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Данная работа посвящена оценке влияния холодового стресса на физиологические параметры и генети-

ческий аппарат селекционно-ценных сортов тополя. В ходе исследования проводилась оценка динамики рас-
пускания почек и определение экспрессии гена DREB2 у образцов различных сортов тополя, подвергнутых ис-
кусственному промораживанию. Методология постановки опыта включала моделирование холодового стресса 
при помощи низкотемпературной морозильной камеры, лабораторное отращивание контрольных и проморо-
женных черенков в условиях искусственного освещения. В дальнейшем осуществлялась регистрация онтогене-
тической динамики распускания почек. При сравнении интенсивности отрастания опытных и контрольных об-
разцов выявлено, что у некоторых сортов (‘Ведуга’, ‘Болид’) подвергнутые проморозке черенки демонстриру-
ют более интенсивное распускание почек, в то время как другие генотипы (‘Ивантеевский’,  
‘ЭД-120’, ‘Китайский’) проявили отставание различной степени в скорости распускания почек промороженных 
образов от контрольных. По результатам фенологических наблюдений были отобраны представители с контра-
стными показателями (‘Сакрау’, ‘Э.c.-38’ и ‘Волосистоплодный’) и подвергнуты дальнейшему изучению на 
молекулярно-генетическом уровне. Анализ показал повышение экспрессии гена DREB2 у двух опытных образ-
цов сортов тополя (‘Волосистоплодный’ и ‘Сакрау’) после воздействия отрицательных температур относитель-
но контрольных образцов. Промораживание опытных растений тополя ‘Э.c.-38’ демонстрировало обратный 
результат. В целом можно заключить, что наблюдение динамики распускания почек и оценка экспрессии генов 
является достаточно информативным маркером для изучения влияния холодового стресса, однако для уточне-
ния связи фенологических параметров с экспрессией генов стрессоустойчивости требуются дополнительные 
исследования. 
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Abstract 

This work is devoted to assessment of the cold stress effect on physiological parameters and genetic apparatus of 
selection valuable poplar varieties. In the course of the study, the dynamics of buds blooming and determination of the 
DREB2 gene expression in specimens of poplar varieties subjected to artificial freezing have been carried out. The 
methodology of the experiment included the modeling of cold stress using a low-temperature freezer, laboratory growth 
of control and frozen-out cuttings under artificial lighting. Later on, the ontogenetic dynamics of bud break were rec-
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orded. When comparing the intensity of regrowth of the experimental and control samples, it has been found that the 
pruned shanks showed  more intensive blooming of buds in some varieties (Veduga and Bolid), while other genotypes 
(Ivanteevsky, ED-120, Kitaysky) showed a lag of varying degrees in the rate of dissolution of the buds of the frozen-out 
specimens from the control ones. Based on the results of phenological observations, representatives with contrasting 
indicators (Sacrau, E.c. - 38 and Volosistoplodny) have been selected and subjected to further study at the molecular 
genetics level. The analysis has showed an increase in the expression of the DREB2 gene in two experimental speci-
mens of poplar varieties (Volosistoplodny and Sacrau) after exposure to negative temperatures relative to control spec-
imens. Freezing of experimental poplar plants E.c.-38 has showed the opposite result. In general, we can conclude that 
the observation of the dynamics of buds blooming and the assessment of gene expression is a fairly informative marker 
for studying the effect of cold stress; however, to clarify the relationship of phenological parameters with the expression 
of stress resistance genes, additional studies are required. 

Keywords: poplar, stress, freezing, expression, DREB2  
 

Одной из важнейших проблем лесного хо-
зяйства является устойчивость растений к различ-
ным видам стрессовых воздействий, включающих 
влияние биотических и абиотических факторов. 
Важнейшими абиотическими факторами стресса 
являются экстремальные изменения температур-
ного и водного режима, а также засоление почвы 
[9]. 

Современные методы молекулярной биоло-
гии позволяют проводить оценку влияния данных 
стрессовых факторов на функционирование генома 
растений и последующее за ним изменение метабо-
лизма. В частности, рассматривается изменение 
уровня экспрессии определенных генов под влия-
нием стрессового воздействия. Эти гены, называе-
мые стрессовыми, как правило, отвечают за ключе-
вые этапы метаболизма [10]. 

Формирование повышенной устойчивости 
растений в ответ на действие низких температур 
связано с целым комплексом защитно-
приспособительных механизмов, включая измене-
ние экспрессии большого числа генов протектор-
ных белков. К таковым относятся гены семейства 
DREB (dehydration responsive element binding). Они 
являются важными факторами транскрипции, кото-
рые регулируют экспрессию многих генов, индуци-
руемых стрессом. Гены DREB взаимо-действуют с 
промоторами других метаболических генов для 
подавления их экспрессии [11].  

Популярным объектом в исследованиях ге-
нетических механизмов стрессоустойчивости явля-
ется тополь евфратский (Populus euphratica), рас-
тущий в жестких климатических условиях пустын-

ных регионов северной Африки и Азии. На основе 
этого вида был проанализирован фактор транс-
крипции PeDREB2. Экспрессия данного гена ини-
циируется промораживанием, засухой и засолени-
ем. Установлено, что действие данного гена при 
искусственном его внедрении улучшает солеустой-
чивость трансгенного табака, не вызывая замедле-
ние роста [1, 2].  

Еще одним объектом исследования генов 
стрессоустойчивости семейства DREB стал бамбук 
мосо (Phyllostachys edulis). Из него были выделены 
и изучены два новых гена, PeDREB2A и PeDREB1A. 
Анализ, проведенный с помощью «реал-тайм» ПЦР 
показал, что PeDREB2A и PeDREB1A являются 
тканеспецифическими генами, экспрессирую-
щимися в листьях, молодых стеблях и корнях. Ко-
личественный анализ генетического материала из 
листьев показал, что уровни транскрипции 
PeDREB2A быстро увеличиваются после воздейст-
вия засухи и солевого стресса, достигнув максиму-
ма через 12 и 0,5 часа, однако низкие уровни экс-
прессии наблюдались при холодовом стрессе. 
PeDREB1A проявлял сильный отклик на холодовой 
стресс, достигая пика в экспрессии через 3 часа 
после воздействия, но продемонстрировал лишь 
незначительный отклик на засуху и солевой стресс. 
В корнях транскрипция PeDREB2A была супресси-
рована, а PeDREB1A – первоначально активирован, 
но затем его активность подавлялась в условиях 
стресса [3, 5]. 

Однако гены типа DREB2 недостаточно изу-
чены. Предполагается, что для активации кодируе-
мого ими класса белков в условиях стресса может 
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потребоваться не только регулирование транскрип-
ции, но и посттрансляционная модификация, такая 
как фосфорилирование [4, 6]. 

В СССР и в России было создано множество 
селекционно-ценных сортов тополя, но они оста-
ются малоисследованными в плане генети-ческих 
основ стрессоустойчивости. Целью данной работы 
являлась оценка реакции на холодовой стресс се-
лекционно-ценных, перспективных сортов и видов 
тополя, а также исследование экспрессии гена 
DREB2 (предполагаемого аналога PeDREB2) на 
материале, отобранном в ходе предварительной 
оценки. Для ее достижения были поставлены сле-
дующие задачи: 

1) провести моделирование холодового 
стресса на черенках селекционно-ценных форм 
тополя. 

2) оценить динамику распускания почек кон-

трольных и подвергшихся промораживанию образ-
цов. 

3) выделить РНК из нескольких отобранных 
форм и определить разность экспрессии гена 
DREB2 у опытных и контрольных образцов. 

Для проведения опытов по оценке воз-
действия низких отрицательных температур образцы 
верхушечных однолетних побегов тополей отбира-
лись из коллекционно-маточной плантации на тер-
ритории лесопаркового участка ФГБУ «ВНИЛГИС-
биотех» в конце января при температуре воздуха 
около –10 °С. Для опыта бралось 5 верхушечных 
побегов, для контроля – 3. Всего для исследования 
были отобраны 17 форм настоящих и белых топо-
лей, относящихся к различным секциям (табл. 1). 

Контрольные образцы были оставлены в хо-
лодильнике при температуре, близкой к 0 °С. 
Опытные образцы помещались в морозильную ка-  

 
Таблица 1 

Заготовка стеблевых черенков тополей [7, 12] 
№ 
п/п 

Наименование формы 
Средняя высота побега 

(см) 
Происхождение, 

автор гибрида 
 I. Белые тополя с пирамидальной формой кроны 
1 ‘Болид’ 89,1  

Гибрид, Царев А.П. 2 ‘Ведуга’ 69,9 
 II. Черные тополя с пирамидальной формой кроны 
3 ‘ПОК.’ 101,3 Гибрид, Альбенский А.В. 
4 ‘Э.Д.-120’ 62,9 Гибрид, Капецкий Ф. 
5 ‘Пионер’ 41,7 Гибрид, Яблоков А.С. 
 III. Бальзамические тополя 
6 Тополь китайский 87,0 Вид Populus simonii 
7 Тополь волосистоплодный 84,8 Вид Populus trichocarpa 
8 Тополь Максимовича 93,2 Вид Populus maximowiczii 
 IV. Черные тополя с раскидистой формой кроны 
9 ‘Сакрау’ 121,8 

Гибрид Евроамериканский 
10 ‘Бахильери’ 100,0 
11 ‘Регенерата’ 79,8 
12 ‘Серотина-686’ 75,8 
13 ‘Брабантика-175’ 51,1 
14 ‘Степная Лада’ 67,8 Гибрид, Царев А.П. 

 V. Межсекционные гибриды 
15 ‘Э.c.-38’ 106,5 Гибрид, Вересин М.М. 
16 ‘Ивантеевский’ 92,7 Гибрид, Яблоков А.С. 
17 ‘Стройн’ 41,4 Гибрид, Царев А.П. 
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меру с температурой –10 °С, после чего она мед-
ленно понижалась до –38 °С в течение 5 часов 
(скорость промораживания составила 5 °С в час). 
Холодовое воздействие при данной температуре 
длилось 7 часов, после чего производилось плавное 
оттаивание до +1 °С в течение 12 часов, затем об-
разцы помещались в среду с комнатной температу-
рой (+ 18 °С). 

На следующем этапе контрольные и под-
вергнутые стрессовому воздействию образцы по-
мещались в стеклянные сосуды с дистилли-
рованной водой для лабораторного отращивания, 
которое проводилось в условиях искусственного 
освещения люминесцентными лампами при темпе-
ратуре, близкой к +18...20 °С и с фотопериодом 
16 часов. Затем производилась регулярная регист-
рация динамики распускания почек (с периодично-
стью в двое суток). 

По результатам оценки фенологической ди-
намики были выбраны наиболее «контрастные» 
представители (показывающие значительную раз-
ницу в отрастании опытных и контрольных экземп-
ляров). Из их распустившихся листьев была выде-
лена РНК (фенольным методом, с использо-ванием 
SDS-буфера). На следующей стадии проводилась 
проверка концентрации выделенной РНК при по-
мощи флюориметра Qubit 2.0 (ThermoFisher Scien-
tific, США) с использованием стандартного набора 
реактивов Qubit RNA BR Assay Kit. После приго-
товления препарата РНК должного качества и кон-
центрации осуществлялась подготовка проб для 
«реал-тайм» ПЦР, заключаю-щаяся в синтезе ком-
плиментарной ДНК на матрице выделенной РНК 
при помощи реакции обратной транскрипции с ис-
пользованием 100 нг суммарной клеточной РНК. 
Для этого применялся стандарт-ный набор для про-
ведения обратной транскрипции с ревертазой [8]. 

Полученные препараты кДНК далее исполь-
зовались для проведения ПЦР. Амплификация гена 
актина, взятого в роли нормализатора реакции, 
проводилась со специфическими праймерами, пря-
мым: 5’-GTCCTCTTCCAGCCATCTC-3’ и обрат-
ным: 5’-TTCGGTCAGCAATACCAGG-3’. В каче-
стве специфических праймеров к оцениваемому 
гену DREB2 использовались следующие нуклео-
тидные последовательности: прямой –  

5’-GAATGCATCAAGCCAAACTGAGG-3’ и обрат-
ный – 5’-CAGCCGTAGTCGTGACAGTC-3’. Опти-
мизация температуры отжига проводилась при по-
мощи градиентной ПЦР с диапазоном температур 
55-63 °С, качество продуктов проверялось с помо-
щью электрофореза, в итоге предпочтение было 
отдано температуре 63 °С. Окончательный прото-
кол ПЦР-реакции составлял 38 циклов со следую-
щими параметрами: 94 °С – 3 мин, 94 °С – 30 с, 
63 °С – 30 с, 72 °С – 30 с, а также финальная элон-
гация: 72 °С – 3 мин. Уровень относительной экс-
прессии исследуемых генов определялся с приме-
нением 2-ΔΔCt-метода с использованием программ-
ного обеспечения CFX Manager (Bio-Rad, США). 

Анализ полученных данных по динамике 
распускания почек (табл. 2) позволяет сделать не-
которые выводы относительно сортспецифических 
реакций на холодовой стресс. Установлено, что 
различные образцы тополя характеризуются раз-
ным интервалом от начала отращивания до распус-
кания первых почек. В этом плане можно условно 
выделить группы «раннераспускающихся» и 
«позднераспускающихся» представителей. К наи-
более ранним относятся тополь китайский и тополь 
Максимовича, почки которых раскрывались через 
два дня после начала отращивания. 
Позже других распускались почки образцов топо-
лей ‘Э.c.-38’, ‘Степная лада’, ‘Серотина’, ‘Бахилье-
ри’, ‘Сакрау’, ‘П.О.К’, ‘Ведуга’, ‘Болид’, наиболее 
поздним стал сорт ‘Регенерата’. Причем в данном 
случае это свойство относится как к опытным, так 
и к контрольным экземплярам.Наиболее характер-
ной реакцией на холодовой стресс для большинства 
исследованных представителей является задержка 
распускания почек, однако некоторые сорта демон-
стрируют обратную реакцию. Отдельные предста-
вители при оценке по данному параметру проявили 
толерантность к холодовому стрессу. По соотно-
шению динамики распускания почек у контроль-
ных и опытных образцов изученные сорта также 
можно разделить на следующие группы: 

1. Тополя сортов ‘Ведуга’, ‘Болид’, а также 
вид тополь китайский, у которых подвергнутые 
проморозке образцы показали более интенсивное 
распускание почек (однако по прошествии не-
скольких дней динамика может выравниваться). 
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Таблица 2 
Динамика распускания почек у контрольных и опытных экземпляров тополей 

№ 
п/п 

Наименование 
тополя 

Кон-
троль/опы

т 

Количество распустившихся почек, % (по датам) 

26.0
1 

29.
01 

31.01 02.02 05.02 07.02 09.02 12.02 14.02 

I. Белые тополя с пирамидальной формой кроны 

1 ‘Болид’ 
Опыт 0 0 0 0 40 63 83 97 97 

Контроль 0 0 0 0 4 20 68 68 68 

2 ‘Ведуга’ 
Опыт 0 0 0 0 14 61 78 78 78 

Контроль 0 0 0 0 2 7 20 20 20 
II. Черные тополя с пирамидальной формой кроны 

3 ‘ПОК’ 
Опыт 0 0 0 0 73 85 100 100 100 

Контроль 0 0 0 0 36 71 75 93 93 

4 ‘Э.Д.-120’ 
Опыт 0 0 0 6 81 88 88 88 88 

Контроль 0 0 0 68 95 95 95 95 95 

5 ‘Пионер’ 
Опыт 0 0 0 12 68 68 68 68 68 

Контроль 0   68 95 95 95 95 95 
III. Бальзамические тополя 

6 
Тополь китай-

ский 
Опыт 0 9 55 73 76 79 82 82 82 

Контроль 0 7 19 22 22 22 22 22 22 

7 
Тополь воло-
систоплодный 

Опыт 0 0 0 16 84 92 92 92 92 
Контроль 0 0 8 38 85 85 100 100 100 

8 
Тополь Макси-

мовича 
Опыт 0 45 60 65 70 70 70 75 75 

Контроль 86 100 100 100 100 100 100 100 100 
IV. Черные тополя с раскидистой формой кроны 

9 ‘Сакрау-59’ 
Опыт 0 0 0 0 3 22 56 72 72 

Контроль 0 0 0 0 14 36 64 86 86 

10 ‘Бахильери’ 
Опыт 0 0 0 0 22 43 78 87 87 

Контроль 0 0 0 0 35 47 59 71 71 

11 ‘Регенерата’ 
Опыт 0 0 0 0 0 26 50 68 68 

Контроль 0 0 0 0 0 10 35 65 70 

12 ‘Серотина-686’ 
Опыт 0 0 0 0 80 80 80 80 80 

Контроль 0 0 0 94 94 94 94 94 94 

13 ‘Брабантика-175’ 
Опыт 0 0 0 11 53 64 69 69 69 

Контроль 0 0 0 7 73 73 73 73 73 

14 ‘Степная Лада’ 
Опыт 0 0 0 0 21 29 68 71 71 

Контроль 0 0 0 0 13 50 75 88 100 
V. Межсекционные гибриды 

15 ‘Э.c.-38’ 
Опыт 0 0 0 0 5 19 86 100 100 

Контроль 0 0 0 0 6 38 63 81 81 

16 ‘Ивантеевский’ 
Опыт 0 0 14 48 62 69 72 76 76 

Контроль 0 17 83 100 100 100 100 100 100 

17 ‘Стройн’ 
Опыт 0 0 0 7 56 61 63 63 63 

Контроль 0 0 0 22 67 72 72 78 78 
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2. Сорта и виды, у которых подвергнутые 
воздействию низких температур образцы демонст-
рировали отставание в скорости распуска-ния по-
чек от контрольных (‘Ивантеевский’, ‘ЭД-120’, 
тополь Максимовича). 

3. Сорта, у которых менялась динамика рас-
пускания в течение времени отращивания. Так, 
‘Э.c.-38’ в начале показал более интенсивное рас-
пускание контрольных образов, затем – опытных. 

4. Другие генотипы тополей, у которых про-
мораживание не привело к значительным феноло-
гическим отличиям между опытными и контроль-
ными образцами (‘Пионер’, ‘Стройн’, ‘Брабантика’, 
‘Степная Лада’, ‘Регенерата’, ‘Волосистоплодный’, 
‘Сакрау’, ‘Серотина, Бахильери’). 

По итогам фенологических наблюдений для 
дальнейших исследований были отобраны 3 образ-
ца с контрастными показателями динамики распус-
кания (тополь волосистоплодный, ‘Э.c.-38’, ‘Са-
крау’). Их фенологические параметры рас-пускания 
почек наглядно представлены на рис. 1. 

В результате проведения «реал-тайм» ПЦР 
генетического материала исследуемых образцов с 
праймерами к гену DREB2 были получены сле-
дующие результаты (рис. 1). В количественном 
выражении наибольшие значения экспрессии среди 
проанализированных контрольных и опытных об-
разцов продемонстрировал опытный образец вида 
тополь волосистоплодный, наименьшее – опытный 
экземпляр гибрида ‘Э.c.-38’. 

Данное исследование показало повышение 
экспрессии гена DREB2 у двух сортов тополя (то-
поль волосистоплодный и ‘Сакрау’) в 21 и в 1,7 раз 
соответственно после проморозки. Однако в случае 
‘Э.c.-38’ наблюдался обратный результат: у опыт-
ных образцов экспрессия данного гена снизилась в 
22,6 раз. Оценка фенологической динамики показа-
ла, что интенсивность распускания почек в течение 
времени отращивания для ‘Э.c.-38’ менялась: вна-
чале он продемонстрировал более интенсивное 
распускание контрольных образов, затем – опыт-
ных, в то время как у двух других сортов контроль-
ные образцы распускались быстрее. Таким обра-
зом, можно выделить сортспецифическое действие 
промораживания: в одном случае холод активирует 
экспрессию стрессового гена DREB2, в другом слу-
чае – снижает. 

Следует учесть, что ранее данный фактор 

транскрипции исследовался преимущественно в 
связи с солевым и тепловым стрессом [2, 4], однако 
проведенный опыт подтвердил чувствительность 
его экспрессии к холодовому воздействию. Данный 
факт может получить объяснение в связи с тем, что 
физиологические механизмы холодового и солево-
го стресса в некоторой степени аналогичны и свя-
заны с дегидратацией клеток [3]. 

На основе полученных данных можно сде-
лать следующие выводы: 

1. Реакция на воздействие низких темпера-
тур у различных видов и сортов тополя является 
специфичной: в одних случаях промораживание 
ускоряет распускание почек в лабраторных услови-
ях (‘Ведуга’, ‘Болид’, тополь китайский, частично – 
‘Э.c. 38’), в других – замедляет. 

2. Изменение экспрессии стрессового гена 
DREB2 также является сортспецифичным – воз-
можно как ее повышение, так и понижение после 
промораживания. 

3. Сорта тополя с возросшей после низко-
температурного воздействия экспрессией дан-ного 
гена демонстрировали отставание подвергну-тых 
стрессу образцов по фенологической динамике. 

Очевидно, менее устойчивыми к холодовому 
воздействию оказались сорта ‘Сакрау’ и ‘Волоси-
стоплодный’, показавшие замедление веге-тации 
опытных образцов, при этом экспрессия гена 
DREB2 у них повышалась, что может трактоваться 
как часть компенсаторных реакций, являющихся 
ответом на холодовой стресс. Что же касается сорта 
‘Э.c.-38’, эта форма тополя является полиплоид-
ным, межсекционным гибридом с повышенными 
показателями устойчивости [12]. Возможно, по 
этой причине его образцы оказались более рези-
стентными к промораживанию. 
В целом можно заключить, что наблюдение дина-
мики распускания почек и оценка экспрессии генов 
является достаточно информативным марке-ром 
для изучения влияния холодового стресса на расти-
тельные организмы. Однако для уточнения связи 
фенологических параметров с экспрессией генов 
стрессоустойчивости требуются дополнитель-
ные исследования.
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Рис. 1. Показатели экспрессии гена DREB2 у исследованных образцов тополя (А) в соответствии с динамикой 
распускания почек (Б) у подвергнутых промораживанию и контрольных образцов тополя волосистоплодного 

сортов ‘Э.c.-38’ и ‘Сакрау’ 
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