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Анализ in silico промоторной области гена At4g01870 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. показал наличие
в его последовательности цис-элементов ABRE, W-box, RAV1-A, MYB и LFY. Эти регуляторные мо-
тивы связывают транскрипционные факторы, которые вовлечены в ответы на действие абсцизовой
кислоты (АБК) и стрессы. Получены стабильные трансгенные растения, несущие ген β-глюкурони-
дазы под контролем 5'-делеционных фрагментов промотора At4g01870. Согласно результатам гисто-
химического окрашивания трансформантов, экспрессия гена индуцировалась абиотическими
стрессами и была наиболее ярко выражена в проводящих тканях корня, листьев и чашелистиков, а
также в цветках. Изучение экспрессии гена At4g01870 методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени подтвердило, что содержание транскриптов гена возрастало после экспо-
зиции растений на растворе NaCl или при температуре 37°С, а также после обработки АБК, однако
гипотермия практически не изменяла уровень его транскриптов. Наряду с АБК, экспрессия гена
At4g01870 индуцировалась индолилуксусной и салициловой кислотами и предшественником этиле-
на 1-аминоциклопропан-1-карбоновой кислотой, но практически не регулировалась метилжасмо-
натом и подавлялась цитокинином. Известно, что TolB-подобный белок, кодируемый геном
At4g01870, способен выполнять функцию своеобразной платформы, на базе которой происходит
сборка белковых комплексов. Учитывая выявленные нами ранее АБК-связывающие свойства белка
At4g01870, за которые отвечает его N-концевой фрагмент и присутствие в промоторе кодирующего
его гена АБК-зависимых цис-элементов, можно предположить, что белок, кодируемый геном
At4g01870, позволяет контролировать проведение гормональных сигналов в клетке, предоставляя
структурную платформу для взаимодействия специфичных эффекторных белков, транс-факторов
и ионных каналов.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что абсцизовая кислота (АБК) накап-
ливается в растительных клетках под воздействием

стрессовых условий, таких как засуха, засоление,
аномальные температуры или действие патогенов
[1]. При этом гормон индуцирует экспрессию мно-
гих АБК-зависимых генов. Канонический путь пе-
редачи сигнала АБК содержит несколько обяза-
тельных элементов. Он включает рецепторы
PYR/PYL/RCAR, которые при связывании АБК
приобретают способность взаимодействовать с
протеинфосфатазами РР2С и ингибировать их ак-
тивность [2]. Подавление РР2С разблокирует про-
цесс автоактивации киназы SnRK2, которая в ак-
тивном состоянии фосфорилирует транс-факторы,

Сокращения: МС − питательная среда Мурасиге и Скуга;
ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в режиме реаль-
ного времени после обратной транскрипции; АБК – абс-
цизовая кислота; АЦК − 1-аминоциклопропан-1-карбо-
новой кислота.

1 Адрес для корреспонденции: Кудрякова Наталия Васильевна.
127276 Москва, Ботаническая ул., 35. Институт физиоло-
гии растений им. К.А. Тимирязева РАН. Электронная поч-
та: nkudryakova@mail.ru
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регулирующие транскрипцию АБК-зависимых
генов [3]. В результате анализа промоторов та-
ких генов было выяснено, что регуляция АБК
экспрессии генов определяется наличием цис-
элементов, ответственных за связывание АБК-
зависимых транскрипционных факторов в
промоторных зонах генов. Среди цис-элемен-
тов, вовлеченных в АБК- и стресс-регулируе-
мую активацию генов, были установлены такие
последовательности как ABRE (англ., ABA re-
sponse element), MYB, W-box и другие [4–6]. АБК-
регулируемые гены, имеющие в промоторных об-
ластях подобные мотивы, являются мишенями
сигнальных сетей проведения сигнала АБК и
представляют особый интерес для понимания
молекулярных механизмов действия гормона.

Ранее среди АБК-связывающих белков нами
было выявлено семейство АБК-активируемых
белков, содержащих TolB-подобный бета-про-
пеллерный домен (построенный на базе PD40-
повторов), и С-концевой домен, несущий го-
мологию с дипептидилпептидазой IV типа
(DPP IV) [7]. По своей аминокислотной последо-
вательности белки семейства оказались сходны с
белком TolB бактерии Escherichia сoli, который
является важным структурно-функциональным
доменом бактериальной Tol-Pal системы, осу-
ществляющей защиту клетки от проникновения
пептидных токсинов – колицинов и поддержание
водно-солевого обмена клетки бактерии [8]. Ге-
ны, гомологи этого семейства, были обнаружены
в 46 растительных геномах, а кодируемые ими
белки выявили высокую степень межвидового
сходства, что говорит о консервативности функ-
ции данной группы белков [7]. У Arabidopsis thali-
ana, белки этого семейства кодируются тремя ге-
нами-гомологами, два из которых, At1g21670 и
At1g21680, экспрессируются в листьях, а третий
At4g01870 − преимущественно в корнях и цветках.
Несмотря на сходство их нуклеотидных последова-
тельностей, гены-гомологи обладают выраженной
спецификой гормон-индуцируемой регуляции и
находятся в геноме под разными промоторами, что,
вероятно, и обуславливает их строго специфичное
время и место экспрессии.

Согласно результатам, полученным с помощью
методов аффинной хроматографии, а также прямой
и конкурентной систем иммуноферментного ана-
лиза, экспрессированный в бактериальных клетках
белок At4g01870 обратимо и специфически взаимо-
действует с АБК, причем за связывание с гормоном
отвечает его N-концевая область [7, 9]. Наряду с
АБК, в регуляции экспрессии At4g01870 могут
принимать участие этилен, метилжасмонат, ин-
долилуксусная и салициловая кислоты [10]. Эта
отличительная особенность исследуемого гена
открывает дополнительные возможности для вы-
явления точек пересечения регуляторной сети
АБК с сигнальными путями других гормонов и

позволяет судить о сложном ансамбле взаимодей-
ствия различных гормональных систем, контро-
лирующих экспрессию генов.

Цель работы – анализ промотора гена
At4g01870 для последующей идентификации его
возможных функций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал, условия культивирова-
ния и обработки. Растения Arabidopsis thaliana,
экотип Columbia 0, культивировали в почве или
чашках Петри на агаризованной (0.5% агара) пи-
тательной среде Мурасиге и Скуга (МС) с поло-
винной концентрацией минеральных солей при
освещении 100 μE m–2 s–1, температуре 23°С и
продолжительности светового периода 16 ч. В
возрасте одной или двух недель, в зависимости от
целей эксперимента, растения переносили на
фильтровальную бумагу, смоченную жидкой сре-
дой МС, и инкубировали при повышенной (37°С)
или пониженной температуре (4°С), а также на
растворах гормонов или NaCl (200 мМ) в течение
указанного при описании результатов периода
времени. В работе использовали транс-зеатин и
индолилуксусную кислоту (ИУК) в концентрации
5 × 10–6 М, АБК и метилжасмонат в концентрации
5 × 10–5 М, салициловую кислоту и предшественник
этилена 1-аминоацилциклопропан-1-карбоксило-
вую кислоту (АЦК) в концентрации 10–5 М. Опти-
мальные концентрации фитогормонов определены
в предварительных экспериментах. Для анализа
гормон-зависимой экспрессии генов методом ПЦР
в режиме реального времени после обратной тран-
скрипции (ПЦР-РВ) фильтры с проростками на
растворах гормонов в МС среде экспонировали
на свету в течение 3 ч в соответствии с протоко-
лом Kilian с соавт. [10]. Контрольные растения
помещали на МС среду, содержавшую этиловый
спирт в концентрации, использованной для при-
готовления растворов фитогормонов (0.1%). Для
флуорометрического анализа активности β-глюку-
ронидазы листья 7-недельных почвенных растений
(период естественного старения) опрыскивали рас-
творами гормонов и через 24 ч фиксировали в жид-
ком азоте.

Создание и гистохимический анализ трансген-
ных растений Arabidopsis, включающих химерную
конструкцию PAt4g01870-GUS. 5'-делеционные фраг-
менты промоторной зоны гена At4g01870 –384 +
+ 15 (P384), –298 + 15 (P298) и –197 + 15 (P197) п.н.,
амплифицированные с помощью ПЦР, были
проклонированы в плазмиду pCXGUS-P (Arabi-
dopsis Biological Resource Center). Необходимые
праймеры (таблица 1) подбирались с помощью
программы VectorNTI Suite 9 (“Invitrogen”,
США). Доказательство правильности полученных
ампликонов и корректности их клонирования в
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плазмиду проведено с помощью секвенирования в
ЗАО Евроген (Москва, Россия). Полученные век-
торные конструкции, содержащие 5'-делеционные
фрагменты регуляторной зоны гена At4g01870, бы-
ли использованы для создания трансгенных рас-
тений Arabidopsis методом агробактериальной
трансформации цветоносов [11]. Трансгенные
растения со встроенными генетическими кон-
струкциями отбирали на селективной среде в
присутствии антибиотика гигромицина в кон-
центрации 25 мкг/мл. Наличие встроенных гене-
тических конструкций доказано методом ПЦР,
используя набор специальных праймеров.

Флуорометрический анализ активности фер-
мента β-глюкуронидазы проводили согласно ме-
тодике, предложенной Jefferson с соавт. [12].

Для гистохимического анализа GUS-активности
в тканях трансгенных растений Arabidopsis приме-
няли методику Vitha с соавт. [13].

Анализ экспрессии гена At4g01870 методом
ПЦР-РВ. Суммарную РНК выделяли из пророст-
ков Arabidopsis, используя TRIzol® (“Invitrogen”,
США) в соответствии с рекомендациями произ-
водителя (http://www.invitrogen.com/). Синтез
кДНК и последующий ПЦР-РВ анализ проводи-
ли на амплификаторе LightCycler 96 (“Roche”,
Швейцария) согласно методике, описанной ранее
[14]. Эффективность гормональной обработки и
влияния стрессоров оценивали, измеряя экспрес-
сию стресс-индуцибельных генов и генов-маркеров
действия гормонов. В работе для ПЦР-РВ анализа
использовали следующие праймеры: для гена

At4g01870 – F: CGGACTAAAGTCGGCGGTGTCT;
R: CACGACCGTCCTATCATCACTCA; для гена-
маркера действия АБК RAB18 – F: – TCGCATTC-
GGTCGTTGTATTGT; R: AGTAAACAACACA-
CATCGCAGGA). Уровень экспрессии целевых
генов был нормализован к уровню экспрессии ге-
на полиубиквитина (UBQ10). Праймеры для гена
UBQ10 – F: GCGTCTTCGTGGTGGTTTCTAA;
R: GAAAGAGATAACAGGAACGGAAACA.

Эксперименты проводили в трех биологиче-
ских повторностях. Достоверность различий
между опытными и контрольными образцами
оценивали с помощью критерия Стьюдента. На
рисунках приведены средние значения и стан-
дартные ошибки средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ in silico промоторной области гена At4g01870

С помощью программного онлайн ресурса
AGRIS (http://agris-knowledgebase.org/AtcisDB/at-
cisview.html?id=At4g01870) [15] был проведен био-
информатический поиск предполагаемых регуля-
торных последовательностей для гена At4g01870 и
составлена схема их расположения в промоторе
(рис. 1). В последовательности промоторной зоны
гена At4g01870 (384 п.н.), которая практически рав-
на полному межгенному спейсеру между 3'-концом
гена At4g1880 и 5'-концом гена At4g01870 Arabidop-
sis, было выявлено 8 потенциальных регулятор-
ных мотивов. При этом следует отметить, что мо-
гут быть и более удаленные от структурной зоны

Таблица 1. Праймеры для амплификации фрагментов промоторной зоны гена At4g01870

Обозначение 
праймера Последовательность 5'–3' Длина амплифицируемого фрагмента

At4g_pr0 GCTTGATGTTGTATTCTTGTTGGT 399 п.н. (–384 + 15) P384
At4g_pr_S TTTGCTTGTTAAGTCACAACTTCAT 313 п.н. (–298 + 15) P298
At4g_pr_S1 ATGAATCTCTTCTGCGTCGATT 212 п.н. (–197 + 15) P197
At4g_pr_AS TTTGGGAGTTTCCATTGTCG Обратный праймер, использованный для всех трех 

реакций ПЦР

Рис. 1. Схема расположения предполагаемых цис-элементов в промоторе гена At4g01870. Для идентификации регулятор-
ных элементов использовали программу AGRIS (http://agris-knowledgebase.org/AtcisDB/atcisview.html?id=At4g01870).
“А” в сайте инициации трансляции ATG обозначается как +1. Первое основание в 5'-направлении перед ATG обознача-
ется как –1.

MYB
MYB W-box

W-box

W-boxABRE RAV LFY

–384
ATG

–400 –300 –200 –100 –1
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гена регуляторные элементы, способные влиять
на его экспрессию.

Среди обнаруженных цис-элементов присут-
ствует АБК-зависимый элемент ABRE (A-like
binding site element), имеющий консервативную
последовательность TACGTGGA, с которой взаи-
модействуют транскрипционные факторы семей-
ства AREB/ABF (от англ. ABRE-binding factors) [4].
Эти транс-факторы принадлежит к подсемейству
bZIP белков, содержащих домены со структурой
“основной лейциновой молнии” (bZIPs). Среди
возможных функций выделяют их участие в отве-
те на дегидратацию, засоление и обработку АБК.
Растения, оверэкспрессирующие эти факторы,
проявляют повышенную устойчивость к засухе
[16]. Кроме того, в ABRE-опосредованную тран-
скрипцию вовлечен Ca2+, который является од-
ним из важнейших вторичных мессенджеров в
передаче различных эндогенных сигналов, на-
пример, сигнала АБК в устьичных клетках расте-
ний [17].

Промотор At4g01870 включает две последова-
тельности (CACCAACC и ACCAACC), которые
взаимодействуют с транскрипционными фактора-
ми MYB [5, 18]. Известно, что геном Arabidopsis со-
держит 126 R2R3-MYB генов, причем часть из них
является медиаторами АБК-зависимой инициа-
ции экспрессии генов. Один из транс-факторов
семейства MYB – MYB96 – индуцируется также
ауксином и представляет общее звено или точку
конвергенции сигнальных путей ауксина и абсци-
зовой кислоты. Следует отметить, что система осу-
ществления ответа через факторы MYB/MYC
функционирует медленнее, чем система bZIP-
ABRE, что связано с необходимостью синтеза бел-
ков de novo [19].

В промоторе At4g01870 присутствуют три W-box
элемента, включающие консервативную последо-
вательность TTGACC (TTGAC(C/T)). W-box по-
следовательности связываются транскрипцион-
ными факторами семейства WRKY, которое на-
считывает у Arabidopsis 72 представителя [6].
Известно, что транс-факторы WRKY действуют
в нисходящих участках цепей, по крайней мере,
двух рецепторов АБК: цитоплазматической
PYR/PYL/RCAR и локализованного в хлоропла-
стах комплекса ABAR/GUN5/CHLH. Транс-фак-
торы WRKY являются важными компонентами
сигнальных сетей растений, координирующими
экспрессию самых разнообразных генов. При
этом они могут действовать в качестве как пози-
тивных, так и негативных регуляторов [6].

В промоторной области гена At4g01870 была так-
же выявлена регуляторная последовательность
CCATTG, с которой взаимодействует транс-фактор
LFY (или LEAFY, floral meristem identity), регулиру-
ющий транскрипцию ряда генов, ответственных за
органогенез цветков Arabidopsis [20, 21]. Возможно,

с LFY-зависимой индукцией гена At4g01870 связа-
но его непосредственное участие в развитии цвет-
ковых структур при переходе к репродуктивной
стадии: согласно данным исследования экспрес-
сии этого гена методом ДНК-микрочипирования
транскрипты гена накапливались преимуще-
ственно в цветках и корнях.

Еще один регуляторный цис-элемент, иденти-
фицированный в промоторе At4g01870, RAV1-A
(CAACA), связывается с транс-факторами подсе-
мейства RAV (Related to ABI3/VP1), которое при-
надлежит к семейству AP2/ERF (APETALA2/Eth-
ylene Responsive Factor). AtRAV1 экспрессируется
преимущественно во время прорастания и на
ранних стадиях роста и развития Arabidopsis и по-
давляется экзогенной АБК и брассиностероида-
ми. Помимо этого, он способен индуцироваться
поранением и пониженной температурой [22] и
ингибироваться засолением и недостатком влаги
[23]. Белок RAV1 содержит консервативный ре-
прессорный домен RLFGV и способен действо-
вать в качестве негативного регулятора развития
растений [24] и позитивного регулятора процесса
старения [25].

Таким образом, данные биоинформационного
поиска подтверждают гормон- и стресс- регулируе-
мую функцию цис-элементов промотора At4g01870 и
позволяют предполагать участие гена в сигналь-
ных процессах и ответах на воздействие факторов
окружающей среды или определенных групп фи-
тогормонов.

Гистохимический анализ экспрессии промотора 
гена At4g01870 в стрессовых условиях

и при обработке гормонами

Для исследования регуляции экспрессии гена
At4g01870 нами были созданы трансгенные линии
Arabidopsis, несущие репортерный ген GUS под
контролем 5’-делеционных фрагментов промото-
ра At4g01870 –384 + 15 (Р384), –298 + 15 (Р298) и
–197 + 15 (Р197) п.н. (рис. 2). Размер максимально-
го фрагмента промотора практически совпадает с
размером межгенного спейсера At4g1880 и
At4g01870 генов. Фрагменты меньшей длины поз-
воляли последовательно исключать часть цис-эле-
ментов, узнаваемых транс-факторами семейств
MYB и WRKY.

Согласно полученным результатам, трансфор-
манты с укороченными вариантами промоторов
(Р298 и Р197), устойчивые к селективному антибио-
тику гигромицину, не обнаружили активности GUS
как при гистохимическом окрашивании тканей, так
и при измерении активности фермента флуорес-
центным методом. Это позволяет предполагать, что
делеция фрагмента промотора –384−298 п.н., вклю-
чающего потенциальные два MYB цис-элемента и
возможно другие, неидентифицированные регу-
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ляторные последовательности, приводила к поте-
ре активности промотора (рис. 1 и 2), что представ-
ляется исключительно интересным и требует даль-
нейшего детального изучения этого фрагмента.

У растений, имеющих наибольший фрагмент
промотора (Р384), активность β-глюкуронидазы
была наиболее ярко выражена в проводящих тканях
корня, листьев и чашелистиков, а также в цветке,
кончике корня и области трихом (рис. 3А). Пре-
имущественная экспрессия GUS гена под управ-
лением промотора гена At4g01870 в проводящих
тканях свидетельствует о тканеспецифичном харак-
тере экспрессии гена. Обработка двухнедельных
растений цитокинином (транс-зеатином 5 × 10–6 М)
в течение 5 ч не оказывала видимого влияния на

интенсивность гистохимического окрашивания
тканей листа (рис. 3Б-б), тогда как инкубация на
растворе АБК (5 × 10–5 М) в течение 5 ч усиливала
интенсивность окрашивания по сравнению с
контрольным вариантом (рис. 3Б-в). При солевом
стрессе (200 мМ NaCl, 5 ч), интенсивность окра-
шивания замыкающих клеток устьиц и оснований
трихом по сравнению с контрольным вариантом
не изменялась. Наиболее высокое содержание
продукта At4g01870 было в проводящей системе
корня и листа. Оно последовательно снижалось в
центральной жилке, жилках второго и третьего
порядка и мезофилле (данные не приводятся).
При воздействии повышенной и пониженной
температуры изменения в экспрессии GUS-кон-

Рис. 2. Схематичное изображение 5'-делеционных фрагментов промотора гена At4g01870. “А” в сайте инициации
трансляции ATG обозначается как +1. Первое основание в 5'-направлении перед ATG обозначается как –1.

–384

–298

–197

ATG

GUS

GUS

GUS

P384

P298

P197

Рис. 3. Гистохимический анализ GUS активности. Экспрессия GUS активности обнаружена в 2-недельных А(а–д) и
5-недельных А(е) трансгенных растениях A. thaliana, инкубированных после выращивания и соответствующей обра-
ботки фитогормонами и стрессорами в растворе X-Gluc в течение ночи. Для трансформации растений использовалась
конструкция, в которой GUS ген находился под контролем максимального фрагмента промотора (Р384) гена
At4g01870. А. Локализация GUS активности в различных частях и органах трансгенных растений, выращенных в обыч-
ных условиях без воздействия каких-либо экзогенных факторов: а –кончик корня, б – корень, в – поперечный срез
листа, г – лист, д – область трихом, е – цветок. Б. Представлен лист 2-недельных трансгенных растений A. thaliana,
которые выращивались в контрольных условиях (а), были в течение 5 ч обработаны БАП (б) и АБК (в), подвергнуты
воздействию температуры 37°С (г) и 4°С (д).

А

Б
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струкции носили разнонаправленный характер.
При тепловом стрессе (37°С, 5 ч) интенсивность
окрашивания возрастала, особенно в области
устьиц и оснований трихом (рис. 3Б-г), тогда как
холодовой стресс (4°С, 5 ч) снижал интенсив-
ность окраски и усиливал ее неравномерность
(рис. 3Б-д). Полученная картина распределения
активности GUS свидетельствовала о тканеспе-
цифичной регуляции экспрессии гена At4g01870
стрессорами различной природы.

Измерения активности β-глюкуронидазы флю-
орометрическим методом у трансгенных растений
A. thaliana, несущих максимальный по размеру де-
леционный фрагмент промотора (Р384 п.н.), в це-
лом соответствовали данным калориметрическо-
го окрашивания. АБК, NaCl и гипертермия уси-
ливали экспрессию GUS гена под управлением
промотора At4g01870 (151.5 ± 14.1, 147.2 ± 0.7 и
168.5 ± 3.8%, соответственно, относительно кон-
троля), цитокинин и гипотермия не оказывали до-
стоверного воздействия (97 ± 1.2 и 112.2 ± 1.8%), по
крайней мере, в пределах исследованного вре-
менного интервала.

Таким образом, результаты анализа экспрессии
маркерного GUS-гена под контролем фрагмента
промотора гена At4g01870 позволяют сделать вывод
о возможном участии гена At4g01870 и его продукта
в формировании устойчивости к неблагоприятным
воздействиям среды при участии АБК.

Количественный анализ экспрессии гена At4g01870
Результаты гистохимического исследования ак-

тивности промотора гена At4g01870 были сопостав-

лены с данными анализа экспрессии этого гена ме-
тодом ПЦР-РВ в растениях A. thaliana дикого типа.
На всех изученных стадиях онтогенеза экзоген-
ная АБК активировала накопление транскриптов
гена RAB18 (Responsive to ABA), используемого в
качестве маркера действия этого фитогормона
(рис. 4а). Совершенно другой характер регуляции
абсцизовой кислотой наблюдался для гена
At4g01870. В 7-дневных проростках Col 0 АБК
примерно в 4 раза активировала накопление
мРНК этого гена, однако в 2-недельных растениях
АБК не вызывала значимых изменений в его экс-
прессии, а в листьях 7-недельных растений, на-
против, подавляла активность (рис. 4б). Таким
образом, особенности регуляции экспрессии
At4g01870 экзогенной АБК в процессе онтогенеза,
положительной или отрицательной, вероятно,
опосредованы действием онтогенетических регу-
ляторных факторов.

Участие АБК в формировании ответной реак-
ции на стрессы позволяло предполагать стресс-
зависимый характер экспрессии гена At4g01870.
Действительно, содержание транскриптов гена
после 3 часов экспозиции 2-недельных трансген-
ных растений при 37°С возрастало в надземной
части растений (рис. 5а), а при инкубации на рас-
творе NaCl (200 мМ) увеличивалось содержание
транскриптов изучаемого гена только в корнях
(рис. 5б). Однако гипотермия практически не из-
меняла уровень накопления транскриптов в тече-
ние этого временного периода, что соответство-
вало результатам анализа экспрессии конструк-
ции РAt4g01870-GUS. Однако, стоит отметить, что
реакция на засоление носила выраженный орга-

Рис. 4. Влияние АБК на относительное содержание транскриптов генов RAB18 (а) и At4g01870 (б) в 1-, 2- и 7-недель-
ных растениях дикого типа A. thaliana. Растения были обработаны в течение 3 ч водой (1 – контроль) или раствором
АБК (5 × 10–5 М) (2). Суммарную выделенную РНК анализировали методом ПЦР-РВ. В качестве референсного гена
использовали UBQ10. Представлены средние значения трех независимых определений ± SE.
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но-специфичный характер и была ограничена
корнями.

Перепрограммирование экспрессии генома и
запуск каскада защитных механизмов при стрес-
сах, как правило, связаны с участием комплекса
гормональных систем. Поскольку некоторые цис-
элементы промотора At4g01870 (MYB, WRKY), на-
ряду с АБК, вовлечены в регуляцию ИУК, жасмо-
новой и салициловой кислотами, а также этиле-
ном, мы оценили, как обработка этими гормонами
изменяет экспрессию гена At4g01870 у растений
дикого типа (рис. 6). После 3 ч экспозиции 7-днев-
ных проростков на растворах ИУК (10–6 М), сали-
циловой кислоты (10–5 М), и предшественника
этилена АЦК (10–5 М), накопление транскриптов
At4g01870 возрастало как минимум вдвое. Исклю-
чение составил метилжасмонат (5 × 10–5 М), ре-
акция на который была выражена значительно
слабее, а транс-зеатин (5 × 10–6 М) подавлял экс-
прессию данного гена. Аналогичные результаты,
полученные с использованием технологии ДНК
микрочипов, представлены в базе данных ресурса
eFP Browser [10]. Они также были частично под-
тверждены флуорометрическим методом при изме-

рении активности β-глюкуронидазы трансгенных
растений A. thaliana, включающих конструкцию
РAt4g01870-GUS (Р384). Через 24 ч инкубации транс-
формантов на растворах ИУК, салициловой кис-
лоты и предшественника этилена АЦК актив-
ность фермента достоверно повышалась и со-
ставляла соответственно 145.7 ± 1.5, 155.5 ± 9.2 и
152 ± 2.0% от уровня контрольного образца. При
этом метилжасмонат не оказывал значимого воз-
действия (107.8 ± 9.2%). Все это позволяет отне-
сти изучаемый ген к участникам широкого спек-
тра защитных реакций, в той или иной степени
вовлеченных в гормональный сигналинг.

ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного нами in silico анали-

за промоторной области гена At4g01870 показано
наличие в его последовательности цис-элементов,
ответственных за связывание АБК-зависимых
транскрипционных факторов. Среди них были вы-
явлены такие АБК-зависимые мотивы как ABRE,
W-box, RAV1-A, MYB и LFY.

Гены, имеющие в своих промоторных обла-
стях мотивы ABRE, являются основными мишеня-

Рис. 5. Эффект гипертермии в наземной части (а) и засоления в корне (б) на экспрессию гена At4g01870 в 2-недельных
растениях дикого типа A. thaliana. Растения были выдержаны в течение 3 ч в обычных условиях (1 – контроль), в усло-
виях повышенной температуры +37°С (а, 2) или на растворе NaCl (200 мМ) (б, 2). Выделенную РНК анализировали
методом ПЦР-РВ. В качестве референсного гена использовали UBQ10. Представлены средние значения трех незави-
симых определений ± SE.
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ми транскрипционных факторов ABF/AREB [4],
активируемых протеинкиназами SnRK2-типа и,
следовательно, могут быть целевыми генами цепи
трансдукции сигнала АБК, включающей рецепто-
ры PYR/PYL/RCAR [2]. Факторы AREB/ABF при-
надлежат к подсемейству транс-факторов bZIP и
относятся к группе А, насчитывающей в геноме
Arabidopsis 9 гомологов. Показано, что некоторые
из них индуцируются в ответ на дегидратацию,
засоление и обработку АБК. Следовательно, на-
личие мотивов ABRE в промоторе At4g01870 поз-
воляет предполагать участие продуктов этого гена
в физиологических реакциях, связанных с обез-
воживанием и засолением. Действительно, соле-
вой стресс способствовал увеличению экспрес-
сии гена, вслед за которой, согласно результатам
вестерн-блот анализа, усиливалось накопление ко-
дируемого им белка [9]. Стресс-зависимая актива-
ция накопления белка At4g01870 соответствовала
функции TolB белка E. сoli, который необходим для
поддержания водно-солевого баланса и целостно-
сти внешней мембраны. Известно, что помимо
АБК в ABRE-опосредованную транскрипцию во-
влечен Ca2+. Это означает, что в число мишеней
At4g01870 могут попадать различные ионные ка-
налы или белки, регулирующие их активность.

Подобно белку TolB E. сoli, At4g01870 может
быть также связан с ответами на действие патоге-
нов. Участие белков Arabidopsis, гомологов TolB, в

реакциях детоксикации в ответ на обработку био-
патогеном Pseudomonas было выявлено в про-
теомных исследованиях Mueller с соавт. [26]. Ре-
гуляция подобного ответа, возможно, является
результатом специфичного действия не одного, а
группы фитогормонов, находящихся в тесном
взаимодействии друг с другом. С защитными ме-
ханизмами, обеспечивающими устойчивость к
патогенам, наряду с АБК могут быть связаны са-
лициловая и жасмоновая кислоты и этилен. При
этом характер взаимодействия АБК с этими фи-
тогормонами может быть как синергичным, так и
антагонистичным. Все эти фитогормоны, как бы-
ло показано в нашей работе, регулировали экс-
прессию At4g01870, действуя, по всей видимости,
через транс-факторы MYB или WRKY.

Функции At4g01870, опосредованные транс-
факторами семейства WRKY, не ограничивают-
ся участием в ответах на биотические стрессы.
Известно, что один из членов семейства WRKY –
WRKY39 – является положительным регулято-
ром сигнальных путей салициловой кислоты и
метилжасмоната, активируемых в ответ на теп-
ловой стресс [6]. Возможно, индукция At4g01870
повышенными температурами, продемонстриро-
ванная в наших исследованиях, также носит гор-
мон-зависимый характер, однако это предполо-
жение требует дополнительной эксперименталь-
ной проверки.

Помимо ответов на внешние сигналы, связан-
ные с гормон-зависимыми реакциями, At4g01870,
вероятно, принимает непосредственное участие в
реализации онтогенетических программ. Соглас-
но биоинформационным данным, накопление
транскриптов At4g01870 достигает максимума на
стадии ранних зеленых семядолей в процессе эм-
бриогенеза семян, а затем при их прорастании.
На вегетативной стадии преимущественная экс-
прессия гена сосредоточена в проводящих тканях
корня, листьев и чашелистиков, что соответство-
вало результатам проведенного нами гистохими-
ческого анализа трансформантов (рис. 3). При
переходе к репродуктивной стадии мРНК и белок
At4g01870 накапливались в соцветиях [9]. Моле-
кулярный механизм этого процесса, по-видимо-
му, определялся LFY-зависимой индукцией гена
At4g01870, интегрированной в процесс морфоге-
неза цветковых структур.

Функции гена At4g01870 и кодируемого им
белка, вероятно, сопряжены со сложными взаи-
модействиями различных стимуляторов и инги-
биторов роста и переключением вектора гормо-
нальной регуляции с позитивного на негативный
и наоборот. Так, на ювенильной стадии экспрес-
сия гена At4g01870 в ответ на АБК усиливалась, а
в старых листьях снижалась (рис. 4б). Наряду с
подавлением синтеза эндогенной АБК по типу
обратной связи или сдвигом гормонального ба-

Рис. 6. Гормональная регуляция экспрессии гена
At4g01870 в 7-дневных проростках A. thaliana дикого
типа. Растения были обработаны в течение 3 ч: 1 – во-
дой, 2 – растворами метилжасмоната (5 × 10–5 М),
3 – АБК (5 × 10–5 М), 4 – АЦК (10–5 М), 5 – транс-зе-
атина (5 × 10–6 М), 6 – ИУК (10–6 М), 7 – брассинолида
(5 × 10–7 М) и 8 – салициловой кислоты (5 × 10–5 М).
Относительное содержание транскриптов гена
At4g01870 анализировали методом ПЦР-РВ. В каче-
стве референсного гена использовали UBQ10. Пред-
ставлены средние значения трех независимых опре-
делений ± SE.
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ланса, специфичность ответа могла обеспечи-
ваться связыванием с различными транскрипци-
онными факторами, действующими в качестве
активаторов или репрессоров экспрессии гена.
Подобный механизм, в частности, характерен для
семейства WRKY, представители которого могут
действовать и как положительные, и как отрица-
тельные регуляторы, причем иногда один и тот же
белок WRKY способен выступать в обоих каче-
ствах в зависимости от конкретной реакции [6].

Специфичность ответа на АБК позволяет
предполагать существование в растительной
клетке не единственного линейного пути переда-
чи сигнала этого гормона, а наличие целой регу-
ляторной сети, которая способна формировать
различные физиологические реакции [2]. В про-
моторе At4g01870 нами были выявлены три W-box
связываемых транскрипционными факторами
семейства WRKY. Эти транс-факторы способны
действовать не только в нисходящих участках це-
пи рецептора PYR/PYL/RCAR, но и являются
важными компонентами цепи трансдукции сиг-
нала АБК GUN5-WRKY40-ABI5 [27]. При пере-
даче сигнала АБК через эту цепь Н-субъединица
Mg-хелатазы выступает в качестве антагониста
транскрипционных репрессоров семейства WRKY
и снимает ингибирование гена ABI5. Ранее нами
было показано, что у мутантов abi5-1 и gun5-1 от-
сутствует выраженная АБК-зависимая регуляция
экспрессии гена At4g01870 и его гомологов
At1g21670 и At1g21680 [28]. Все эти результаты
позволяют предполагать, что данные гены явля-
ются целевыми для цепи трансдукции сигнала
АБК GUN5-WRKY40-ABI5. Заметим также, что
помимо АБК, транскрипционный фактор ABI5
может функционировать в качестве интегратора
сигналинга таких фитогормонов как ауксины,
цитокинины, гиббереловая кислота и брассино-
стероиды, обеспечивая сбалансированную реак-
цию растений на абиотический стресс [29].

Таким образом, ген At4g01870 интегрирован в
сложную сетевую систему ответов растения на
АБК и другие фитогормоны. Известно, что про-
дукт гена содержит в своей структуре консерва-
тивные WD40 повторы – участки последователь-
ности из 40 аминокислот с высоким содержанием
триптофана, пролина и аспартата, которые отве-
чают за определенную структурную организацию
белка. При наличии не менее трех таких повторов
молекула белка может иметь конформацию так
называемого бета-пропеллерного домена. Такая
структурная единица способна выполнять функ-
цию своеобразной платформы, на базе которой
происходит сборка белковых комплексов, участву-
ющих в самых разнообразных процессах: переносе
сигналов, сборке транскрипционного аппарата,
синтезе и деградации белков и многих других.
Учитывая АБК-связывающие свойства белка, за
которые отвечают его N-концевой фрагмент и

присутствие в промоторе кодирующего его гена
цис-элементов, связывающих АБК-зависимые
транс-факторы, можно предположить, что белок,
кодируемый геном At4g01870, позволяет контро-
лировать проведение гормонального сигнала в
клетке, предоставляя структурную платформу для
взаимодействия специфичных эффекторных бел-
ков, транс-факторов и ионных каналов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 14-14-00584).
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