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Резюме 

Исследовали влияние 24-эпибрассинолида (ЭБ) на рост, содержание пролина и показатели 

состояния антиоксидантной системы в проростках пшеницы в условиях дефицита влаги, 

моделируемого 12% полиэтиленгликолем. В условиях дефицита влаги выявлено, что 

предобработка ЭБ оказывала защитный эффект на проростки пшеницы, стабилизируя состояние 

антиоксидантной системы, регулируя баланс пероксида водорода и активность пероксидазы, а 

также индуцируя дополнительное накопление пролина, что отражалось в поддержании более 

высокого уровня митотической активности клеток в корнях этих растений. 
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Resume 

We studied the effect of 24-epibrassinolide (EB) on growth, proline content, the state of wheat seedling 

antioxidant system under water deficit, modeled by 12% polyethylene glycol. It was found that under 

drought EB-pretreatment has a protective effect on wheat plants, stabilizing the state of the antioxidant 

system, regulating the balance of hydrogen peroxide and peroxidase activity, as well as inducing the 

additional accumulation of proline, which was reflected in maintaining the higher level of mitotic activity 

in apical root cells of these plants. 
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Введение 

Водный дефицит повсеместно снижает 

продуктивность сельскохозяйственных растений, а 

фитогормоны являются главными регуляторами 

устойчивости растений в динамично меняющихся 

условиях среды. Индуцированные засухой нарушения 

метаболизма приводят к усилению образования 

активных форм кислорода (АФК), вызывая 

окислительный стресс в клетках растений. С одной 

стороны избыток АФК токсичен для растений, с 

другой стороны они являются ключевыми 

компонентами путей передачи сигналов, запускающих 

стрессовые реакции; задействованы в процессах 

развития растений [Mhamdi, Van Breusegem, 2018] и 

взаимодействиях растений с микроорганизмами [Segal, 

Wilson, 2018]. Однако чрезмерному накоплению АФК 

должна противодействовать антиоксидантная система, 

чтобы эффективно предотвращать развитие 

повреждений и гибель клеток растений. 

Хорошо известно, что брассиностероиды (БС) 

необходимы для роста и развития растений, регуляции 

деления меристематических клеток и управления 

клеточным циклом [González-Garcı́a et al., 2011; 

Miransari, Smith, 2014]. БС также играют заметную 

роль в реализации устойчивости к неблагоприятным 

факторам окружающей среды, действуя напрямую на 

гены-мишени БС или посредством влияния на 

сигналинг АБК [Planas-Riverola et al., 2019]. Одним из 

проявлений БС-опосредованной реализации 

устойчивости к стрессам является активация 

антиоксидантных ферментов [Lima, Lobato, 2017; 

Tunc-Ozdemir, Jones, 2017] и стимуляция накопления 

осмопротектантов [Fabregas et al., 2018]. Так, 

важнейшим осмопротектантом клетки является 

аминокислота пролин, способная стабилизировать 

редокс-метаболизм клетки и снижать уровень 

повреждающего действия стресс-индуцированных 

АФК [Kishor et al., 2005; Szabados et al., 2010]. 

Надо отметить, что 24-эпибрассинолид (ЭБ) 

является представителем брассиностероидов и в 

концентрации 0.4 мкМ оказывает рост-

стимулирующий и защитный эффект на растения 

пшеницы [Аллагулова и др. (Allagulova et al.), 2015]. 

Необходимо подчеркнуть, что БС работают в крайне 

низких концентрациях, что привлекает к ним 

пристальное внимание исследователей. Кроме того, 

БС используются в препаратах для повышения 

продуктивности важнейших сельскохозяйственных 

культур (например, эпин-экстра), и для грамотного 

применения с целью увеличения их устойчивости и 

продуктивности требуется изучение спектра ответных 

реакций растений в ответ на обработку этим 

фитогормоном в стрессовых условиях произрастания.  

Цель работы состояла в изучении влияния 

предобработки 0.4 мкМ ЭБ на митотическую 

активность клеток в апикальной части корней, 

содержание пероксида водорода, пролина и 

активность пероксидазы в растениях пшеницы в 

условиях дефицита влаги, моделируемого 12% 

полиэтиленгликолем (ПЭГ). 

 

Материалы и методы 

В качестве объекта использовали проростки 

пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Салават Юлаев. 

Для этого семена пшеницы после стерилизации 96% 

этанолом проращивали 3-е суток в кюветах на 

фильтровальной бумаге, смоченной водопроводной 

водой, при 21–23°С, 16-часовом фотопериоде и 

освещенности 270 мкМ/(м
2
*с) ФАР, после чего 3-х 

суточные проростки пшеницы, изолированные от 

эндосперма, перекладывали корнями на раствор 2% 

сахарозы в присутствии или отсутствие 0.4 мкМ ЭБ на 

24 ч. Осмотический стресс моделировали ПЭГ 6000 

при выращивании растений в жидкой среде 

[Osmolovskaya et al., 2018], для чего растения 

переносили на смесь 2% сахарозы и 12% ПЭГ на 

разные промежутки времени. Контролем во всех 

опытах служили проростки, инкубированные на 

растворе 2% сахарозы.  

Содержание пролина анализировали в 4-х 

суточных растениях, фиксируя их после после 3-х, 

6-ти и 24-х ч воздействия 12% ПЭГ. Экстракцию и 

определение свободного пролина осуществляли в 

целых растениях пшеницы по методу [Bates et al., 

1973] и выражали в мкмоль/г сырой массы целого 

проростка.  

Содержание пероксида водорода 

регистрировали в корнях интактных растений после 

воздействия на них 12% ПЭГ в течение 0.5 - 2.5 ч с 

интервалом в тридцать минут и оценивали по 

окислению ортофенилендиамина (ОФД), 

инициированного щавелевой кислотой, в результате 

окислительного распада которой с участием 

растительной оксалатоксидазы образуется Н2О2. 

Оптическую плотность образцов измеряли при 490 нм 

на фотометре Benchmark (Bio-Rad Laboratories, США). 

Активность окисления ОФД выражали в единицах на 1 

г сырой массы корней в мин [Хайруллин и др. 

(Khairullin et al.), 2001]. 

Тотальную активность пероксидазы оценивали в 

замороженных корнях 4-х суточных проростков 

пшеницы после воздействия на них 12% ПЭГ в 

течение 1 - 7 ч с интервалом в один час [Власова 

(Vlasova), 1994]. Метод основан на способности 

пероксидазы в присутствии субстрата перекиси 

водорода образовывать с гваяколом цветной комплекс, 

за развитием образования которого следили по 

секундомеру при 440 нм с использованием 

фотоэлектрического концентрационного колориметра 

ФЭК (КФК-2МП, СССР). Контролем служила кювета, 



24-эпибрассинолид и водный режим пшеницы 

 49 

в которую вместо надосадочной жидкости добавляли 

дистиллированную воду. Активность пероксидазы 

определяли в корнях проростков пшеницы и выражали 

в усл.ед./ мг белка. Содержание белка оценивали по 

Бредфорд [Bradford, 1976]. 

Корни 4-суточных проростков пшеницы после 4 

и 24-х ч воздействия 12% ПЭГ фиксировали для 

подсчета митотического индекса (МИ) клеток 

апикальной меристемы, анализируя по 2000 клеток в 

каждом варианте, для чего после отмывки от осмотика 

корни вместе с корневым чехликом фиксировали в 

смеси уксусной кислоты с этанолом (в соотношении 

объем : объем = 1 : 3) в течение 1.5 ч. Далее 

растительный материал отмывали водопроводной 

водой и обрабатывали в течение 1 ч смесью 5% 

пектиназы (EC 3.2.1.15) (ICN, USA) и 5% целлюлазы 

(EC 3.2.1.4) (ICN, USA) при 37°С. Каждый вариант 

опыта содержал не менее 15 проростков. Давленые 

препараты окрашивали ацетокармином, 

приготовленном на 45% уксусной кислоте. Используя 

микроскоп AxioImager M1 (Carl Zeiss, Германия) 

подсчитывали МИ клеток апикальной корневой 

меристемы как сумму клеток в стадии профазы, 

метафазы, анафазы и телофазы, выраженную в 

проценте от общего числа подсчитанных клеток 

[Безрукова и др. (Bezrukova et al.), 2016].  

Статистическую обработку данных проводили с 

помощью MS Excel. В рисунках представлены средние 

значения 3-5 биологических повторностей, указаны их 

стандартные ошибки. 

 

Результаты и их обсуждение 

По мере увеличения интенсивности и 

продолжительности дефицита воды в растениях 

последовательно реализуются соответствующие 

механизмы, направленные на поддержание водного 

баланса и интенсивности ростовых процессов для 

выживания растений в стрессовых условиях. 

Фитогормоны, в том числе брассиностероиды, 

задействованы в реализации стресс-устойчивости 

растений. Важную роль в засухоустойчивости отводят 

окислительно-восстановительной и антиоксидантной 

системам растений [Laxa et al., 2019]. Несомненно, для 

согласованной работы гормональной и 

антиоксидантной систем необходимо их 

взаимовлияние друг на друга. Такие данные 

приводятся в литературе, например, после воздействия 

натрий-хлоридного засоления опрыскивание растений 

сои ЭБ не только снижало генерацию перекиси 

водорода, степень повреждения мембранных структур, 

но и увеличивало показатели роста, при этом 

концентрация ЭБ не являлась рост-стимулирующей 

[Alam et al., 2019]. В нашей работе использовалась 

рост-стимулирующая концентрация ЭБ [Авальбаев и 

др. (Aval`baev et al.), 2010]. 

Процесс деления клеток апикальной меристемы 

корней является важной составляющей роста 

растений. Дефицит воды вызывал снижение 

показателя МИ на 25% после 4-х ч воздействия 12% 

ПЭГ и в два раза по сравнению с контролем после 24-х 

ч действия дефицита воды (рис.1). Предобработка 

проростков пшеницы 0.4 мкМ ЭБ в течение 24 ч 

стимулировала рост клеток корней пшеницы делением 

на 30% по сравнению с контролем. Интересно 

отметить, что после 4-х ч воздействия осмотика в 

корнях, предобработанных ЭБ проростков пшеницы, 

МИ клеток апикальной меристемы снижался, но был 

все еще выше контроля, а после 24-х ч воздействия 

12% ПЭГ этот показатель сравнивался с контролем. 

Снижение доступности воды уменьшило количество 

делящихся клеток апикальной меристемы корней ЭБ-

предобработанных проростков пшеницы лишь на 10 - 

20% по сравнению с ЭБ-необработанными растениями 

(рис. 1). Это свидетельствует о том, что предобработка 

фитогормоном 24-эпибрассинолидом оказывает рост-

стимулирующее и защитное действие на растения 

пшеницы в условиях дефицита влаги.  
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Рис. 1. Митотический индекс (МИ) клеток апикальной 

меристемы корней 4-х суточных проростков пшеницы, 

предобработанных 0.4 мкМ 24-эпибрассинолидом (ЭБ) 

в течение 24-х ч, а затем подвергшихся воздействию 

12% ПЭГ в течение 4-х и 24-х ч. 

Fig. 1. Mitotic index (MI) of cells of the apical meristem 

of the roots of 4-day-old wheat seedlings, pretreated with 

0.4 μM 24-epibrassinolide (EB) for 24 h, and then exposed 

to 12% PEG for 4 and 24 hours. 

 

Ранее было показано, что в основе 

протекторного действия 0.4 мкМ ЭБ лежит его 

способность влиять на метаболизм цитокининов, 

стабилизируя состояние гормональной системы в 

условиях 2% натрий-хлоридного засоления [Авальбаев 

и др. (Aval`baev et al.), 2010]. Наряду с гормональной 

системой, рост и развитие растений на протяжении 

онтогенеза контролируется антиоксидантной 

системой, ее роль при стрессовых воздействиях 

является крайне важной и определяет в целом степень 

потенциала выживаемости растений при стрессе [Laxa 
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et al., 2019]. Поэтому далее мы провели анализ 

содержания пероксида водорода и активности 

пероксидазы в предобработанных и необработанных 

0.4 мкМ ЭБ корнях проростков пшеницы в ходе 

воздействия 12% ПЭГ.  
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Рис. 2. Динамика содержания пероксида водорода (А) 

и активности пероксидазы (Б) при воздействии 12% 

ПЭГ в корнях 4-х суточных проростков пшеницы, 

предобработанных 0.4 мкМ ЭБ в течение 24 ч.  

Fig. 2. Dynamics of hydrogen peroxide content (A) and 

peroxidase activity (Б) under the influence of 12% PEG in 

the 4-day-old 0.4 μM EB-pretreated wheat seedlings roots 

during 24 h. 

 

Данные, представленные на рис. 2, 

демонстрируют практически двукратное накопление 

Н2О2, наблюдаемое через 30 мин, и пик активации 

пероксидазы через 2 ч воздействия осмотика, что 

свидетельствует о том, что растения испытывают 

значительный окислительный стресс.  

Такое раннее накопление АФК логично, 

поскольку засуха приводит в первую очередь к 

накоплению супероксид-аниона и пероксида водорода, 

что в свою очередь вызывает активацию 

антиоксидантных ферментов. Предобработка ЭБ 

значительно уменьшила стресс-индуцированное 

резкое накопление пероксида водорода и активность 

пероксидазы (рис. 2). Нужно отметить достаточно 

пролонгированный эффект дефицита воды, поскольку 

и у ЭБ-предобработанных и у ЭБ-необработанных 

растений пшеницы на протяжении 7 ч опыта 

наблюдается значительное повышение активности 

пероксидазы по сравнению с контролем (рис. 2Б). 

Полученные результаты расширяют наше понимание 

уже известной способности ЭБ модулировать обе 

составляющие про- и антиоксидантной системы в 

реализации под влиянием этого фитогормона 

антистрессовых реакций [Alam et al., 2019]. 

В наших экспериментах воздействие 12% ПЭГ 

постепенно повышало содержание пролина в побегах 

проростков пшеницы по сравнению с контролем, к 24 

ч опыта количество этой аминокислоты в три раза 

превосходило контрольный уровень (рис. 3). В первые 

6 часов стрессового воздействия в ЭБ-

предобработанных растениях наблюдалось 

дополнительное 20% накопление пролина по 

сравнению с ЭБ-необработанными проростками 

пшеницы. Таким образом, при дефиците воды 

обработка ЭБ не только поддерживает деление клеток 

апикальной меристемы на уровне, близком к контролю 

(рис. 1), стабилизирует антиоксидантную систему 

(рис. 2), но и вызывает дополнительное увеличение 

содержания пролина в растениях пшеницы (рис. 3).  
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Рис. 3. Динамика содержания свободного пролина в 4-

суточных 0.4 мкМ ЭБ-предобработанных в течение 24 

ч растениях пшеницы при засухе, моделируемой 12% 

ПЭГ.  

Fig. 3. Dynamics of free proline content in 4-day-old 0.4 

µM EB-pretreated wheat plants under water deficit, 

induced by 12% PEG. 

 

В литературе описываются эксперименты, где 

после воздействия засоления опрыскивание сои ЭБ 

также приводило к увеличению содержания пролина, 

стимуляции активности супероксиддисмутазы, 

аскорбатпероксидазы и каталазы по сравнению с ЭБ-

необработанными растениями [Alam et al., 2019]. 

Наряду с этим, пролин рассматривают в 

качестве химического шаперона и участника 

антиоксидантных защитных реакций растений 

[Matysik et al., 2002]. Совместная обработка растений 

горчицы ЭБ и пролином успешно нейтрализовала 



24-эпибрассинолид и водный режим пшеницы 

 51 

стресс-индуцированное уменьшение роста, водного 

потенциала в листьях и урожайности семян, активируя 

антиоксидантную систему растений [Wani et al., 2019]. 

Известно, что устойчивые сорта растений при стрессе 

быстрее накапливают пролин, его содержание 

достигает более высокого уровня [Sripinyowanich et al., 

2013], кроме того, существует положительная 

корреляция между урожаем пшеницы в условиях 

засухи и накоплением пролина [Mwadzingeni et al., 

2016].  

Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что предобработка 24-эпибрассинолидом способна 

оказывать защитное действие на деление клеток 

апикальной меристемы корней пшеницы, позитивно 

регулировать накопление пролина и стабилизировать 

состояние антиоксидантной системы растений 

пшеницы при стрессе.  

Работа в рамках госзадания (№ гос. регистрации 

AAAA-A21-121011990120-7) с привлечением 

приборного парка ЦКП «Биомика» (Отделение 

биохимических методов исследований и 

нанобиотехнологии РЦКП «Агидель») и УНУ 

«КОДИНК». 
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