
 ( DR5 – GFP). Растения выращивали на стерильной 
питательной среде на основе фитогеля в квадрат-
ных чашках Петри (120×120 мм).  Состав пита-
тельной среды, г/100 мл дистиллированной воды: 
базовая среда Мурасиге–Скуга (MS, Phytotechlab 
M519, США) 0,2286; сахароза (х.ч.) 1,0; 2-(N-мор-
фолино)-этансульфоновая кислота (MES, Panreac, 
Испания) 0,05; фитогель (Phytagel, Sigma 8169–
500G, США) 0,5 г, рН 5,7. При подготовке гидро-
фильной мембраны ГЦП толщиной 20–30 мкм 
разрезали на листы 80×80 мм. Для удаления за-
водских остатков глицерина ГЦП выдерживали в 
дистиллированной воде в течение 20 мин, триж-
ды меняя воду, после чего расправляли на ров-
ной гладкой поверхности, перекладывая влажной 
фильтровальной бумагой. При относительной мас-
совой влажности > 55% ГЦП имеет однородную 
структуру и может выполнять функции гидро-
фильной мембраны на поверхности питательной 
среды, высыхание пленки ведет к искривлению ее 
поверхности и потере проводящих свойств [11].

Раствор фитогеля в питательной среде и листы 
ГЦП автоклавировали 30 мин в режиме –121 °C, 
1 атм. Остывший до 60 °C фитогель распределя-
ли слоем 4 мм в стерильные чашки Петри. В кон-
трольных вариантах чашки Петри заполняли 
только питательной средой на основе фитогеля. 
В эксперименте на лист ГЦП, размещенный по-
верх затвердевшей питательной среды, наноси-
ли отдельные капли фитогеля для формирования 
посадочных гнезд для семян (рис. 1а). Перед по-
садкой семена стерилизовали в течение 1–2 мин 
в растворе 75%-ного этанола с добавлением 
 0,1%-ного препарата Тритон X-100 и троекратно 
промывали стерильной дистиллированной водой. 
Стерильные семена размещали на поверхности 
фитогеля (контроль) либо в посадочные гнезда 
из фитогеля на пленке (опыт) из расчета два рас-
тения на одну чашку Петри. В предварительных 
экспериментах было установлено, что при отсут-
ствии посадочных гнезд в опыте, т.е. посадке се-
мян непосредственно на поверхность ГЦП, у 35% 
исследованных растений в возрасте более 12 сут 
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имело место падение массивной розетки листьев 
и сопутствующее отставание от пленки верхней 
части корневой системы. Альтернативным мето-
дом крепления растений может стать нанесение 
капли жидкой среды на основе низкоплавкого ага-
ра в область корневой шейки растения, но в дан-
ной работе эта техника не применялась.  Объем 
экспериментальной выборки (n) для исследова-
ний в каждом варианте эксперимента составлял 
не менее 12 растений. После посадки семян чаш-
ки герметично закрывали лентой Parafilm, остав-
ляли на 4 сут для стратификации при 4 °С, затем 
переносили в климатическую камеру (23–24 °С, 
24-часовой фотопериод при освещении люми-
нисцентными лампами с ППФ 100 мкмоль/м2·с). 
 Длительность вегетации составляла от 5 до 25 сут 
в зависимости от задач эксперимента.

Определение скорости роста и 
пространственной ориентации корней

Чашки с растениями сканировали 1 раз в сут-
ки при помощи сканера HP ScanJet 2400C c раз-
решением изображения 900 dpi. В серии последо-
вательных изображений на базе графического ре-
дактора GIMP измеряли длину корней, GSA БК 
(угол между прямолинейным участком кончика 
БК и ГK) [4]. На основании измеренных величин 
рассчитывали дифференциальную скорость ро-
ста БК и ГК. В координатной плоскости строили 
карту роста БК относительно точки выхода БК из 
ГК, отображая апексы БК в виде векторов, ориен-
тированных к оси Y согласно величине GSA БК. 
Эксперименты по определению темпов развития 
корневой системы на поверхности ГЦП и в толще 
фитогеля, а также исследование пространствен-

ной ориентации корневой системы на поверхно-
сти ГЦП проводились в четырех независимых се-
риях экспериментов.

Измерение активности генов  
ауксинового ответа

Для сравнения транскрипционной активности 
ауксина в корнях A. thaliana на 5-е и 10-е сут их 
развития использовали трансгенные растения, со-
держащие репортерную ауксин-чувствительную 
конструкцию DR5–GFP [12]. Для проведения ана-
лиза на покровное стекло размером 20×50 мм пе-
реносили лист ГЦП с растущим на нем растени-
ем. Объекты смачивали дистиллированной водой 
и накрывали вторым покровным стеклом. Иссле-
дование проводили при помощи инвертированно-
го конфокального микроскопа LSM510 (Carl Zeiss, 
Германия) с сухим 40X-объективом с апертурой 
0,75. Флуоресценцию зеленого флуоресцентно-
го белка возбуждали лазером (488 нм) и собира-
ли с помощью дихроичного фильтра 488/543 нм и 
фильтра 510 LP. Исследование проводили в двух 
независимых сериях экспериментов при объеме 
выборки в каждом эксперименте n = 12.

Пересадка растений на питательную среду  
с добавлением ауксина

На 10-е сут с момента прорастания семени, 
растения вместе с листом ГЦП стерильно пере-
носили в аналогичные по форме, размеру чашки 
Пет ри со свежей питательной средой того же со-
става, сохраняя конфигурацию корневой системы 
на поверхности пленки (рис. 1b). В опыте в пита-
тельную среду (см. описание выше) дополнитель-
но вносили раствор α-нафтилуксусной  кислоты 

Рис. 1. Растения A. thaliana на поверхности ГЦП: (а) – растения, развивающиеся из посадочного гнезда (капля фи-
тогеля); (b) – растение после переноса листа ГЦП на свежую питательную среду с сохранением конфигурации кор-
невой системы

Fig. 1. Plants of A. thaliana on the surface of HCF: (а) – plants developing from a planting nest (a drop of phytogel) on the 
surface of HCF; (b) – plants on the surface of the leaf of HCF with preserving the root system configuration

a b
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в диметилсульфоксиде (ДМСО) до концентра-
ции НУК в среде 300 нМ; в контроль добавляли 
только растворитель — ДМСО, в объемной кон-
центрации аналогичной опыту. После стерильно-
го переноса растений в на свежую среду, чашки 
с растениями на пленке герметизировали парафи-
новой лентой и возвращали в климатическую ка-
меру. Исследование проводили в двух независи-
мых сериях экспериментов при объеме выборки в 
каждом эксперименте n = 20.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ прорастания семян на поверхности 
фитогеля, покрытого ГЦП и без нее выявил от-
носительное отставание в прорастании семян на 
поверхности пленки, однако, общая всхожесть за 
первые двое суток в обоих вариантах не различа-
лась и развитие ГК в течение первых 9 сут (рис. 2) 
согласовывалось с описанным ранее в литера-
туре: наблюдалась фаза экспоненциального ро-
ста, которую сменяла фаза стационарного роста 
ГК (5–9-е сут). В этот период развитие главного 
корня на фитогеле (контроль) и на поверхности 
ГЦП происходило однотипно, однако, на поверх-
ности ГЦП (опыт) наблюдался больший (в сред-
нем в 1,5 раза) разброс экспериментальных зна-
чений и небольшая задержка в развитии ГК в те-
чение первых суток.  Причиной таких различий, 

по всей видимости, было колебание влажности 
воздуха, а следовательно и влажности ГЦП, в от-
дельных экспериментальных чашках. К концу 
стационарной фазы кривые роста ГК на фитоге-
ле и на ГЦП начинали расходиться по значениям 
скорости роста, а к  11‒12-м сут эксперимента от-
личались статистически по критерию Стьюдента 
(p < 0,05). Cкорость роста ГК в фитогеле снижа-
лась до 6 мкм/мин, в то время как ГК на пленке 
увеличивал темпы роста вплоть до 10 мкм/мин, 
что было почти в 1,3 раза выше средних значений 
скорости, встречающихся в литературных источ-
никах [13].

Замедление темпов роста корней в толще фи-
тогеля, по всей видимости, связано с недостаточ-
ным газообменом в прикорневой зоне. Это пред-
положение подтверждается ростом придаточных 
корней начиная с 6-х сут у растений, растущих 
в толще питательной среды [14]. Ускорение ро-
ста ГК, растущего на ГЦП, может быть связано 
либо с увеличением предельной длины растяги-
вающихся за границами меристемы клеток, либо 
непосредственно с ростом меристемы корня [15]. 
Второе предположение более вероятно, если учи-
тывать возраст растений и длину ГК на момент 
начала ускорения (9–10-е сут).

Несмотря на различия в скорости роста глав-
ного корня, количество БК статистически не раз-
личалось в опыте и контроле (p = 0,01) к концу 

Рис. 2. Динамика развития главных и боковых корней A. thaliana в толще фитогеля (а) и на поверхности ГЦП (b). 1 ‒ 
развитие главного корня, 2 ‒ кинетика развития боковых корней. Бары отражают величину стандартного отклонения 
скорости роста корней

Fig. 2. Dynamics of the A. thaliana main and lateral roots development in the thickness of the phytogel (а) and on the surface 
of the HCF (b). 1 – the main roots development kinetics, the 2 the lateral roots development kinetics. Bars reflect the stan-
dard deviation of the root growth rate
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эксперимента (рис. 3). Боковые корни длиной до 
10 мм по темпам роста в обоих вариантах оказа-
лись близки к темпам развития ГК. Однако при 
длине более 10 мм БК в толще фитогеля начинают 
замедляться так же, как и ГК. Более 30% корней 
замедляются вплоть до полной остановки в разви-
тии при длине порядка 15–20 мм. При этом на по-
верхности ГЦП доля замерших корней не превы-
шает 10%, а интегральное развитие БК повторяет 
кривую развития ГК.

Указанные наблюдения позволяют заключить, 
что при посадке растений в чашки Петри на геле-
вую питательную среду, покрытую гидрофильной 
мембраной из ГЦП, растения не только не испы-
тывают явного стрессового воздействия по срав-
нению с растущими в толще фитогеля, но и име-
ют преимущества, предположительно обуслов-
ленные достаточным газообменом в прикорневой 
зоне. Более того, признаков стресса (хлороз ли-
стьев, ингибирование роста корней) не наблюда-
лось даже при очень длительном культивировании 
A. thaliana в чашках Петри 120×120 мм (рис. 4).

На поверхности гидрофильной мембраны 
вся корневая система располагается на плоско-
сти и доступна для анализа. Адекватность данных 
о пространственной ориентации корней, получен-
ных на плоскости, в сравнении с объемной кор-
необитаемой средой, была подтверждена в недав-
ней работе [16]. Обработка фотоизображений кор-
невой системы на поверхности ГЦП позволила 
сформировать наглядную модель пространствен-

ной ориентации боковых корней A. thaliana в виде 
динамики вертикального (dy) и горизонтального 
(dx) смещения апекса бокового корня на плоско-
сти относительно точки выхода БК из ГК. Наклон 
вектора в каждой точке соответствует величине 
GSA апекса БК (рис. 5). 

В зависимости от расположения и направле-
ния роста БК – слева или справа от ГК – значе-
ния dx имеют отрицательное или положительное 
значение соответственно. Величина dy имеет по-
стоянный знак, так как вдоль вертикальной оси в 
рассматриваемом эксперименте все корни растут 
в направлении сверху–вниз. Для растений, разви-
вающихся на ГЦП, распределение величины GSA 
БК длиной < 15 мм соответствует имеющимся в 
литературе данным [4–5]. Представленный ме-
тод характеристики роста и ориентации БК на по-
верхности ГЦП с успехом может быть использо-
ван в исследованиях роста и развития корневой 
системы A.  thaliana. Стоит отметить, что пред-
ложенный метод применим не только для араби-
допсиса, но и для других растений с диархным 
типом корней. Учитывая тот факт, что инициация 
боковых корней происходит в основном в сторо-
ну градиента влаги [17], использование мембра-
ны из ГЦП для разделения питательной среды и 
корневой системы растений возможно также и в 

Рис. 3. Число боковых корней растения A. thaliana 
на 5–12-е сут вегетации на фитогеле и поверхно-
сти ГЦП. Бары соответствуют величине стандарт-
ного отклонения в выборке. 1 – фитогель, 2 – фито-
гель + ГЦП

Fig. 3. The number of A.  thaliana lateral roots on the 
5–12th day of vegetation on phytogel and the surface 
of HCF. Bars correspond to the standard deviation in 
the sample. 1 – phytogel, 2 – phytogel + hydrate cellu-
lose membrane
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Рис. 4. Растения A.  thaliana на 25-е сут вегетации 
на поверхности ГЦП, покрывающей питательный 
фитогель

Fig. 4. A.  thaliana plants on the 25th day of vegeta-
tion on the surface of the HCF covering the nutrient 
phytogel
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 исследованиях растений с полиархными корнями, 
однако, требуется дополнительная эксперимен-
тальная проверка.

В литературе накоплено большое количество 
экспериментальных данных, в которых показана 
ключевая роль ауксина как в формировании и со-
хранении меристемы, так и в регуляции растяже-
ния клеток корня. При помощи растений экспрес-
сирующих конструкцию DR5–GFP была проведе-
на оценка транскрипционной активности ауксина 
в ГК A. thaliana на 5-е сут вегетации на поверхно-
сти ГЦП и на фитогеле [12, 18]. 

Для растений, выращенных в толще фитоге-
ля, исследовались только препараты с отрезанным 
ГК, где среднее значение сравнительной активно-
сти DR5-GFP составило 50,8±4,8. ГЦП прозрач-
ная для световых лучей, в том числе для лазер-
ного излучения, поэтому выращивание растений 
на поверхности пленки дополнительно позволи-
ло анализировать интактные корни, не отрезая их 
от растения. Активность флуоресценции в кор-
нях не зависела от метода подготовки препарата: 
при исследовании отрезанного ГК на покровном 
стекле среднее значение сравнительной активно-
сти  DR5-GFP составило 50,1±6,4 отн. ед., а при 
оценке интактных корней, перенесенных и иссле-
дованных на покровном стекле вместе с ГЦП – 

51,4±8,0 отн. ед (рис. 6). Близкое значение этих ве-
личин имеет принципиальное значение и откры-
вает новые возможности исследования клеточных 
механизмов развития корней A. thaliana in vivo.

Рис. 5. Cмещение апексов боковых корней A. thaliana на плоскости относительно точки выхода бокового корня из 
главного корня (0) в условиях постоянного действия силы тяжести и равномерного светового поля. Направление век-
торов соответствует значению GSA апекса бокового корня в данной точке

Fig. 5. Displacements of the A. thaliana lateral roots apexes relative to the point of exit of the lateral root from the main root 
(0) under conditions of constant action of gravity and a uniform light field. The direction of the vectors corresponds to the 
GSA value of the lateral root apex at this point
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Рис. 6. Сравнительная активность DR5-GFP в глав-
ном корне A. thaliana на 5-е сут с момента прораста-
ния на поверхности ГЦП, покрывающей питатель-
ный фитогель

Fig. 6. Comparative activity of DR5-GFP in the main 
root of A. thaliana on the 5th day after germination on 
the surface of the HCF covering the nutrient phytogel
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Оценка влияния НУК на скорость роста  
корневой системы

Перенос ювенильного растения с развитой 
корневой системой с поверхности агара или фи-
тогеля на новую среду сопряжен с механиче-
ским стрессом и изменением ориентации БК. 
 Расположение корневой системы на плоскости 
гидрофильной мембраны из ГЦП позволило не 
только упростить наблюдения и анализ корневой 
системы, но и проводить пересадку растений раз-
ного возраста с сохранением конфигурации кор-
невой системы. При пересадке растений на плен-
ке на аналогичную среду не наблюдалось стати-
стически значимого замедления роста как для 
главного, так и для боковых корней 4–6-й стадий 
развития (р < 0,05). В перспективе методика пере-
садки растений на пленке может упростить про-
ведение экспериментов по воздействию отдель-
ных компонентов среды на формирование корне-
вой системы. Для проверки этой гипотезы, в этой 
работе была проведена оценка влияния НУК на 
скорость роста ГК и БК 5–6-й стадий развития.

По полученным данным, НУК в концентра-
ции 300 нМ в питательной среде существенно ин-
гибировала рост главного корня (~ в 5 раз), замед-
ляла рост БК на 5-й стадии развития в 1,8 раза, а 
на 6-й – в 2,1 раза. Различия в реакции корней 5-й 
и 6-й стадий подтверждаются статистически по 
критерию Стьюдента при p < 0,01. Результаты со-
гласуются с имеющимися в литературе представ-
лениями о влиянии экзогенного ауксина на ГК 
[19, 20] и указывают на переходный характер БК 
5-й стадии развития, что является принципиально 
новым результатом.

В задачи данной работы не входил более де-
тальный анализ реакции БК. Однако, по ее ре-
зультам, применение ГЦП в качестве гидрофиль-
ной мембраны является простым и удобным 
методом организации корнеобитаемой зоны мо-
дельного растения A. thaliana и открывает новые 
возможности в исследованиях роста и развития 
корневой системы.
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Abstract–A new technique for Arabidopsis thaliana cultivation has been proposed that combines the use 
of a phytogel-based nutrient medium and a hydrophilic membrane of hydrate cellulose film, separating 
the root system of the plant from the medium thickness. Growth rates of both main and lateral roots were 
faster in the plants cultivated on the surface of hydrate cellulose film than in the plants grown in the 
phytogel volume. The location of the root system on the surface of the transparent hydrate film simplifies 
its observation and analysis and facilitates plant transplantation with preservation of the root system 
configuration. The proposed technique allowed us to first assess the effect of exogenous auxin on the 
growth of lateral roots at the 5–6 developmental stage.

Key words: methods to study plant root systems, hydrate cellulose film, A.  thaliana, lateral roots, 
differential root growth rate, auxin
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