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Changes in the expression of CBL-genes in poplar genotypes of various morphological and 
systematic groups under abiotic stress
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The study of the response to the impact of abiotic stress factors, conducted on genotypes of poplar 
belonging to different morphological and systematic groups is presented. Artificial modeling of 
salt and drought stress was performed. RNA was isolated from control and stress-affected samples, 
and then the expression of CBL1 and CBL2 genes was measured. It was found that the primers of 
transcription factors selected for the Populus trichocarpa species successfully amplify with other 
related poplar species and hybrids belonging to the same section and allow the expression level to 
be determined; however, for varieties and hybrids derived from white and black poplar, 
amplification gives a non-specific result. As a result, different responses of different poplar 
genotypes to drought and salinization were revealed. The analysis revealed a different response of 
individual poplar genotypes to drought and salinity. Changes in the expression of the CBL1 and 
CBL2 genes for the same genotypes also have a different character. Comparison of the response of 
the same genotypes to salinity and drought showed that a non-uniform result is observed for most 
of the samples. Different reactions of genes of the CBL family of selected genotypes in response 
to salt stress and drought, may be due to the genotypic features of varietal intrasectional and 
intersectional representatives. To identify general trends in the response of the considered genes 
to stress, needed further research, including the determination of changes in expression in 
dynamics.
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Изменение экспрессии CBL-генов у генотипов тополя различных морфолого-систематических 
групп в условиях абиотического стресса

С.Г. Ржевский, Т.А. Гродецкая, В.А. Царев, Т.П. Федулова

В данной работе представлено исследование реакции на воздействие абиотических стрес-
совых факторов, проведенное на генотипах тополя, принадлежащих к различным морфо-
лого-систематическим группам. Осуществлено искусственное моделирование солевого 
стресса и засухи. Из контрольных и подвергнутых стрессовому воздействию образцов 
выделялась РНК, далее было проведено измерение экспрессии генов CBL1 и CBL2. Уста-
новлено, что праймеры факторов транскрипции, подобранные к виду Populus trichocarpa, 
успешно дают амплификацию с другими видами и гибридами тополя, относящимися к 
той же секции, и позволяют определять уровень экспрессии, однако, для сортов и гибри-
дов, производных от тополя белого и черного, амплификация дает не специфичный ре-
зультат. В результате анализа выявлена различная реакция разных генотипов тополя на 
засуху и засоление. Изменение экспрессии генов CBL1 и CBL2 для одних и тех же геноти-
пов также имеет разный характер. Сравнение реакции отдельных генотипов на засоление 
и засуху показало, что для большинства образцов наблюдается не единообразный резуль-
тат. Различная реакция генов семейства CBL отобранных генотипов в ответ на воздей-
ствие солевого стресса и засухи может быть обусловлена генотипическими особенностя-
ми сортовых представителей как внутри одной секции, так и между разными секциями. 
Для выявления общих тенденций реагирования рассматриваемых генов на стрессовое 
воздействие необходимо дальнейшее исследование, включающее определение изменения 
экспрессии в динамике, а также подбор специфичных праймеров к сортам и гибридам 
тополя, относящимся к различным секциям рода.
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Введение
Тополь является одним из быстрорасту-

щих древесных видов, широко распростра-
ненных в умеренном поясе России и других 
стран. Интерес к данной культуре обусловлен 
востребованностью в различных отраслях 
промышленности, использованием в защит-
ных, озеленительных и рекреационных целях 
[4]. Для получения высококачественного сы-
рья необходимо применение улучшенного 
сортового посадочного материала [8].

Для успешного лесоразведения тополя 
необходимо знать такие качества его культи-
варов, как устойчивость к биотическим и 
абиотическим факторам окружающей среды. 
Подобные исследования проводятся либо в 
результате многолетнего сортоиспытания в 
различных почвенно-климатических услови-
ях среды [3, 7], либо в лабораторных условиях 
путем создания искусственно моделируемого 
стресса. В полевых условиях определяемыми 
параметрами являются рост, сохранность и 
продуктивность, а в лабораторных условиях 
основными изучаемыми характеристиками – 
физиологические показатели, уровни биохи-
мических маркеров, а также изменение экс-
прессии ключевых метаболических генов.

Для анализа уровня экспрессии различ-
ных генов применяется количественная ПЦР, 
которая в реальном времени является надеж-
ным методом измерения количества мРНК. В 
настоящее время механизмы устойчивости 
древесных растений к внешним воздействиям 
остаются малоизученными, однако результа-
ты многочисленных исследований показыва-
ют наличие достоверных изменений в экс-
прессии генов, ассоциированных с развитием 
стрессового ответа на воздействие абиотиче-
ских и биотических факторов [14, 15].

Осмотическая регуляция в растительных 
организмах связана с транспортом ионов K+ и 
Na+. В дополнение к системе транспортиров-
ки ионов в них имеется сеть путей передачи 
сигналов, с помощью которых они адаптиру-
ются к воздействию солевой нагрузки окру-
жающей среды. Кальций – зависимый меха-

низм является важным звеном в регуляции 
ионного гомеостаза растений [13]. Ион каль-
ция служит для передачи «сигналов критиче-
ского состояния» во многих процессах адап-
тации и развития. Клеточные кальциевые 
сигналы обнаруживаются и передаются чув-
ствительными молекулами, такими как каль-
ций-связывающие белки. У растений семей-
ство кальциневрин-подобного белка (CBL) 
представляет собой уникальную группу сен-
соров, где кальций играет ключевую роль, 
специфически взаимодействуя и регулируя 
функционирование протеинкиназ (CIPKs). 
Семейство CBL содержит несколько белков, 
активность которых, по-видимому, направле-
на на модификацию плазматической мембра-
ны. Его представители обладают консерва-
тивной структурой, проявляя сходство до 
96 % у различных белков [16].

В растениях сигналы от окружающей сре-
ды, такие как высокое содержание соли, холод, 
недостаточное питание и присутствие фитогор-
монов, вовлекают кальций в качестве сигналь-
ного промежуточного звена. Генетические ис-
следования мутантов CBL и CIPKs показали, 
что эти белки являются важными регуляторами 
реакций на стресс. Установлено, что комплек-
сы CBL/CIPKs воздействуют на нижестоящие 
мишени, такие как ионные каналы и транспор-
теры, и тем самым обеспечивают выживание 
растений в неблагоприятных условиях [10].

Исследования генов, продуцирующих 
белки семейства CBL, проводились и на пред-
ставителях вида Populus. Так, анализ тран-
скриптов CBL Populus euphratica (азиатского 
соле- и засухоустойчивого вида) в условиях 
абиотического стресса позволяет предполо-
жить, что семь членов семейства генов CBL 
(PeCBL1, 2, 3, 4, 5, 9 и 10) могут играть важ-
ную роль в механизмах адаптации в соответ-
ствии со специфическими внешними стиму-
лами. CBL1 экспрессируется в ответ на засуху, 
засоление, холод и ранение [16].

Целью данной работы являлось исследо-
вание стрессовой реакции генотипов тополя 
различных морфолого-систематических 
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групп путем измерения экспрессии генов 
CBL1 и CBL2 в условиях засухи и засоления. 
Для достижения данной цели были поставле-
ны задачи по искусственному моделированию 
абиотических стрессовых воздействий и 
оценки их влияния на экспрессию данных 
генов.

Объекты и методы исследования
Для проведения опытов по оценке стрес-

соустойчивости на коллекционно-маточной 

плантации, созданной на территории лесопар-
кового участка ФГБУ «ВНИЛГИСбиотех» [6, 
7] в конце января при температуре воздуха 
около –10 °С были отобраны образцы верху-
шечных побегов тополя, включая новые сорта 
селекции “ВНИИЛГИСбиотех” [5]. Для опы-
та и контроля были взяты фрагменты с 6 побе-
гов каждого культивара длиной по 20 см. Всего 
в исследование были включены 8 различных 
культиваров тополя, принадлежащих к 5 мор-
фолого-систематическим группам (табл. 1).

Таблица 1
Характеристика отобранных стеблевых черенков тополя

Наименование 
тополя

Происхождение 
(родительские пары)

Автор гибрида 
(сорта)

I – Белые тополя с пирамидальной формой кроны

ʽВедугаʼ Сорт белых тополей
(P. alba L. × Р. bolleana Lauche)

А.П. Царев

ʽБолидʼ Сорт белых тополей
(P. alba L. × Р. bolleana Lauche)

А.П. Царев

II – Черные тополя с пирамидальной формой кроны

ʽПОКʼ Гибрид черных тополей
(P. pyramidalis Roz. × P. nigra L.)

А.В. Альбенский

III – Черные тополя с раскидистой формой кроны

ʽСакрау-59ʼ
Евро-американский спонтанный гибрид
(P. × euramericana (Dode) Guinier cv. 
‘Sacrau-59’)

–

IV – Бальзамические тополя
китайский Вид – Populus simonii Carr. –
волосистоплодный Вид – Populus trichocarpa Torr. Et Gray –
Максимовича Вид – Populus maximowiczii Henry –

V – Межсекционные гибриды

ʽИвантеевскийʼ Сложный гибрид
(P. suaveolens Fisch. × P. berolinensis Dipp.)

А.С. Яблоков

Контрольные образцы тополя (ветки с 
распустившимися в процессе лабораторного 
отращивания листьями, каждого образца – по 
три экземпляра) находились в воде, опыт-
ные – в растворе 0,2M NaCl. Отбор проб осу-
ществлялся при постановке эксперимента, 
далее – через 6 ч после постановки.

Для исследования влияния обезвоживания 
контрольные образцы 9 культиваров тополя 

были высажены в кассеты с грунтом, контроль-
ные экземпляры поливались с периодичностью 
раз в три дня, опытные были оставлены без по-
лива. Отбор проб производился при постанов-
ке эксперимента, далее – через 6 дней.

Выделение РНК из исследуемых образцов 
выполнялось стандартным фенол-хлорофор-
менным способом [1]. Проверка концентра-
ции выделенной РНК была проведена при 
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помощи флюориметра «Qubit 2.0» с использо-
ванием  стандартного  набора  реактивов 
«Qubit RNA BR AssayKit». Оценка качества 
выделенной РНК была проведена путем элек-
трофоретической визуализации в 1 % агароз-
ном геле с применением ТАЕ-буфера (содер-
жащем ТРИС, ЭДТА и ацетат натрия).

Далее на матрице выделенной РНК были 
приготовлены препараты кДНК с использова-
нием реакции обратной транскрипции, про-

веденной в ПЦР-амплификаторе со стандарт-
ным набором реактивов, содержащим ревер-
тазу (Диаэм, Россия).

Полученные препараты кДНК использо-
вались для проведения ПЦР. В качестве кра-
сителя использовался SYBR Green I в составе 
стандартной ПЦР-смеси. Амплификация 
гена 18S субъединицы рибосом, взятого в 
роли нормализатора реакции, проводилась со 
специфическими праймерами (табл. 2).

Таблица 2
Нуклеотидные последовательности праймеров исследуемых генов

Ген Последовательность нуклеотидов (5’→3’)

CBL1
F: GTTCCGTGGTTGATGATGGG
R: CGCTCAATGAATCCCGTGTT

CBL2
F: TGTGGGATTGGCTAGCAGAA
R: ATCATCAATCACGGCACTGC

18S
F: GGCTCTGCCCGTTGCTCT
R: CGTCACCCGTCACCACCA

Поскольку последовательности CBL ге-
нов обладают консервативным строением, 
были подобраны универсальные праймеры на 
основе сравнения генов CBL1 и CBL2 различ-
ных культиваров тополя, представленных в 
базе данных NCBI .

Oптимизация температуры отжига прово-
дилась при помощи градиентной ПЦР с диа-
пазоном температур 55–63 °С, качество про-
дуктов проверялось с помощью электрофоре-
за, в итоге было отдано предпочтение темпе-
ратуре 63 °С. Окончательный протокол ПЦР-
реакции составлял 38 циклов со следующими 
параметрами: 94 °С – 3 мин, 94 °С – 30 с, 
63 °С – 30 с, 72 °С – 30 с, а также финальная 
элонгация: 72 °С – 3 мин. Уровень относи-
тельной экспрессии исследуемых генов опре-
делялся с применением 2-ΔΔCt-метода с ис-
пользованием программного обеспечения 
CFX Manager (Bio-Rad, США).

Результаты и их обсуждение
Измерение экспрессии метаболических 

генов у контрольных и подвергнутых засоле-

нию образцов тополя показало наличие изме-
нений относительных уровней транскрипции 
(рис. 1).

Однако электрофоретическая оценка 
продуктов амплификации продемонстриро-
вала, что далеко не со всеми из задействован-
ных в данном исследовании генотипов ис-
пользуемые праймеры дают четкие, специфи-
ческие продукты амплификации. По причине 
проявления неспецифического отжига прай-
меров были отбракованы результаты ампли-
фикации 4 из 8 исследованных генотипов. В 
качестве достоверных рассматривались дан-
ные оценки уровней экспрессии по четырем 
следующим генотипам: тополь волосисто-
плодный, тополь Максимовича, тополь ки-
тайский и ʽтополь Ивантеевскийʼ. Следует 
отметить, что виды тополь китайский, тополь 
волосистоплодный и тополь Максимовича 
относятся к одной секции бальзамических то-
полей и, по-видимому, имеют сходное строе-
ние исследуемых генов. Что касается сорта 
ʽтополь Ивантеевскийʼ, он является гибридом 
тополя душистого P. suaveolens Fisch, также 
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входящего в данную секцию. В то же время, 
гибриды, производные от тополя белого и то-
поля черного, дают с данными праймерами 

результаты амплификации, которые, по всей 
видимости, не могут служить для достоверной 
оценки уровней экспрессии.

Рис. 1. Экспрессия генов CBL1, CBL2, CBL9 у контрольных и подвергнутых засолению 
образцов тополя (по вертикали – относительный уровень транскриптов, ед.)

Полученные результаты показывают, что 
различные генотипы тополя по-разному реа-
гируют на солевой стресс. Изменение экс-
прессии генов CBL1 и CBL2 для одних и тех 
же генотипов также имеет разный характер. 
Так, у одних образцов (ʽтополь Ивантеев-
скийʼ) после стрессового воздействия на-
блюдается снижение экспрессии всех рас-
сматриваемых генов, у других (тополь китай-
ский, тополь Максимовича) – экспрессия 
данных генов несколько повышается, для 
тополя волосистоплодного обнаруженная 
разница незначительна.

Полученные данные следует сравнить с 
результатами оценки изменения экспрессии 
вследствие воздействия засухи, представлен-
ными на рисунке 2.

Анализ результатов оценки уровней экс-
прессии в данном эксперименте также показы-
вает разные типы реакции на воздействие засу-
хи. У опытных образцов тополя волосисто-
плодного экспрессия рассматриваемых генов 
понизилась, для экземпляров тополя Макси-
мовича и тополя китайского после стрессового 
воздействия экспрессия обоих генов повыси-
лась. Для тополя ‘Ивантеевскийʼ выявленные 
различия имели несущественный характер.
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Рис. 2. Экспрессия генов CBL1, CBL2, CBL9 у контрольных и подвергнутых засухе 
образцов тополя (по вертикали – относительный уровень транскриптов, ед.)

Для оценки механизмов реакции транс-
криптома на воздействие абиотических стрес-
совых факторов следует сравнить паттерны 
реагирования одних и тех же образцов тополя 
на засоление и засуху. В данном случае среди 
генотипов, продемонстрировавших специ-
фичный отжиг используемых праймеров, по-
вторяющийся паттерн реакции можно вы-
явить у тополя китайского и тополя Макси-
мовича, однако в опыте с засолением повы-
шение экспрессии CBL1, CBL2 было незначи-
тельным, что не позволяет сделать однознач-
ных выводов.

Стоит отметить, что экспрессия рассма-
триваемых генов может меняться в динамике. 
В данном исследовании были выбраны наи-
более распространенные в подобных опытах 
контрольные точки: 6 часов для засоления и 
6 дней для засухи. Есть сведения, что при хо-
лодовом воздействии экспрессия PeCBL1, 
PeCBL2, PeCBL9 (генов P. euphratica (Olivier) 
Dode) достигала максимума через 24 ч. При 

создании засухи уровни экспрессии PeCBL1, 
PeCBL2, PeCBL3, PtCBL5 и PeCBL9 достигли 
максимума через 6 часов, тогда как для 
PeCBL4 и PeCBL10 становились максималь-
ными через 3 часа. При обработке солью экс-
прессия PeCBL1, PeCBL4 и PeCBL9 достигла 
максимума через 12 часов, тогда как для 
PeCBL2, PeCBL3 и PtCBL5 понадобилось 
3 часа [17].

Очевидно, что неединообразная реакция 
«стрессовых» генов, выявленная в рассматри-
ваемых экспериментах, является далеко не ис-
ключительной ситуацией. Ранее выполненное 
нами исследование влияния холодового стрес-
са на экспрессию генов DREB2 а также NAC36 
и NAC34, в котором использовались образцы 
тополя ʽПОКʼ и тополя китайского, также по-
казали существенную разницу в реакции на 
стресс, как между генотипами, так и для род-
ственных генов внутри одного генотипа [2].

Результаты данной работы выявили диф-
ференциальную экспрессию генов CBL1 и 
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CBL2 у исследуемых генотипов тополя. Се-
мейство кальциневрин-белков насчитывает 
большое количество представителей, форми-
руя сложную метаболическую сеть, способ-
ствующую развитию комплексного ответа на 
различные стрессовые воздействия. Увеличе-
ние экспрессии CBL1 и/или CBL2 у образцов 
тополя свидетельствует о развитии стрессово-
го ответа на воздействие засухи и засоления, 
проявляющегося в активации кальций-связы-
вающих белков, способных регулировать экс-
прессию различных генов. Наличие большого 
числа представителей кальциневрин-белков и 
их дифференциальная экспрессия могут сви-
детельствовать о вовлечении других предста-
вителей семейства CBL в развитие стрессового 
ответа [11, 12].

Выводы
Подводя итоги данного исследования, 

можно сделать следующие выводы.
1. Установлено, что праймеры факторов 

транскрипции, подобранные к виду Populus 
trichocarpa, успешно дают амплификацию с 
другими видами и гибридами тополя, принад-
лежащими к той же секции, в частности с то-
полем китайским, тополем Максимовича и 

гибридом ʽтополь Ивантеевскийʼ, и позволя-
ют определять их уровень экспрессии. Однако 
в случае других гибридов, произведенных от 
тополя белого и тополя черного, наблюдается 
образование неспецифичных продуктов.

2. У разных генотипов тополя в обоих 
экспериментах изменение экспрессии факто-
ров транскрипции CBL1 и CBL2 имеет различ-
ный характер.

3. Экспрессия CBL1 и CBL2 у одних и тех 
же генотипов (при сравнении между генами) 
в сходных условиях также меняется различ-
ным образом.

Примененный в данном исследовании 
метод можно использовать для исследования 
физиологических особенностей широкого 
спектра представителей вида Populus. Разница 
в обнаруженной реакции на стресс различных 
образцов тополя может быть обусловлена ге-
нотипическими особенностями сортовых 
представителей внутри одной секции и между 
разными секциями. Однако для выявления 
общих тенденций реагирования рассматри-
ваемых генов на стрессовое воздействие необ-
ходимо дальнейшее исследование, включаю-
щее определение изменения экспрессии в 
динамике.
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