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Биосинтез растительной целлюлозы осуществляется мембранным комплексом изоферментов с
участием ряда коферментов. Принято считать, что целлюлозосинтазные комплексы, синтезирую-
щие первичную и вторичную клеточную стенку, различаются по составу изоферментов. Некоторые
растительные волокна, включая флоэмные волокна льна и ксилемные волокна древесины натяже-
ния тополя, формируют третичную клеточную стенку, которая характеризуется повышенным со-
держанием целлюлозы и пониженным содержанием ксилана и лигнина. Состав и типы целлюлозо-
синтазных комплексов, вовлеченных в биосинтез третичной клеточной стенки, до сих пор не уста-
новлены. Опираясь на транскриптомные данные для растений льна (Linum usitatissimum) и тополя
(Populus alba × tremula), мы оценили экспрессию генов, кодирующих целлюлозосинтазы, в ходе раз-
вития гравитропической реакции с участием флоэмных и/или ксилемных волокон, формирующих
третичную клеточную стенку. Изменения в экспрессии генов целлюлозосинтаз, характерных как
для первичных, так и для вторичных клеточных стенок, в различных модельных системах свиде-
тельствуют о подвижности ансамбля различных изоформ целлюлозосинтаз при реализации грави-
ответа, который может затрагивать как отдельный тип клеток, так и совокупность тканей с различ-
ными типами клеточных стенок. На выделенных флоэмных волокнах льна продемонстрирована во-
влеченность целлюлозосинтаз обоих типов в формирование третичной клеточной стенки на всех
стадиях гравиответа.
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ВВЕДЕНИЕ
Целлюлоза, будучи непременным компонен-

том клеточной стенки любой растительной клет-
ки, выступает самым распространенным биопо-
лимером на нашей планете. Несмотря на то, что с
химической точки зрения целлюлоза устроена
достаточно просто и представляет собой β-1,4-D-

глюкан, элементарное звено которого – β-целло-
биоза (β-D-глюкопиранозил-(1,4)-β-D-глюко-
пираноза), биосинтез ее молекул в растениях осу-
ществляется сложноорганизованной многоком-
понентной системой ферментов. Центральное
положение в этой системе занимают целлюлозо-
синтазы (CESA), принадлежащие к семейству 2
гликозилтрансфераз (GT2, EC 2.4.1.12, согласно
CAZy). CESA собраны в мембранные комплексы,
так называемые “розетки”, при этом каждый
фермент такого комплекса синтезирует отдель-
ную глюкановую цепь. На данный момент приня-
то считать, что розетка состоит из шести “лепест-
ков”, а “лепесток” розетки – из трех индивиду-
альных белков CESA; таким образом, один
комплекс синтезирует микрофибриллу целлюлозы,
которая состоит из 18 глюкановых цепей [1, 2]. В ге-
номе резуховидки (Arabidopsis thaliana) идентифи-
цировано 10 генов, кодирующих CESA [3]. Из-

Сокращения: CESA – целлюлозосинтазы; PCW – первич-
ная клеточная стенка; SCW – вторичная клеточная стенка;
PCW CESA и SCW CESA – целлюлозосинтазы, синтезиру-
ющие целлюлозу первичных и вторичных клеточных стенок
соответственно; PUL – тянущая сторона стебля гравистиму-
лированного растения (pulling); OPP – сторона стебля, про-
тиволежащая тянущей стороне (opposite); TW – древесина
натяжения; OW – древесина, расположенная с противопо-
ложной стороны от древесины натяжения; NW – нормаль-
ная древесина; TGR – количество прочтений, картируе-
мых на каждый ген (total gene reads).
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вестно, что набор изоформ CESA отличается для
первичных и вторичных клеточных стенок, фор-
мирующихся на разных стадиях развития клеток
и имеющих различные свойства и функции. Так,
целлюлозу первичных клеточных стенок синте-
зируют изоформы CESA1, 3, 6 (далее PCW CESA,
PCW – primary cell wall), а вторичных – CESA4, 7,
8 (далее SCW CESA, SCW – secondary cell wall) [4,
5]. CESA10 – близкий гомолог CESA1; CESA2, 5,
9 – близкие гомологи CESA6 [6]. Интересно, что
in vitro каждая изоформа CESA может взаимодей-
ствовать с любой другой изоформой [7]. Кроме
того, есть единичные сообщения, согласно кото-
рым экспрессия генов PCW CESA сохраняется в
клетках ксилемных сосудов, которые формируют
вторичную клеточную стенку. Это может быть
связано с тем, что клеткам необходимо перестро-
иться с биосинтеза первичной клеточной стенки
на биосинтез вторичной, и какое-то время оба ти-
па комплекса могут функционировать на плазма-
лемме одновременно [8]. Некоторые ученые вы-
двигают и более смелые предположения, соглас-
но которым вторичную клеточную стенку
синтезируют оба типа комплексов [9].

“Поведение” целлюлозосинтазных комплек-
сов в ходе формирования третичной клеточной
стенки, которая обнаруживается только в волок-
нах и для которой характерно очень высокое со-
держание целлюлозы – до 85–90% [10], пока ис-
следовано крайне слабо. Широко используемы-
ми моделями для изучения формирования
третичной клеточной стенки служат волокна льна
(Linum usitatissimum L.) и древесина натяжения
тополя (Populus sp.) [11, 12]. Флоэмные волокна
льна после прекращения роста растяжением (ин-
трузивный рост) формируют утолщенную третич-
ную клеточную стенку; следует отметить, что это-
му процессу предшествует отложение тонкого
слоя вторичной клеточной стенки, который вы-
является только при иммуномечении [13]. Фор-
мирование третичной клеточной стенки во фло-
эмных волокнах льна происходит конститутивно,
в ходе нормального развития растений. Высокая
механическая прочность и собранность в пучки
позволяют быстро извлекать флоэмные волокна
льна, развивающиеся in planta, что дает возмож-
ность анализировать определенный тип клеток на
определенной стадии их развития, и избежать
проблем в интерпретации результатов, которые
возникают при анализе гетерогенных образцов,
состоящих из разных типов клеток.

В геноме льна (L. usitatissimum) выявлено 16 ге-
нов целлюлозосинтаз (LusCESA), из которых, су-
дя по гомологии с генами резуховидки (A. thali-
ana), 11 генов кодируют PCW CESA, а 5 – SCW
CESA [14]. Первые сведения, касающиеся экс-
прессии генов целлюлозосинтаз в волокнах льна
[14], были получены вскоре после расшифровки
генома льна [15]. С использованием количествен-

ной ПЦР было показано, что на стадии формиро-
вания третичной клеточной стенки экспрессия
генов SCW LusCESA выше, чем в тканях, форми-
рующих первичную клеточную стенку. Транс-
криптомный анализ позволил оценить экспрес-
сию генов всех изоформ LusCESA в волокнах на
разных стадиях развития и установить, что в во-
локнах, формирующих первичную клеточную
стенку, экспрессируются только гены PCW
LusCESA, тогда как в волокнах, формирующих
третичную клеточную стенку, экспрессируются
как гены PCW LusCESA, так и SCW LusCESA [16].

В ксилемных волокнах древесины натяжения
тополя (Populus sp.) также формируется третичная
клеточная стенка (альтернативное название –
G-слой вторичной клеточной стенки [17]). По со-
ставу и структуре она схожа с третичной клеточ-
ной стенкой волокон льна [18], но ее формирова-
ние индуцируется гравистимуляцией (наклон
стебля), в отличие от флоэмных волокон льна, в
которых формирование третичной клеточной
стенки происходит конститутивно. В ходе ответа
на гравистимуляцию развитие стебля в участке,
где формируется изгиб, происходит асимметрич-
но: древесина натяжения и волокна с третичной
клеточной стенкой, как ее характерный элемент,
образуются только с одной, тянущей стороны
стебля; с противоположной стороны такие изме-
нения отсутствуют. В геноме тополя (Populus
trichocarpa) идентифицировано 17 генов, кодиру-
ющих PtiCESA [19], их филогения сходна с фило-
генией целлюлозосинтаз льна [14]. Третичная
клеточная стенка может индуцироваться в
ксилемных волокнах и у растений льна, подверг-
нутых гравистимуляции [20, 21]. По механизмам
формирования она должна быть близка к третич-
ной клеточной стенке в ксилемных волокнах дре-
весины натяжения тополя. При этом в ходе гра-
витропического ответа происходят существенные
изменения и в конститутивно формируемой тре-
тичной клеточной стенке флоэмных волокон [20,
22]. Через 8 ч после гравистимуляции активируется
экспрессия генов некоторых изоформ LusCESA во
флоэмных волокнах, расположенных на верх-
ней (тянущей) стороне стебля: LusCESA1-A,
LusCESA3-B,3-C, LusCESA4, LusCESA7-B,
LusCESA8-B [16].

Накопление и систематизация транскриптом-
ных данных для льна и тополя привели к созданию
онлайн-платформы FIBexDB (https://ssl.cres-
t.org/fibex/, [23]), которая позволяет анализировать
и сопоставлять экспрессию генов целлюлозосинтаз
в различных тканях стебля льна и тополя в ходе раз-
вития гравиответа. Цель данной работы – выявить
особенности экспрессии генов целлюлозосинтаз
в волокнах различного происхождения, форми-
рующих утолщенную третичную клеточную стен-
ку, обогащенную целлюлозой. В работе рассмот-
рены три различные системы: 1) флоэмные во-
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локна льна в условиях гравистимуляции, которые
в норме формируют третичную клеточную стенку
(конститутивно); 2) ксилемная часть растений
льна (L. usitatissimum), в ксилемных волокнах ко-
торой индуцируется формирование третичной
клеточной стенки в ходе гравистимуляции;
3) древесина натяжения тополя (Populus alba ×
× tremula), в ксилемных волокнах которой фор-
мируется третичная клеточная стенка (рис. 1).
Сопоставление уровня экспрессии генов различ-
ных целлюлозосинтаз в этих системах позволяет
приблизиться к пониманию механизмов биосин-
теза целлюлозы в третичной клеточной стенке,
которые до сих пор не расшифрованы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия генов целлюлозосинтаз в тканях

стебля льна (L. usitatissimum) при гравистимуляции.
Сопоставление экспрессии генов целлюлозосин-

таз в ходе гравитропического ответа растений
льна проводили на основе ранее проведенных экс-
периментов, первичные результаты которых депо-
нированы в базе данных NCBI (PRJNA631357) и
внесены в базу данных FIBexDB. Описание мето-
дики транскриптомного анализа приведено в со-
ответствующих публикациях [16, 21, 24]. Грави-
стимуляция в этих работах достигалась путем на-
клона растений льна; при последующем развитии
гравиответа были отобраны образцы изолирован-
ных флоэмных волокон (tFIB) и ксилемной части
стебля (sXYL) с тянущей (PUL, от англ. pulling) и
противоположной стороны стебля (OPP, от англ.
opposite) через 8, 24 и 96 ч после наклона (рис. 1).
Через 96 ч стебель растения выше изгиба (сфор-
мирован в области 3–5 см выше семядольных ли-
стьев) принимал вертикальное положение. Ранее
было показано, что гравистимуляция приводит к
появлению видимых морфологических измене-
ний во флоэмных волокнах (расширение люмена

Рис. 1. (а) – Модели для исследования механизмов формирования третичной клеточной стенки и схема отбора образ-
цов льна [16, 20, 21, 24] и тополя [25]; (б) – слои клеточной стенки и изоформы целлюлозосинтаз (CESA), вовлеченные
в их формирование [4, 5].
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волокон, формирование “перетяжек” [20]), а так-
же к изменениям в экспрессии ряда генов, продук-
ты которых вовлечены в формирование клеточной
стенки [24], и модификациям в межмолекулярных
взаимодействиях между полисахаридами клеточ-
ной стенки [22]. Также гравистимуляция индуци-
ровала формирование третичной клеточной стен-
ки в ксилемных волокнах [21].

Мы рассмотрели экспрессию генов LusCESA в
ходе развития гравиответа в анализируемых тка-
нях льна. И во флоэмных волокнах, и в ксилемной
части стебля экспрессировались гены LusCESA, про-
дукты которых синтезируют целлюлозу как первич-
ной, так и вторичной клеточной стенки (рис. 2а).
При этом в ксилемной части стебля гены SCW
LusCESA были активированы в большей степени
по сравнению с флоэмными волокнами, тогда
как гены PCW LusCESA экспрессировались при-
мерно на одинаковом уровне во всех анализируе-
мых образцах. Ксилемная часть стебля представ-
ляет собой смесь тканей, в которой присутствуют
клетки с первичной клеточной стенкой, при этом
большая часть представлена сосудами и волокна-
ми, которые формируют вторичную клеточную
стенку. В таком случае, если опираться на класси-
ческие представления о формировании клеточ-
ных стенок, в ксилемной части стебля экспрес-
сию генов PCW LusCESA мы можем ассоцииро-
вать с формированием клеточных стенок
паренхимы, молодых сосудов и волокон, а повы-
шенную экспрессию генов SCW LusCESA – с фор-
мированием вторичной клеточной стенки в зре-
лых сосудах и волокнах, которые преобладают в
этой части стебля. Более того, известно, что при
переходе от синтеза первичной клеточной стенки
к отложению вторичной какое-то время возмож-
но сосуществование двух типов комплексов [8].

Во флоэмных волокнах, формирующих тре-
тичную клеточную стенку, экспрессия генов PCW
LusCESA была примерно на том же уровне, что и в
ксилемной ткани, и даже более выражена для не-
которых изоформ на ранних стадиях гравиответа
(8 и 24 ч) в волокнах с тянущей части стебля. При
этом образцы изолированных волокон обогаще-
ны именно волокнами с третичной клеточной
стенкой, а не выступают смесью тканей, как
ксилемная часть. Это означает, что по крайней
мере в одном типе клеток – волокнах, формирую-
щих третичную клеточную стенку, – одновремен-
но экспрессируются и PCW LusCESA, и SCW
LusCESA, причем это наблюдается и в контроль-
ных растениях, и на разных стадиях развития гра-
виответа.

Если сравнить экспрессию LusCESA во флоэм-
ных волокнах и ксилемной части гравистимули-
рованных и контрольных растений (рис. 2б), то
существенные изменения в экспрессии LusCESA
отчетливо детектировались в изолированных

флоэмных волокнах. При этом изменения на-
блюдались как с тянущей, так и с противополож-
ной стороны стебля, хотя и в разных временных
точках: повышение экспрессии большинства ге-
нов PCW и SCW LusCESA отмечалось в волокнах с
тянущей стороны уже после 8 ч после наклона,
тогда как с противоположной стороны стебля
максимальные отличия с контрольными растени-
ями наблюдались позднее (24 ч после наклона)
(рис. 2б).

Если сравнить экспрессию генов LusCESA в
изолированных волокнах одних и тех же расте-
ний, но отобранных с тянущей и противополож-
ных сторон стебля (PUL/OPP), то очевидно, что
более высокая их активация наблюдалась во фло-
эмных волокнах с тянущей стороны на ранней
стадии гравиответа (8 ч) (рис. 2в). Именно в во-
локнах, локализованных на тянущей стороне
стебля, наблюдаются существенные морфологи-
ческие изменения в ходе гравиответа [20].
В ксилемной части стебля изменения в экспрес-
сии были незначительными, хотя экспрессия не-
которых генов PCW LusCESA повышалась в участ-
ках стебля с тянущей стороны, а на более поздних
этапах (96 ч после наклона) отмечалось неболь-
шое повышение экспрессии генов SCW LusCESA
(рис. 2в). Поскольку в ксилемных волокнах с тя-
нущей стороны стебля индуцируется формирова-
ние третичной клеточной стенки [20, 22], отсут-
ствие выраженных вариаций в экспрессии раз-
личных генов LusCESA может быть связано с
гетерогенностью образцов ксилемы, в которых
количество клеток, формирующих третичную
стенку, существенно ниже, чем клеток, отклады-
вающих вторичную стенку. В последних, судя по
полученным данным, экспрессия LusCESA не из-
меняется существенно в ответ на гравистимуля-
цию. Возможно также, что высокий уровень экс-
прессии SCW LusCESA, характерный для клеток
ксилемы, формирующих вторичную клеточную
стенку (рис. 2а), достаточен для запуска отложе-
ния третичной клеточной стенки в ходе гравиот-
вета.

Кластеризация генов LusCESA по характеру
изменения их экспрессии, проведенная для фло-
эмных волокон и образцов ксилемы льна, выяви-
ла в обоих случаях несколько групп генов (рис. 3).
В некоторых из этих кластеров гены PCW LusCESA и
SCW LusCESA были перемешаны друг с другом.
Так, у флоэмных волокон во втором кластере
LusCESA8-A соседствовал с двумя вариантами
LusCESA3 и с LusCESA6-В, а в третьем кластере
присутствовали несколько вариантов LusCESA6 и
LusCESA4 (рис. 3а). Аналогично, во второй кла-
стер из образцов ксилемы попали несколько SCW
LusCESA и LusCESA3-С (рис. 3б). Это может сви-
детельствовать о сходном характере регуляции
некоторых PCW и SCW LusCESA при формирова-
нии третичной клеточной стенки, что не харак-
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Рис. 2. (а) – Экспрессия генов LusCESA во флоэмных волокнах (tFIB) и ксилемной части (sXYL) на разных сторо-
нах стебля льна (тянущей, PUL, и противоположной, OPP) в ходе развития гравиответа (8, 24, 96 ч после накло-
на); (б) – отношение экспрессии генов LusCESA в тканях растений льна (tFIB_PUL, tFIB_OPP, sXYL_PUL,
sXYL_OPP) в ходе развития гравиответа (8, 24, 96 ч после наклона) к экспрессии генов в соответствующих тканях кон-
трольных растений, которые не подвергались гравистимуляции (tFIBb, sXYLb); (в) – отношение экспрессии генов
LusCESA в тканях растений льна (tFIB, sXYL), отобранных с тянущей стороны стебля (PUL), к экспрессии генов в тка-
нях из соответствующих участков стебля, отобранных с противоположной стороны тех же растений (OPP), в ходе раз-
вития гравиответа (8, 24, 96 ч после наклона). Оранжевые столбики – LusCESA, продукты которых вовлечены в фор-
мирование первичной клеточной стенки (PCW); синие столбики – LusCESA, продукты которых вовлечены в форми-
рование вторичной клеточной стенки (SCW).
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МОКШИНА и др.

терно для других типов клеточных стенок. По-
следствия такой комбинации для свойств форми-
руемых микрофибрилл целлюлозы еще предстоит
выяснить.

Кластеризация четко выявляет различия в экс-
прессии LusCESA в образцах, отобранных с раз-
личных сторон стебля гравистимулированных
растений льна (PUL и OPP). Особенно четко эти
различия выявляются на изолированных флоэм-
ных волокнах. Изучение особенностей строения
целлюлозы гравистимулированных растений
льна с помощью твердотельного ЯМР хоть и не
выявило существенных различий в размерах мак-
рофибрилл целлюлозы для PUL и контрольных
образцов, но продемонстрировало существенные
различия в их организации, а также в параметрах
микрофибрилл, формирующих эти макрофибрил-
лы. При гравистимуляции наблюдалось увеличение
степени кристалличности целлюлозы (за счет увели-
чения размера кристаллического кора микрофиб-
рилл), снижение отношения Iα/Iβ (прежде всего, за
счет возрастания доли β-алломорфа), уменьшение
доли паракристаллической целлюлозы и снижение
доли цепей недоступной поверхности микрофиб-
рилл, погруженной внутрь макрофибриллы. Усиле-
ние упорядоченности сопровождалось снижением
подвижности целлюлозы, что было продемонстри-
ровано в SP/MAS 13C-ЯМР-экспериментах [22].

Экспрессия генов целлюлозосинтаз в древесине
тополя (P. alba × tremula) при гравистимуляции.
Наиболее известный пример индуцированного
формирования третичной клеточной стенки –
древесина натяжения тополя (Populus sp.), в кото-
рой третичная клеточная стенка формируется в

ксилемных волокнах на верхней части ствола
(стебля) при его наклоне. Отложение третичной
клеточной стенки происходит в ксилемных во-
локнах, которые уже содержат выраженные слои
вторичной (один или несколько) клеточной стен-
ки [10]. Ранее уже отмечалось, что формирование
желатинозного слоя (третичной клеточной стен-
ки) в древесине натяжения осины (Populus tremu-
la) сопровождается увеличением экспрессии гена
PtaCESA8-B, а для остальных генов SCW PtaCESA
отмечали снижение экспрессии по сравнению с
нормальной древесиной [26]. При этом анализа
экспрессии генов, кодирующих все изоформы
CESA, в ходе развития гравиответа в древесине
натяжения (tension wood, TW) и сравнения их с
нормальной древесиной (normal wood, NW) и с
древесиной на противоположной стороне (oppo-
site wood, OW) не проводилось. В своей работе для
анализа экспрессии генов Pa×tCESA мы исполь-
зовали данные для гибрида тополя белого и оси-
ны (P. alba × tremula INRA 717-1B4), размещенные
в FIBexDB [25]. Для RNA-seq-анализа Zinkgraf
et al. отбирали образцы древесины натяжения
(TW) и образцы древесины с противоположной
стороны (OW) через 2, 8, 24, 48, 96 и 336 ч после
наклона растений. В качестве референсного гено-
ма при RNA-seq-анализе данных транскриптомов
гибридного тополя P. alba × tremula использовали
геном тополя P. trichocarpa [25]; различия в нук-
леотидных последовательностях генов этих видов
минимальны, об эффективности и допустимости та-
кого анализа также говорится в работе Liu et al. [27].

При анализе экспрессии генов Pa×tCESA в
древесине гибридного тополя ожидаемо выявлен

Рис. 3. Кластеризация генов LusCESA во флоэмных волокнах (а) и ксилемной части стебля льна (б) в ходе гравистиму-
ляции (через 8, 24, 96 ч после наклона). tFIB_PUL и sXYL_PUL – изолированные флоэмные волокна и ксилемная
часть соответственно с тянущей стороны стебля льна; tFIB_OPP и sXYL_OPP – изолированные флоэмные волокна и
ксилемная часть соответственно с противоположной стороны стебля льна. Цвета тепловой карты отражают уровень
экспрессии в горизонтальном ряду (образцы) от максимального (красный) до минимального (синий).
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более высокий уровень экспрессии генов SCW
Pa×tCESA по сравнению с PCW Pa×tCESA во всех
тканях (рис. 4а). Экспрессия генов SCW Pa×tCESA
(при усреднении экспрессии генов всех изоформ
PCW и SCW) была выше в ~12.7 раз по сравнению с
генами PCW Pa×tCESA: 28000 и 2200 прочтений,
картируемых на каждый ген (total gene reads, TGR)
соответственно. При этом наблюдалась разница в
экспрессии генов различных изоформ (PCW и
SCW) в разных образцах древесины, а также изме-
нение в экспрессии генов различных изоформ в хо-
де развития гравитропической реакции. Так, во
всех образцах древесины высокий уровень экс-
прессии был присущ гену Pa×tCESA4, а ген
Pa×tCESA8-A имел минимальный уровень экс-
прессии среди генов SCW Pa×tCESA во всех об-
разцах древесины.

При сравнении экспрессии Pa×tCESA в обра-
зуемой в ответ на гравистимуляцию древесине
натяжения с нормальной древесиной (рис. 4б) по-
казано, что экспрессия некоторых генов PCW
Pa×tCESA и всех SCW Pa×tCESA подавлена в дре-
весине с противоположной стороны (OW), тогда
как некоторые гены PCW Pa×tCESA, наоборот,
существенно активировались в этих образцах по
сравнению с контролем. В древесине натяжения
разница с контрольными образцами была не
столь существенной (рис. 4б), при этом, начиная
с 48 ч, наблюдалась активация экспрессии генов
SCW Pa×tCESA. Поскольку образцы древесины
представляют собой смесь тканей, в которых
формируется и первичная, и вторичная клеточ-
ные стенки, то соотнести активацию определен-
ных изоформ с формированием определенного
типа клеточной стенки, опираясь на представ-
ленные данные, невозможно. При этом древеси-
на натяжения отличается от нормальной древеси-
ны и древесины с противоположной стороны
стебля, главным образом, наличием третичной
клеточной стенки в ксилемных волокнах.

При сравнении транскрипционных профилей
генов Pa×tCESA в образцах, которые отобраны с
одних и тех же растений (древесина натяжения и
древесина противоположной стороны стебля), в
древесине натяжения была выявлена активация
экспрессии некоторых генов PCW Pa×tCESA
(Pa×tCESA1-A, 3-A, 3-B, 6-A, 6-B, 6-D, 6-E) и по-
давление экспрессии остальных генов PCW
Pa×tCESA (рис. 4в). Максимальные различия в
экспрессии генов PCW Pa×tCESA наблюдали че-
рез 48 и 96 ч после гравистимуляции, через 336 ч
различия постепенно сглаживались, тогда как
экспрессия некоторых генов SCW Pa×tCESA
(Pa×tСESA7-A, 8-A, 8-B) активировалась в древе-
сине натяжения по сравнению с древесиной, рас-
положенной с противоположной стороны стебля,
и достигала максимума через 336 ч (рис. 4в). Кла-

стеризация генов выявила группы, в каждой из
которых представлены исключительно гены PCW
Pa×tCESA либо SCW Pa×tCESA (рис. 5).

Сравнение экспрессии генов различных изоформ
CESA в тканях стебля льна и тополя в ходе грави-
стимуляции. Во всех анализируемых нами систе-
мах представлены образцы тянущей части (PUL,
TW) и противоположной части стебля (OPP, OW)
гравистимулированного растения, что позволяет
провести сопоставление динамики экспрессии
CESA в ходе гравиответа. Такое сопоставление
опирается на результаты проведенного ранее фи-
логенетического анализа аминокислотных после-
довательностей целлюлозосинтаз резуховидки
(A. thaliana), льна (L. usitatissimum) и тополя
(P. trichocarpa) [14], позволившего соотнести раз-
личные изоформы CESA и провести их обозначе-
ние с учетом степени родства. В геномах льна и
тополя произошло увеличение числа всех изо-
форм CESA по сравнению с резуховидкой, при
этом большинство ортологов в геноме льна име-
ют соответствующие ортологи в геноме у тополя,
за исключением изоформы PtiCESA3-D, которая
не выявлена у льна. Экспрессия для паралогов од-
ного гена может иметь как сходную динамику,
что может свидетельствовать об их схожих функ-
циях, так и отличаться, что может свидетельство-
вать об их различных функциях. Чаще для CESA
мы наблюдаем реализацию первого сценария,
особенно при явной дупликации генов (напри-
мер, LusCESA1-A/B, LusCESA7-A/B), а отличия в
экспрессии выявляются для генов изоформ из
клад с большим количеством представителей (на-
пример, LusCESA3, LusCESA6).

Сопоставление транскриптомных данных для
разных модельных систем позволило обнаружить
ряд закономерностей в динамике экспрессии ге-
нов CESA в ходе гравиответа. В ксилемных образ-
цах реакция развивалась позднее, чем во флоэм-
ных волокнах, что, по всей видимости, связано с
тем, что во флоэмных волокнах формирование
третичной стенки уже отлажено, а в ксилемных
образцах инициируется с нуля (рис. 6а, 6б).
С этим же, вероятно, отчасти связана и на поря-
док более низкая экспрессия SCW LusCESA во
флоэмных волокнах льна (даже на тянущей сто-
роне стебля) по сравнению с ксилемными образ-
цами из обоих проанализированных видов расте-
ний (рис. 7а, 7б). При этом основной причиной
такого эффекта служит активное формирование
вторичной клеточной стенки во многих тканях
гетерогенных ксилемных образцов, тогда как в
тканево-однородных флоэмных волокнах этот
процесс полностью отсутствует. Очевидно, что
при формировании третичной клеточной стенки
гены PCW и SCW CESA экспрессируются пример-
но на одинаковом уровне, в то время как при от-
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Рис. 4. (a) – Экспрессия генов Pa×tCESA в нормальной древесине (NW), в древесине натяжения (TW) и противопо-
ложной древесине (OW) гибридного тополя (P. alba × tremula) в ходе развития гравиответа (2, 8, 24, 48, 96, 336 ч после
наклона); (б) – отношение уровня экспрессии генов Pa×tCESA в тканях древесины (OW, TW) в ходе развития гравиот-
вета (2, 8, 24, 48, 96, 336 ч после наклона) к уровню экспрессии генов в древесине контрольных растений (NW); (в) –
отношение уровня экспрессии генов Pa×tCESA в тканях древесины натяжения (TW) к уровню экспрессии генов в тка-
нях древесины, противолежащей древесине натяжения (OW), в ходе развития гравиответа (2, 8, 24, 48, 96, 336 ч после
наклона). Оранжевые столбики – Pa×tCESA, продукты которых вовлечены в формирование первичной клеточной
стенки, синие столбики – Pa×tCESA, продукты которых вовлечены в формирование вторичной клеточной стенки.
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ложении вторичной клеточной стенки этот ба-
ланс резко сдвинут в сторону SCW CESA.

Изменения экспрессии генов Pa×tCESA в дре-
весине натяжения тополя более многоплановы,
чем в образцах льна. Так, в ходе гравиответа на-
блюдалась активация экспрессии некоторых
Pa×tCESA в ксилемных тканях, расположенных
со стороны ОW, по сравнению с TW (Pa×tCESA1 и
Pa×tCESA4; рис. 6в, 7в). В аналогичных образцах
льна экспрессия ни одной из изоформ LusCESA в
образце OPP не превышала таковую в образце
PUL. Было высказано предположение, что меха-
низмы биосинтеза клеточной стенки флоэмных
волокон тополя могут отличаться от биосинтеза
клеточной стенки ксилемных волокон с третич-
ной клеточной стенкой, поскольку нокаут генов
SCW PtiCESA по-разному сказывался на морфо-
логии этих клеток [28]. При этом у льна все базо-
вые характеристики третичной клеточной стен-
ки, конститутивно формируемой во флоэмных
волокнах, аналогичны таковым в индуцируемой в
ксилемных волокнах в ходе гравиответа [21].

Разные гены, кодирующие различные изофор-
мы одного и того же варианта целлюлозосинтазы
(например, CESA3), имели различные паттерны
экспрессии, причем некоторые закономерности
выявлялись во всех проанализированных модель-
ных системах. Так, ген CESA6-F имел существен-
но более низкий уровень экспрессии во всех об-
разцах (лен и тополь) по сравнению с другими ге-

нами первичных изоформ (на порядок/порядки),
что позволяет предположить функциональные
отличия кодируемого им продукта от продуктов
других CESA6. Наглядно продемонстрирована
диверсификация экспрессии различных изоформ
гена LusCESA3: наблюдалось увеличение экс-
прессии LusCESA3-B и LusCESA3-С в волокнах с
тянущей стороны и низкий уровень экспрессии
гена LusCESA3-A во всех проанализированных
тканях (рис. 6а, 6б). Вероятно, продукт гена
LusCESA3-A, как и LusCESA6-F, функционально
отличается от других членов рассматриваемой
клады и не ассоциирован с реализацией гравиот-
вета.

В ходе развития гравиответа динамика экс-
прессии некоторых генов CESA сходным образом
отличалась в образцах тянущей и противополож-
ной стороны стебля во всех модельных системах.
Так, во всех образцах с тянущей стороны стебля
происходила активация экспрессии CESA8-В
(рис. 7). Подобный эффект отмечался также в
древесине натяжения осины (P. tremula); было даже
высказано предположение, что третичная клеточ-
ная стенка в древесине натяжения синтезируется
особым комплексом, который состоит исключи-
тельно из CESA8-B [26]. Это предположение было
опровергнуто недавно опубликованной работой,
согласно которой нокаут любого из генов SCW
CESA (PtiCESA4, или PtiCESA7A/B, или PtiCESA8A/B)
приводит к тому, что в ксилемных и флоэмных

Рис. 5. Кластеризация генов Pa×tCESA в древесине натяжения (TW) и в древесине противоположной стороны стебля
(OW) в ходе гравистимуляции тополя (через 2, 8, 24, 96, 336 ч после наклона). Цвета тепловой карты отражают уровень
экспрессии в горизонтальном ряду (образцы) от максимального (красный) до минимального (синий).
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Рис. 6. Экспрессия генов PCW CESA в изолированных волокнах льна (а), в ксилемной части стебля льна (б) и в древе-
сине тополя (OW, TW) (в) в ходе гравиответа. В качестве первой точки приведены данные для контрольных растений,
которые не подвергались гравистимуляции; (г) – филогенетическое древо CESA резуховидки, тополя (P. trichocarpa) и
льна. Построено для аминокислотных последовательностей CESA (Mokshina et al., 2014) с помощью программы
MEGA7 (Maximum Likelihood метод, модель JTT+G). Клады, несущие изоформы PCW CESA (оранжевый), объедине-
ны; клады для изоформ SCW CESA (синий) объединены для разных растений.
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волокнах гравистимулированных растений то-
поля не формируется третичная клеточная стен-
ка [28].

В экспериментальных работах, посвященных
функционированию целлюлозосинтазных ком-
плексов, периодически возникает вопрос о сте-
хиометрии входящих в них изоформ. Принято счи-
тать, что SCW CESA в комплексах находятся в экви-
молярных соотношениях, т.е. 1 : 1 : 1 для CESA4, 7,
8, как показано при отложении вторичных стенок
в ксилеме резуховидки (A. thaliana) [29] и древеси-

не ели обыкновенной (Picea abies) [26]. Стехио-
метрия изоформ CESA1, 3, 6 при формировании
первичной клеточной стенки резуховидки так-
же определена как эквимолярная, т.е. 1 : 1 : 1
[30]. Однако в древесине осины (P. tremula), как
установлено при масс-спектрометрическом
анализе представленности пептидных фраг-
ментов, специфичных для конкретных изоформ,
соотношение SCW CESA составляет 3 : 2 : 1
(PtaCESA8a/b : PtaCESA4 : PtaCESA7a/b), причем в
древесине натяжения оно меняется на 8 : 3 : 1 [26].

Рис. 7. Экспрессия генов SCW CESA в изолированных волокнах льна (а), в ксилемной части стебля льна (б) и в древе-
сине тополя (OW, TW) (в) в ходе гравиответа. В качестве первой точки приведены данные для контрольных растений,
которые не подвергались гравистимуляции; (г) – филогенетическое древо CESA резуховидки, тополя (P. trichocarpa) и
льна. Построено для аминокислотных последовательностей CESA (Mokshina et al., 2014) с помощью программы
MEGA7 (Maximum Likelihood метод, модель JTT+G). Клады, несущие изоформы SCW CESA (синий), объединены;
клады для изоформ PCW CESA (оранжевый) объединены для разных растений.

(а)

(г)

(б) (в)

0

35 000

70 000

0

35 000

70 000

0

35 000

70 000

NW 2 ч 8 ч 24 ч 48 ч 96 ч 336 ч

NW 2 ч 8 ч 24 ч 48 ч 96 ч 336 ч

NW 2 ч 8 ч 24 ч 48 ч 96 ч 336 ч

0

3500

7000

FIB_CTR 8 ч 24 ч 96 ч 8 ч 24 ч 96 ч

FIB_CTR 8 ч 24 ч 96 ч

FIB_CTR 8 ч 24 ч 96 ч

0

17  500

35  000

0

3500

7000

0

17  500

35  000

0

17  500

35  000

XYL_CTR

8 ч 24 ч 96 чXYL_CTR

8 ч 24 ч 96 чXYL_CTR
0

3500

7000

LusCESA8-A_OPP LusCESA8-A_PUL

LusCESA8-B_OPP LusCESA8-B_PUL

tFIB sXYL

tFIB

tFIB

sXYL

sXYL

 CESA1/3

 CESA6

 AtCESA7

 LusCESA7-A/B

 PtiCESA7-A/B

 AtCESA8

 LusCESA8-A/B

 PtiCESA8A/B

 AtCESA4

 LusCESA4/PtiCESA4

100

100

73

100

100

100

82

100

80

100

100

94

73

100

0.05

У
р

о
в

е
н

ь
 э

к
с

п
р

е
с
с

и
и

, 
T

G
R

LusCESA4

LusCESA7

LusCESA4

LusCESA7

LusCESA8 LusCESA8

Pa×tCESA4

Pa×tCESA7

Pa×tCESA8

LusCESA4-A_OPP LusCESA4-A_PUL

LusCESA7-A_OPP LusCESA7-A_PUL

LusCESA7-B_OPP LusCESA7-B_PUL

LusCESA7-A_OPP LusCESA7-A_PUL

LusCESA7-B_OPP LusCESA7-B_PUL

LusCESA8-A_OPP LusCESA8-A_PUL

LusCESA8-B_OPP LusCESA8-B_PUL

LusCESA4-A_OPP LusCESA4-A_PUL Pa × tCESA4_OW

Pa × tCESA7-A_OW

Pa × tCESA7-B_OW

Pa × tCESA7-A_TW

Pa × tCESA7-B_TW

Pa × tCESA8-A_OW

Pa × tCESA8-B_OW

Pa × tCESA8-A_TW

Pa × tCESA8-B_TW

Pa × tCESA4_TW



324

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 3  2022

МОКШИНА и др.

Судя по нашим данным, полученным при анали-
зе динамики уровня мРНК соответствующих ге-
нов, стехиометрия как PCW, так и SCW CESA по-
движна и может различаться, т.к. не все изофор-
мы активируются в равной степени. Например,
LusCESA3-B и LusCESA3-С активируются в боль-
шей степени во флоэмных волокнах с тянущей
стороны. Также остается открытым вопрос о том,
различается ли стехиометрия CESA в волокнах раз-
личного происхождения (флоэмные и ксилемные).

Вопрос о стехиометрии изоформ связан с во-
просом их функциональных различий, в частно-
сти с характером расположения изоформ в ком-
плексе, их взаимодействия между собой и другими
вспомогательными белками. Анализ функцио-
нальных особенностей SCW CESA показал отли-
чия в сайт-специфичности при белковых взаимо-
действиях, что может обусловливаться их поло-
жением в комплексе. Так, показано, что CESA7
имеет наибольшую сайт-специфичность, и поло-
жение этого белка наиболее критично для функ-
ционирования всего комплекса, тогда как CESA8,
напротив, в наименьшей степени обладает спе-
цифичностью при взаимодействии с другими
белками [31]. Интересно, что именно целлюлозо-
синтаза AtCESA7 способна частично восстанав-
ливать биосинтез целлюлозы первичной клеточ-
ной стенки при трансформации кодирующего ее
гена в мутанты резуховидки cesa3, а целлюлозо-
синтаза AtCESA1 может частично восстановить
биосинтез вторичной клеточной стенки у мутанта
cesa8ko [7]. Кроме того, согласно филогенетиче-
скому анализу, клада генов, кодирующих CESA7,
отличается от клад других SCW CESA (рис. 7г).

Таким образом, гравистимуляция приводит к
активации экспрессии генов некоторых изоформ
LusCESA, при этом во флоэмных волокнах льна
подобная активация может быть с большой веро-
ятностью ассоциирована с перестройками в тре-
тичной клеточной стенке волокна, а в ксилемных
тканях и древесине натяжения активация CESA
может быть связана с перестройками и биосинте-
тическими процессами в разных типах клеток.
В целом полученные данные свидетельствуют об
особенностях набора различных изоформ целлюло-
зосинтаз при формировании третичной клеточной
стенки. На каких именно параметрах биосинтеза
целлюлозы эти особенности сказываются, предсто-
ит выяснить в дальнейших исследованиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для оценки экспрессии генов CESA использо-

вали нормализованные транскриптомные данные,
размещенные в базе данных FIBexDB, подбаза

транскриптомов льна (https://ssl.cres-t.org/fibex/flax/,
[23]). Для растений льна транскриптомные данные (в
двух повторностях) были получены нами ранее для
изолированных волокон и ксилемной части стебля
прямостоячих растений (tFIBb, sXYL), а также с тя-
нущей (tFIBb_PUL, sXYLb_PUL) и противополож-
ной стороны (tFIBb_OPP, sXYLb_OPP) стебля в хо-
де развития гравитропической реакции (через 8,
24, 96 ч после наклона) (номер проекта в NCBI
PRJNA631357) (табл. 1). Транскриптомные дан-
ные были верифицированы с помощью количе-
ственной ПЦР путем попарного сравнения экс-
прессии некоторых изоформ LusCESA, а также ге-
нов других белков, в волокнах на разных сторонах
стебля и с волокнами контрольных растений [24].
Аннотация генов целлюлозосинтаз была прове-
дена согласно работе Mokshina et al. [14].

Для древесины тополя использовали транс-
криптомные данные эксперимента [25] (номер
проекта в NCBI PRJNA398515), размещенные в
FIBexDB, подбаза транскриптомов тополя
(https://ssl.cres-t.org/fibex/poplar/, [23]). Zinkgraf
et al. [25] наклоняли 6-месячные растения тополя
(P. alba × tremula INRA 717-1B4) до горизонталь-
ного положения и отбирали образцы из участка
стебля 20–40 междоузлия после удаления коры
через 2, 8, 24, 48, 96 и 336 ч гравистимуляции, со-
бирая ксилемную часть лезвием с соответствую-
щих сторон (TW, OW) (табл. 1); далее проводили
RNA-seq-анализ [25]. Аннотация генов CESA топо-
ля проведена нами на основе работы Kumar et al.
[19] и с помощью сервиса Popgenie (https://popge-
nie.org/) (табл. 2). Согласно номенклатуре, предло-
женной в работе Kumar et al. [19], в префиксе генов
CESA P. trichocarpa сокращается до Pti, P. tremula – до
Pta, P. canescens (alba× tremula) – до Pa×t. Для генов
льна и тополя указан ID согласно базе данных Phy-
tozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/), в кото-
рой в качестве префиксов для обозначения генов
льна и тополя используются Lus и Potri соответ-
ственно.

Кластеризацию проводили с помощью опций
базы данных FIBexDB: список номеров генов по-
мещали в окно “search by multiple queries”. После
вывода на экран данных экспрессии для выбранных
генов и образцов выбирали алгоритм для кластериза-
ции k-means (Cluster3) (число кластеров – 4), Pearson
correlation.

Построение филогенетического древа на ос-
нове аминокислотных последовательностей CESA
льна (L. usitatissimum), тополя (P. trichocarpa) и ре-
зуховидки (A. thaliana) [14] проводили с помощью
программы MEGA7 (Maximum Likelihood метод,
модель JTT+G).
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Таблица 2. Номера генов CESA и их сокращения

* Поскольку при анализе транскриптомов P. alba × tremula использовали геном P. trichocarpa в качестве референсного [25],
названия генов PtiCESA и Pa×tCESA совпадают.

Ген льна (Phytozome) Название гена Ген тополя
(Phytozome) Название гена*

PCW CESA
Lus10018902 
Lus10028597

LusCESA1-A 
LusCESA1-B

Potri.018G029400 
Potri.006G251900

PtiCESA1-A/Pa×tCESA1-A 
PtiCESA1-B/Pa×tCESA1-B

Lus10039607 
Lus10007538 
Lus10012198

LusCESA3-A 
LusCESA3-B 
LusCESA3-C

Potri.006G052600 
Potri.016G054900 
Potri.009G060800 
Potri.001G266400

PtiCESA3-A/Pa×tCESA3-A 
PtiCESA3-B/Pa×tCESA3-B 
PtiCESA3-C/Pa×tCESA3-C 
PtiCESA3-D/Pa×tCESA3-D

Lus10006161 
Lus10041063 
Lus10003526 
Lus10002939 
Lus10002940 
Lus10022449

LusCESA6-A 
LusCESA6-B 
LusCESA6-C 
LusCESA6-D 
LusCESA6-E 
LusCESA6-F

Potri.005G087500 
Potri.007G076500 
Potri.005G194200 
Potri.002G066600 
Potri.013G019800 
Potri.005G027600

PtiCESA6-A/Pa×tCESA6-A 
PtiCESA6-B/Pa×tCESA6-B 
PtiCESA6-C/Pa×tCESA6-C 
PtiCESA6-D/Pa×tCESA6-D 
PtiCESA6-E/Pa×tCESA6-E 
PtiCESA6-F/Pa×tCESA6-F

SCW CESA
Lus10008226 LusCESA4 Potri.002G257900 PtiCESA4/Pa×tCESA4
Lus10043485 
Lus10043486

LusCESA7-A 
LusCESA7-B

Potri.006G181900 
Potri.018G103900

PtiCESA7-A/Pa×tCESA7-A 
PtiCESA7-B/Pa×tCESA7-B

Lus10007296 
Lus10029245

LusCESA8-A 
LusCESA8-B

Potri.011G069600 
Potri.004G059600

PtiCESA8-A/Pa×tCESA8-A 
PtiCESA8-B/Pa×tCESA8-B

Таблица 1. Описание образцов, транскриптомные данные которых были использованы в работе

№ Название образца Растение Описание Ссылка

1 tFIBb L. usitatissimum Изолированные волокна с третичной клеточной 
стенкой (tFIBb). Нижняя часть стебля, 5 см, без 
наклона

 [32]

2 tFIBb_PUL8/24/96 L. usitatissimum Изолированные волокна с третичной клеточной 
стенкой с тянущей стороны (PUL) стебля через 8, 
24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

3 tFIBb_OPP8/24/96 L. usitatissimum Изолированные волокна с третичной клеточной 
стенкой (tFIB) с противоположной стороны (OPP) 
стебля через 8, 24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

4 sXYLb L. usitatissimum Ксилемная часть стебля с вторичной клеточной 
стенкой (sXYL). Нижняя часть стебля, 5 см, без 
наклона

 [32]

5 sXYLb_PUL8/24/96 L. usitatissimum Ксилемная часть стебля с вторичной клеточной 
стенкой (sXYL) с тянущей стороны (PUL) стебля 
через 8, 24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

6 sXYLb_OPP8/24/96 L. usitatissimum Ксилемная часть стебля с вторичной клеточной 
стенкой (sXYL) с противоположной стороны (OPP) 
стебля через 8, 24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

7 NW_0 P. alba × tremula Нормальная древесина, без наклона  [25]
8 TW_2/8/24/48/96/336 P. alba × tremula Древесина натяжения после 2, 8, 24, 48, 96 и 336 ч 

гравистимуляции
 [25]

9 OW_2/8/24/48/96/336 P. alba × tremula Древесина с противоположной стороны после 2, 8, 
24, 48, 96 и 336 ч гравистимуляции

 [25]
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что гравистимуляция вызывает пе-
рестройки в клеточной стенке флоэмных волокон
льна (L. usitatissimum), которые сопровождаются
кратковременной активацией биосинтетических
процессов на ранних стадиях гравиответа с уча-
стием различных изоформ целлюлозосинтаз.
В ксилемной части стебля льна гравистимуляция
приводит к индукции образования третичной
клеточной стенки в ксилемных волокнах, что со-
провождается постепенным увеличением экс-
прессии генов целлюлозосинтаз, вовлеченных в
формирование вторичной клеточной стенки
(SCW LusCESA). Гравистимуляция древесины
тополя (Populus sp.) также сопровождается акти-
вацией некоторых генов PCW и SCW Pa×tCESA в
древесине натяжения. Активация экспрессии не-
которых генов PCW Pa×tCESA и подавление экс-
прессии других генов PCW Pa×tCESA отмечались
в древесине, расположенной на противополож-
ной от древесины натяжения стороне стебля.
Особую роль в гравиответе у различных систем
(флоэмные волокна, древесина натяжения) мо-
жет играть CESA8-B, поскольку увеличение экс-
прессии гена этой изоформы было продемон-
стрировано как для древесины натяжения, так и
для флоэмных волокон с тянущей стороны стебля
льна. Стехиометрия SCW CESA в волокнах льна и
древесины натяжения тополя может быть сход-
ной, а стехиометрия PCW CESA предположи-
тельно не эквимолярная.
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Expression of Cellulose Synthase Genes during the Gravistimulation of Flax
(Linum usitatissimum) and Poplar (Populus alba × tremula) Plants
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Plant cellulose is synthesized on the plasma membrane by the cellulose synthase complex and a number of
coenzymes. Different cellulose synthases are thought to be involved in the primary and secondary cell wall
biosynthesis. Plant fibers, such as f lax phloem fibers and xylem fibers of poplar tension wood, produce a ter-
tiary cell wall with increased cellulose content and a lack of xylan and lignin. The composition and types of
cellulose synthase complexes involved in the tertiary cell wall biosynthesis have not yet been established.
Based on transcriptome data for f lax (Linum usitatissimum) and poplar (Populus alba × tremula) plants, we
evaluated the expression of genes encoding cellulose synthases during the development of a gravitropic re-
sponse with the participation of the phloem and/or xylem fibers producing the tertiary cell wall. Changes in
the expression of cellulose synthase genes characteristic of both primary and secondary cell walls in various
model systems indicate the mobility of an ensemble of different cellulose synthases during the gravistimula-
tion, which can affect both an individual cell type and a set of tissues with different types of cell walls. For the
isolated flax phloem fibers, the involvement of both types of cellulose synthases in the formation of the ter-
tiary cell wall at all stages of graviresponse was demonstrated.
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