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Старение листьев инициируется дифференциальной экспрессией генов транскрипционных факто-
ров и контролируется различными фитогормонами, среди которых важная роль принадлежит цито-
кининам (ЦК), осуществляющим негативную регуляцию данного процесса. Согласно результатам про-
веденного нами транскриптомного анализа и ПЦР в режиме реального времени избранных генов, за-
держка старения листьев у мутантов с инактивированным геном рецептора ЦК АНК2 была связана с
измененной экспрессией генов транс-факторов, принадлежащих к семействам AP2-EREBP, bHLH,
C2H2, GATA, MYB, NAC и WRKY. Наиболее значимые количественные изменения у мутантов
ahk2, по сравнению с листьями растений дикого типа, наблюдались в профиле экспрессии генов
bHLH38, bHLH39 и bHLH100 из пула регуляторов поглощения железа. Значительно повышенные
уровни транскриптов этих генов были сопряжены с активацией генов FEP2 (AT1G47395) и FEP3
(AT1G47400), способных при дефиците железа индуцировать экспрессию bHLH38 и bHLH39. Уве-
личенная экспрессия генов DREB26, ESE3, GATA4, ETC2 и F11O4.13 сопровождалась повышенным на-
коплением транскриптов гена арабиногалактанового белка AGP17, а также генов IBL1, BEE2, Ole e 1 и
GDSL, связанных с регуляцией белков клеточной стенки. Таким образом, рецептор АНК2, с кото-
рым принято отождествлять вспомогательную роль в восприятии сигнала ЦК листьями, ассоции-
рован со специфичным набором генов, вовлеченных в регуляцию оттока железа и деградации ком-
понентов клеточной стенки на финальных стадиях онтогенеза листа.
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ВВЕДЕНИЕ
Старение листьев – сложный и строго регули-

руемый процесс, который является неотъемлемой
частью программы развития растений [1]. В его ос-
нове лежит ремобилизация питательных компонен-
тов, накопленных в стареющем листе, в молодые

листья или запасающие органы растения. У мо-
нокарпических растений, к числу которых отно-
сится Arabidopsis, старение листьев строго подчи-
нено репродуктивной программе, на реализацию
которой, вместе с тем, оказывают влияние сигна-
лы среды [2]. Эта цепь событий сопровождается
перепрограммированием транскриптома, которое
инициируется дифференциальной экспрессией
транскрипционных факторов (ТФ). Связываясь с
цис-элементами промоторной области целевых ге-
нов, транс-факторы изменяют их экспрессию, вы-
зывая активацию и/или подавление.

1 К статье имеются дополнительные материалы, доступ-
ные для авторизированных пользователей по doi:
10.31857/S0015330321060087
Сокращения: ЦК – цитокинины, ОТ ПЦР РВ – полиме-
разная цепная реакция в режиме реального времени после
обратной транскрипции, AHK – Arabidopsis Histidine Ki-
nase, ТФ– транс-фактор, ДТ – дикий тип.
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Известно, что гены транс-факторов составляют
5–6% (примерно 1250 генов) от общего ядерного
генома Arabidopsis, а в регуляции старения прини-
мают участие около 200 генов, принадлежащих
преимущественно к семействам NAC, WRKY,
MYB, C2H2, zinc-finger, bZIP и AP2/EREB [3]. Не-
которые из этих генов возникли в результате ду-
пликаций генома Arabidopsis в процессе эволюции,
что имело следствием появление дуплицирован-
ных пар с частичной генетической избыточно-
стью, способствующей поддержанию механизмов
функциональной компенсации при реализации
программ старения. К их числу, в частности, отно-
сится ряд генов транскрипционных факторов се-
мейств NAC, WRKY и TCP [4]. В процессе эволю-
ции некоторые из этих транс-факторов смогли
полностью сохранить сети сопряженных с ними
целевых генов и характер пространственно-вре-
менной регуляции, тогда как другие, в условиях
низкого селективного давления, приобрели новые
функции за счет нейтральных мутаций.

Принято считать, что транс-факторы, инду-
цируемые при старении листьев, являются актив-
ными участниками этого процесса, тогда как ин-
гибируемые транс-факторы, экспрессия которых
подавляется, могут отражать общее падение ак-
тивности листа и не быть его непосредственными
регуляторами. Однако часть ингибируемых регу-
ляторов может функционировать в молодых ли-
стьях в качестве репрессоров старения [3]. Этот
механизм позволяет избежать энергетически за-
тратных деструктивных процессов в молодых ли-
стьях, даже при неблагоприятных условиях среды.

Инициация и развитие старения листа связаны
с комплексной активностью сигнальных путей
различных фитогормонов, которые могут быть его
позитивными или негативными регуляторами.
При этом рост содержания некоторых позитивных
регуляторов на поздних стадиях старения листа
(этилен, салициловая и жасмоновая кислоты)
определяется не только их регуляторной функцией,
но и ролью в защите растений от инфекций, к ко-
торым стареющие листья особо восприимчивы
[2]. Цитокинины (ЦК) являются универсальными
ретардантами старения. Они влияют на этот про-
цесс, главным образом, через регуляцию тран-
скрипционной сети, действуя ниже участка вос-
приятия гормонального сигнала [5]. Известно,
что из двух рецепторов ЦК, которым принадле-
жит основная роль в восприятии сигнала ЦК в
листьях, АНК3 отвечает за ЦК-зависимую за-
держку старения через специфичное фосфорили-
рование транскрипционного фактора ARR2 [6].
АНК2, напротив, является позитивным регулято-
ром старения [7], однако молекулярные механиз-
мы действия этого рецептора не вполне ясны. В
процессе старения, безусловно, происходит так-
же значительное изменение экспрессии пластид-
ного генома. В предыдущей работе мы показали,

что регуляторное влияние рецепторов ЦК на ге-
ном пластид при старении может быть связано с
изменением экспрессии ядерных генов, кодиру-
ющих аппарат транскрипции хлоропластов [7].
В представленном исследовании, опираясь на дан-
ные транскриптомного профилирования, мы пред-
приняли попытку выяснить, какие транскрипци-
онные факторы, участвующие в контроле старения
листа, интегрированы с рецептором АНК2. Анализ
предполагаемых мишеней таких транс-факторов
позволит в дальнейшем выявить специфичные
последовательности генов, регулируемые АНК2,
которые вовлечены в сферу влияния этого рецеп-
тора в процессе старения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования транскриптомов были выбра-

ны одинарный и два двойных мутанта Arabidopsis
thaliana (ahk2, ahk2ahk3 и ahk2ahk4), несущих гомо-
зиготную мутацию в гене АНК2, которая делает со-
ответствующий рецептор нефункциональным, а
также исходный экотип Columbia-0 (дикий тип,
ДТ). Мутанты имели пролонгированный период
вегетации, что подтверждалось результатами ана-
лиза содержания хлорофилла, значений макси-
мального квантового выхода ФСII Fv/Fm и экспрес-
сии генов SAG [8]. Кроме того, в анализ включили
двойной мутант ahk3ahk4 с ускоренным старением,
где АНК2 является единственным активным рецеп-
тором. Растения выращивали в почве при темпера-
туре 22°С, 16-часовом фотопериоде и освещенности
100 мкмоль/(м2 с). Для экспериментов использова-
ли шестой лист 7-недельных растений.

Библиотеки мРНК для RNA-seq анализа получа-
ли на основе тотальной РНК, выделенной с помо-
щью Trizol (Invitrogen) из шестого листа 7-недель-
ных растений Arabidopsis [7]. Библиотеки готовили
набором NEBNext Ultra II RNA Library Prep, с ис-
пользованием NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic
Isolation Module (“New England Biolabs”, США)
согласно инструкциям производителя (метод более
подробно описан в статье [8]). Секвенирование
проводили с использованием платформы Illumina
HiSeq4000 (“Illumina Inc.”, США) с получением не
менее 25 миллионов одноконцевых чтений длиной
50 нуклеотидов. Дальнейшая обработка чтений
проводилась с помощью программы CLC Genomics
Workbench 7.0.3 (“Qiagen”, Нидерланды). Полу-
ченные чтения были отфильтрованы по качеству
с удержанием только тех позиций, которые имели
качество больше 20 и чтений с длиной более
25 нуклеотидов и картированы на референсный
геном A. thaliana (TAIR10) cо следующими уста-
новками: доля выравненного участка – 100%, по-
рог по уровню сходства – 94%, штраф за несовпа-
дение – 2, штраф за индель – 3, допускаются
только уникальные картирования. В результате
было получено в среднем 22.5 миллионов высо-
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кокачественных уникально картированных чте-
ний для каждого образца.

Для последующего подтверждения данных RNA-
seq анализа относительный уровень транскриптов,
обнаруживших наиболее значимые изменения в
экспрессии, оценивали методом полимеразной
цепной реакции в режиме реального времени по-
сле обратной транскрипции (ОТ ПЦР РВ) на
приборе LigthCyclerR96 (“Roche”, Швейцария) со-
гласно протоколу, описанному ранее [8]. Специ-
фичные пары праймеров к исследуемым генам
подбирали с помощью программы Vector NTI11
(Дополнительные материалы табл. S1). В каче-
стве референсного гена использовали UBQ10.

Статистический анализ. Все эксперименты
проводили в трех биологических повторностях. До-
стоверность различий между опытными и кон-
трольными образцами оценивали с помощью кри-
терия Стьюдента. На рисунках приведены средние
значения и стандартные ошибки средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дифференциальная экспрессия генов
транс-факторов при старении листьев

мутантов по гену АНК2

Из общего пула генов, кодирующих тран-
скрипционные факторы, которые выявили диф-
ференциальную экспрессию у мутантов с инак-
тивированным рецептором АНК2 (50 – у ahk2,
128 – у ahk2ahk3 и 24 – у ahk2ahk4) мы выделили
гены ТФ, участвующие в регуляции старения [1,

3, 4]. Далее эти гены, были классифицированы по
семействам с использованием списка генов ТФ
сайта AtTFDB (http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/
AtTFDB/).

Центральными участниками в модуляции
транскрипционных изменений при старении
принято считать семейства NAC и WRKY [3].
Максимальное число генов NAC, обнаруживших
пониженную по сравнению с диким типом экс-
прессию, отмечено у мутанта ahk2/3 (табл. 1), для
которого характерны наиболее замедленные тем-
пы старения [8]. В их число входили не только по-
зитивные (ORE1/6, ANAC046, NAP, NAC019), но и
негативные (VNI2/83, JUB1/42) регуляторы старе-
ния [9, 4]. Возможной причиной подавления экс-
прессии негативных регуляторов может быть их
одновременное участие в регуляторных сетях, не
связанных со старением. При этом пониженная
экспрессия, выявленная для NAC084 у всех иссле-
дованных мутантов, не зависела от типа или чис-
ла инактивированных рецепторов. Можно пред-
полагать, что регуляция экспрессии этого гена
определяется скорее нарушениями в нормальном
восприятии цитокининового сигнала, чем про-
лонгированным или укороченным периодом веге-
тации листьев. Более предсказуемой оказалась ре-
акция позитивного регулятора старения NAC060. У
мутанта ahk3/4 уровень транскриптов NAC060 был
повышен более, чем в 40 раз по сравнению с ди-
ким типом (табл. 1). NAC060 в свою очередь, спо-
собен регулироваться абсцизовой кислотой через
фактор транскрипции ABI4 и ослаблять ее эф-

Таблица 1. Гены ТФ семейства NAC, которые изменяли свою экспрессию в два и более раза в листьях стареющих
мутантных растений A. thaliana.

Примечание: * FC (fold change) – изменение уровня экспрессии гена.

Название
гена Локус

FC*

ahk2/ДТ ahk2ahk3/ДТ ahk2ahk4/ДТ ahk3ahk4/ДТ

NAC3/ ANAC055 AT3G15500 – –4.012 – –3.925
ORE1 (NAC6) AT5G39610 – –2.848
NAC046 AT3G04060 –2.486 –4.660
AtNAP AT1G69490 –3.51 –4.67
ATAF1 AT1G01720
ORS1 AT2G41230
VNI2 AT5G13180 –2.120
JUB1 AT2G43000 –3.582
NAC019 AT1G52890 –6.134
RD26/ANAC07 AT4G27410 –3.405
ANAC087 AT5G18270 –10.588
NAC084 AT5G14000 –5.924 –6.510 –4.529 –4.579
NAC060 AT3G44290 42.991
NAC047 AT3G04070 –3.333 –2.941 –9.090
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Таблица 2. Гены ТФ семейства WRKY, которые изменяли свою экспрессию в два и более раза в листьях старею-
щих мутантных растений A. thaliana.

Примечание: * FC (fold change) – изменение уровня экспрессии гена.

Название
гена Локус

FC*

ahk2/ДТ ahk2ahk3/ДТ ahk2ahk4/ДТ ahk3ahk4/ДТ

WRKY6 AT1G62300 – –2.809 –
WRKY18 AT4G31800 – 3.297
WRKY54 AT2G40750 5.807 5.214 4.576
WRKY70 AT3G56400 4.053
WRKY75 AT5G13080 –15.123
WRKY45 AT3G01970 –3.276
WRKY53 AT4G23810 –3.426
WRKY16 AT5G45050 2.654

фект, определяя тем самым нечувствительность к
сахарам [10].

Семейство WRKY, так же, как и семейство
NAC, включает позитивные и негативные регуля-
торы старения. Сниженная экспрессия была от-
мечена лишь у линии ahk2ahk3 и только для пози-
тивных регуляторов старения в соответствии с
пролонгированным онтогенезом этого мутанта
(табл. 2). Наиболее сильно (до 15 раз) была подав-
лена экспрессия гена WRKY75, который ускоряет
старение, стимулируя, образование салициловой
кислоты и частично подавляет транскрипцию
CATALASE2 [11]. Несколько слабее оказалась ин-
гибирована экспрессия позитивного регулятора
WRKY45, который стимулирует старение за счет
взаимодействия с DELLA белком RGL1 [12], а
также позитивных регуляторов WRKY6 и WRKY53,
способных напрямую связываться с промоторами
различных SAG генов, ассоциированных со старе-
нием [13, 14]. Негативный регулятор старения
WRKY54, который одновременно является позитив-
ным регулятором защитных реакций растений, про-
демонстрировал значительный рост экспрессии у
всех мутантов за исключением ahk2ahk3, и, воз-
можно, эта активация WRKY54 была связана с за-
щитой стареющих листьев растений от инфекций.
Заметим в этой связи, что WRKY54 коэкспресси-
руется с геном ответа на патогены и циркадные
ритмы PСС1, увеличенный уровень транскриптов
которого по сравнению с диким типом также был
выявлен у всех изученных мутантов (9.72 – для
ahk2/ДТ, 13.35 – для ahk2ahk3/ДТ и 6.19 – для
ahk3ahk4/ДТ).

Помимо ТФ NAC и WRKY измененная экс-
прессия в транскриптомах стареющих листьев
мутанта ahk2ahk3 была характерна также для чле-
нов семейств AP2-EREBP, bHLH, C2H2, MYB и
GATA. Однако дифференциальная экспрессия ге-
нов этих транс-факторов, как и членов семейств
NAC и WRKY, выявляемая только у мутанта

ahk2ahk3, могла быть обусловлена его пролонгиро-
ванным онтогенезом, не интегрированным напря-
мую с рецептором АНК2, через компенсаторный
механизм, связанный с экспрессией генов семей-
ства SAUR (SMALL AUXIN UP RNAs) и пула генов
транспорта и сигналинга ауксинов [8]. При этом
особенностью транскрипционного профиля мутан-
та ahk3/4 с активным рецептором АНК2 было отсут-
ствие значимых изменений в экспрессии каких-ли-
бо генов ТФ, вовлеченных в контроль естественного
старения, за исключением NAC060. Основываясь
лишь на профиле транскриптов этого мутанта,
предполагать состав транскрипционной регуля-
торной сети, определяющей его ускоренное ста-
рение за счет рецептора AHK2, довольно сложно.

В этой связи мы сосредоточили наше внимание
на транскрипционных факторах, которые выявили
дифференциальную экспрессию по меньшей мере у
двух мутантов с инактивированным геном рецепто-
ра АНК2. Среди членов семейств NAC и WRKY
только позитивные регуляторы старения ANAC046 и
ANAC047 продемонстрировали сниженную экс-
прессию одновременно у ahk2 и ahk2/3. В списке ге-
нов ТФ с резко увеличенной экспрессией у обоих
мутантов присутствовали два представителя семей-
ства ERF/AP2 DREB26 и ESE3 (табл. 3). Семейство
ERF (ethylene-responsive element-binding factor family)
содержит у Arabidopsis 147 членов, сгруппированных
в четыре подсемейства: AP2, DREB, ERF и RAV. В
качестве транскрипционных факторов белки семей-
ства играют ключевую роль во многих регуляторных
процессах и интегрируют метаболические, гормо-
нальные и внешние сигналы, связанные с адапта-
цией к стрессам и ретроградным сигналингом [15].

Значимое превышение у мутантов по сравне-
нию с диким типом (в 53.54 раза для ahk2 и 53.01 для
ahk2ahk3) отмечено в уровне транскриптов гена
ETC2 (AT2G30420), кодирующего MYB транс-фак-
тор R3-типа (табл. 3). Белок ETC2 участвует в
дифференциации клеток эпидермиса A. thaliana,
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репрессируя образование трихом и индуцируя
дифференциацию корневых волосков [16]. Помимо
названных функций белки семейства могут оказы-
вать плейотропный эффект на развитие растений и
время цветения, одновременно взаимодействуя с
регуляторными каскадами, интегрирующими взаи-
модействие фитогормонов, белков клеточной стен-
ки и структур цитоскелета [17]. Определенный
интерес с точки зрения возрастных изменений
клеточной стенки представляет сохранение у
ahk2 и ahk2/3 умеренно повышенной экспрессии
гена GATA4 (At3g60530) из одноименного семей-
ства транс-факторов, который, согласно литера-
турным данным, коэкспрессируется с генами
сборки клеточной стенки, включая гены, кодиру-
ющие экспансины, арабиногалактановые белки и
гликозилгидролазы [18].

Максимальный рост экспрессии у мутантов по
сравнению с диким типом (от 137 до 522 раз) был
характерен для транскриптов гена bHLH38 (basic
helix-loop-helix 38) из подгруппы 1b семейства
bHLH, участвующего в регуляции генов поглощения
железа [19]. При этом bHLH38 оказался един-
ственным геном из списка транс-факторов, актива-
ция или сохранение повышенной экспрессии кото-
рого были отмечены у всех трех нокаут мутантов по
гену АНК2 (табл. 3). Параллельно старение ли-
стьев у растений дикого типа сопровождалось су-
щественным снижением (вплоть до нулевых зна-
чений) уровня транскриптов генов, относимых к
функциональной подкатегории “iron” – железо.

Еще один член семейства bHLH F11O4.13 с
резко повышенным уровнем транскриптов у му-
тантов ahk2 и ahk2ahk3 (в 37 и 47 раз соответ-
ственно) относится к подгруппе транс-факторов
bHLH, члены которого способны взаимодейство-
вать с комплексом компонентов SWI/SNF. Этот
комплекс обеспечивает ремодуляцию хроматина,
лежащую в основе многих онтогенетических
программ. F11O4.13 физически связывается с

АТФ-азой Brahma (BRM) этого комплекса, кото-
рая за счет изменения нуклеосомной позиции или
конформации открывает доступ специфичным
ДНК связывающим белкам к геномной ДНК [20].

Пониженная экспрессия одновременно у му-
тантов ahk2 и ahk2ahk3 была выявлена для гена
T11P11.2, кодирующего белок, относимый к подсе-
мейству C2H2 семейства транс-факторов с домена-
ми типа “цинковые пальцы” (табл. 3). Белки, содер-
жащие домены цинкового пальца, играют важную
роль в эукариотических клетках, регулируя раз-
личные пути передачи сигналов и контролируя
развитие и программируемую гибель клеток [21].

Избирательная проверка методом ОТ ПЦР РВ
относительного уровня транскриптов генов, обна-
руживших наиболее значимые изменения в экс-
прессии, подтвердила данные, выявленные при
секвенировании транскриптомов, хотя значения,
полученные при использовании ОТ ПЦР РВ, бы-
ли, как правило, ниже, чем следовало из результа-
тов RNA-seq анализа. На рисунке 1 приведены
графики полученных результатов. По сравнению
с растениями дикого типа у мутантов с инактиви-
рованным геном АНК2 была достоверно увеличе-
на экспрессия генов семейства bHLH (bHLH38 и
F11O4.13), а также генов семейства ERF/AP2
(ETC2, DREB26 и ESE3). Следует, однако, отметить,
что уровень транскриптов гена DREB26 был суще-
ственно повышен лишь у мутанта ahk2ahk3, а на-
копление транскриптов F11O4.13, ETC2 и ESE3 ока-
залось, кроме того, достоверно выше у мутанта
ahk2ahk4.

Подводя итоги проведенного анализа, следует
заключить, что транскрипционные факторы с
дифференциальной экспрессией у мутантов по
гену АНК2 различались по своим функциям. Все
они могли участвовать в контроле продолжитель-
ности жизненного цикла мутантов и подчинялись
прямой или опосредованной регуляции со сторо-
ны рецепторов ЦК.

Таблица 3. Гены ТФ, вовлеченные согласно списку Balazadeh et al. [3] в контроль старения листьев, которые из-
меняли свою экспрессию одновременно у двух мутантов по гену АНК2

Примечание: * FC (fold change) – изменение уровня экспрессии гена.

Название ТФ Семейство Локус
FC*

ahk2 ahk2ahk3 ahk2ahk4

T11P11.2 C2H2 AT2G28710 –3.144 –5.984

bHLH38 bHLH AT3G56970 248.281 522.276 137.514

DREB26 AP2 AT1G21910 59.361 8.593

ESE3 AP2 AT5G25190 30.682 26.118

F11O4.13 bHLH AT4G01460 35.049 47.868

GATA4 GATA AT3G60530 3.772 2.700

ETC2 MYB AT2G30420 53.54 53.01
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Рис. 1. Избирательная проверка методом ОТ ПЦР РВ относительного уровня транскриптов генов, обнаруживших зна-
чимые изменения в экспрессии у мутантов с инактивированным геном АНК2 по сравнению с растениями дикого ти-
па. РНК выделяли из шестого листа 7-недельных растений A. thaliana. Данные представлены в виде средних значений
трех биологических повторностей и ошибки среднего. Достоверность различий оценивалась по критерию Стьюдента.
* P ≤ 0.05.
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Анализ генов, коэкспрессирующихся с генами
АНК2-зависимых транскрипционных факторов, 

при старении листьев A. thaliana

Для выявления возможных функций тран-
скрипционных факторов в регуляции старения
нами был проведен анализ in silico коэкспресси-
рующихся с ними генных сетей (bar.utoromto.ca) и
последующее сопоставление баз данных с транс-
криптомными профилями мутантов. Повышенный
уровень экспрессии двух представителей семейства
ERF/AP2 DREB26 и ESE3 сопровождался активаци-
ей гена AGP17 (AT2G23130), который кодирует ара-
биногалактановый белок, локализованный в плаз-
матических мембранах и нитях Гекта (Hechtian
strands) [22]. AGP участвуют в различных процессах,
например, в пролиферации клеток, передаче кле-
точных сигналов, нацеливании на пыльцевые
трубки во время прогамной фазы развития расте-
ний, а также в запрограммированной гибели кле-
ток, опадении органов и во взаимодействиях с
микробами и регуляторами растений. Резко по-
вышенный уровень транскриптов AGP17 в ли-
стьях мутантов (табл. 4), подтвержденный данны-
ми ОТ ПЦР РВ (рис. 1), свидетельствует о несо-
мненной роли рецептора АНК2 в ускоренной
деградации клеточной стенки. Таким образом,
ЦК могут влиять на процесс старения, контроли-
руя не только донорно-акцепторные отношения
за счет активности инвертазы клеточной стенки и
гексокиназы [23], но и регулируя синтез арабино-
галактановых белков.

Среди генов, корегулируемых с геном семей-
ства bHLH F11O4.13, выраженное изменение
уровня транскриптов отмечалось для гена нега-
тивного ответа на брассиностероиды и удлинение
клеток IBL1 (INCREASED LEAF INCLINATION1
BINDING bHLH1, AT4G30410) и гена BEE2 (BR-
ENHANCED EXPRESSION 2, AT4G36540), коди-

рующего компонент передачи сигнала брассино-
стероидов и также участвующего в регуляции
удлинения клеток (табл. 4) [24, 25]. Увеличенный
уровень транскриптов выявлен, кроме того, для
гена AT5G13140 (табл. 4). AT5G13140 кодирует бе-
лок аллергена пыльцы и семейства экстенсинов
Ole e 1 (Pollen Ole e 1 allergen and extensin family
protein) [26]. Можно заключить, что F11O4.13 на-
ряду с GATA4, DREB26 и ESE3 входит в сеть регу-
ляторов модификации компонентов клеточной
стенки при участии цитокининов и брассиносте-
роидов, однако детали функционирования этой
системы нуждаются в дополнительных исследо-
ваниях. К этой системе может также относиться
MYB транс-фактор R3-типа ETC2, который, как
отмечалось выше, способен интегрировать взаи-
модействие фитогормонов и белков клеточной
стенки [17]. Коэкспрессия этого транс-фактора с
геном липазы GDSL (GDSL-like Lipase/Acylhy-
drolase superfamily protein, AT4G01130) у мутантов
(табл. 4) позволяет предполагать участие рецепто-
ров ЦК в регуляции липидного обмена при старе-
нии листьев.

В сети генов, корегулируемых с bHLH38, мы
нашли два гена bHLH39 и bHLH100 из пoдгруппы
1b bHLH с дифференциальной экспрессией в ли-
стьях мутантов по гену АНК2 (табл. 4). Все эти
транс-факторы, принимают участие в обеспече-
нии поглощения железа и поддержания его го-
меостаза. Совместно с ключевым bHLH белком
FIT (FER-LIKE DEFICIENCY INDUCED) они
активируют гены FRO2 и IRT1, кодирующие Fe-
редуктооксидазу и транспортер железа, соответ-
ственно [19]. Однако, согласно данным RNA-seq
анализа библиотек стареющих листьев, назван-
ные гены (FIT, FRO2 и IRT1), а также еще ряд генов,
связанных с метаболизмом железа, не отличались
по уровню экспрессии у мутантов и дикого типа.

Таблица 4. Гены, коэкспрессирующиеся с генами АНК2-зависимых транскрипционных факторов при старении
листьев Arabidopsis

Примечание: * FC (fold change) – изменение уровня экспрессии гена. ** В мутанте ahk2ahk4 значимых различий не обнару-
жено по данным RNA-seq анализа, однако при анализе отдельных генов ОТ ПЦР РВ были получены некоторые различия.

Название гена Локус
FC*

ahk2 ahk2ahk3 ahk2ahk4**

AGP 17 AT2G23130 20.83 41.58
IBL1 AT4G30410 9.18 10.78
BEE2 AT4G36540 5.91 12.12
Ole e 1 AT5G13140 14.10 46.69
GDSL AT4G01130 4.61 7.31
bHLH39 AT3G56980 119.29 191.17
bHLH100 AT2G41240 44.29
FEP2 AT1G47395 5.90 12.11
FEP3 AT1G47400 9.07 14.4



586

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 6  2021

КУДРЯКОВА и др.

Вместе с тем, два гена из пула регуляторов отве-
та на дефицит железа FEP2 (AT1G47395) и FEP3
(AT1G47400) (FE-UPTAKE-INDUSING PEPTIDE 2
и 3) оказались существенно ингибированы у рас-
тений дикого типа по сравнению с нокаут мутан-
тами ahk2 и ahk2ahk3 (табл. 4). Эти особенности
экспрессии генов, регулирующих метаболизм же-
леза, соответствовали данным ОТ ПЦР РВ анали-
за, но изменения в уровне их относительной экс-
прессии у мутантов (рис. 1), были, как правило,
ниже, чем следовало из результатов RNA-seq ана-
лиза. Как и для генов F11O4.13, ETC2 и ESE3, уро-
вень транскриптов FEP2 и FEP3 оказался досто-
верно выше у мутанта ahk2ahk4, по сравнению с
растениями дикого типа.

Полученные нами данные в определенной сте-
пени согласуются с работой Hyrayama и коллег [27],
которые впервые обнаружили участие продуктов
генов FEP в регуляции экспрессии ответа на не-
достаточность железа. Эти исследователи устано-
вили, что три гена FEP кодировали короткие по-
липептиды (менее 100 аминокислот), способные
при дефиците железа индуцировать экспрессию
bHLH38 и bHLH39 независимо от FIT. При этом у
мутанта fep1 и только в побегах активировались
bHLH38, bHLH39 и FEP2, но не FRO2 и IRT1. Па-
раллелизм в характере регуляции генов метабо-
лизма железа в стареющих листьях Arabidopsis и у
мутанта с недостаточностью пептида, индуцирую-
щего поглощение железа, свидетельствует, что
FEР-зависимый регуляторный механизм ответа на
обеспеченность железом функционирует и при ре-
мобилизации питательных компонентов, накоп-
ленных в стареющем листе. При этом уровень
экспрессии генов FEP может определяться уров-
нем гема или других молекул, координирующих
содержание железа.

Физиологическая взаимосвязь между рецепто-
ром ЦК АНК2 и метаболизмом железа в стареющих
листьях несомненна, хотя она может быть непря-
мой. Не исключено, что она связана с влиянием
этого рецептора на возрастные параметры листа,
детерминирующие отток железа, однако конкрет-
ные цепочки, объединяющие эти взаимозависимые
сигналы, нуждаются в дополнительных исследова-
ниях. Ранее было показано, что при регуляции по-
глощения железа корнями экзогенный цитоки-
нин репрессирует гены FIT, FRO2 и IRT1 на уровне
накопления транскриптов, и это подавление опо-
средовано рецепторами АНК3 и АНК4 [28]. Од-
нако сигналы ЦК и дефицита железа действовали
через различные метаболические пути, поскольку
негативная регуляция цитокининами гена IRT1
не зависела от доступности железа. Цитокинины,
по мнению авторов исследования, косвенно воз-
действовали на аппарат поглощения железа, мо-
дифицируя архитектуру корней.

Реализация сигнала ЦК при участии рецепто-
ров происходит с помощью двух групп ТФ ─ ARR
типа В (MYB-подобных ДНК-связывающих бел-
ков) и CRF (Cytokinin Response Factors) из семейства
ERF/AP2. Важно заметить, что анализ промотора
гена bHLH38 выявил в пределах последователь-
ности в 500 п.н. вверх от стартового кодона ATG
цис-элементы для таких транс-факторов как
ARR1, ARR2, ARR11 и ARR14 (AthaMap server).
Таким образом, ЦК через рецептор АНК2 может
напрямую влиять на метаболизм железа при ста-
рении листьев, что не исключает, однако, существо-
вание механизмов опосредованной регуляции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты секвенирования транскриптомов и

их последующая выборочная оценка методом
ПЦР в режиме реального времени показали, что
цитокинин-зависимый контроль продолжитель-
ности жизни листьев, регулируемый рецептором
AHK2, интегрирован с изменением профилей
экспрессии генов ряда транс-факторов семейств
NAC, AP2-EREBP, bHLH, MYB и GATA. Задерж-
ка естественного старения листьев у мутантов с
инактивированным геном AHK2 сопровождалась
резко повышенной экспрессией генов семейства
ERF/AP2 DREB26 и ESE3 и корегулируемого с ни-
ми гена арабиногалактанового белка AGP17. Поми-
мо DREB26 и ESE3 в сеть сопряженных с АНК2 ре-
гуляторов модификации компонентов клеточной
стенки могли входить ген GATA4 (AT3G60530), ко-
экспрессирующийся с генами экспансинов, араби-
ногалактановых белков и гликозилгидролазы [18], а
также гены ETC2 (семейство MYB) и F11O4.13
(семейство bHLH), участвующие во взаимодей-
ствии брассиностероидов и генов белков клеточ-
ной стенки. Таким образом, непосредственными
мишенями рецептора АНК2 в стареющих листьях
являются гены компонентов клеточных стенок и
связанных с ними регуляторов. Наряду с этим,
F11O4.13 через комплекс компонентов SWI/SNF
мог влиять на ремодуляцию хроматина, лежащую
в основе реализации многих онтогенетических
программ [20].

Наиболее значимые количественные измене-
ния у мутантов с инактивированным рецептором
AHK2 наблюдались в профиле экспрессии генов
bHLH38, bHLH39 и bHLH100 из пула регуляторов
поглощения железа. Увеличение их экспрессии у
мутантов по гену АНК2 сопровождалось повы-
шенным накоплением транскриптов генов FEP2
и FEP3, кодирующих короткие полипептиды, ко-
торые при дефиците железа способны индуциро-
вать экспрессию bHLH38 и bHLH39 [27]. Хотя
анализ in silico промотора гена bHLH38 свидетель-
ствовал о возможном присутствии в нем цис-эле-
ментов для транс-факторов ARR1, ARR2, ARR11
и ARR14 из цепи трансдукции сигнала ЦК, непо-
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средственные механизмы взаимодействия генов
сигналинга ЦК и регуляции оттока железа в старе-
ющих листьях требуют дополнительных исследова-
ний, включающих анализ связывания ЦК-зависи-
мых транс-факторов с промоторами генов-регуля-
торов метаболизма железа.

Полученные в настоящей работе данные об
особенностях экспрессии генов транс-факторов
у мутантов по рецепторам ЦК могут служить старто-
вым звеном в расшифровке модулей, связывающих
рецептор АНК2 и реализацию программы старения
листьев. Суммируя результаты проведенного иссле-
дования, следует подчеркнуть, что этот рецептор, с
которым принято отождествлять вспомогательную
роль в восприятии сигнала ЦК [29] листьями, ассо-
циирован со специфичным набором генов, вовле-
ченных в регуляцию оттока железа и деградации
компонентов клеточной стенки на финальных
стадиях онтогенеза листа. Таким образом, не-
смотря на частичную генетическую избыточность и
перекрывающиеся функции, рецепторы ЦК АНК2
и АНК3 могут действовать независимо, регулируя
при старении листа различные сети целевых генов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 20-14-00065.
Результаты, представленные на рис. 1, получе-
ны за счет средств Министерства науки и выс-
шего образования Российской Федерации (тема
№ 0106-2019-0001). Секвенирование и биоинфор-
матический анализ данных секвенирования про-
водили в ЦКП геномики Сколковского институ-
та науки и технологии.

Авторы выражают благодарность руководите-
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