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ИДЕНТИФИКАЦИЯ ДВУХ GLOBOSA-ПОДОБНЫХ ГЕНОВ
С MADS-БОКСОМ В РАСТЕНИЯХ ЧАЯ (Camellia sinensis [L.] O. Kuntze)1
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Растения чая (Camellia sinensis [L.] O. Kuntze) – культура, имеющая большое экономическое зна-
чение. Однако молекулярные механизмы регуляции развития цветков изучены недостаточно. Из
C. sinensis Ziyangzhong нами выделены два GLOBOSA (GLO)-подобных гена, кодирующих белки
CsGLO1 и CsGLO2 с MADS-боксом, которые были охарактеризованы с целью выяснения их роли
в развитии цветков. Обнаружено, что CsGLO1 и CsGLO2 – это локализованные в ядре факторы
транскрипции, неспособные к трансактивации, но хорошо взаимодействующие друг с другом. Эти
факторы имеют сходные паттерны экспрессии, ограниченной преимущественно лепестками и ты-
чинками. Более того, эктопическая экспрессия CsGLO1 или CsGLO2 в Arabidopsis thaliana приводит к
частичному превращению чашелистиков в лепестки, что свидетельствует о функциональной актив-
ности GLOBOSA. Нами впервые описана роль этих генов в развитии цветков у растений чая и показа-
но, что паралоги CsGLO1 и CsGLO2 вносят существенный вклад в развитие лепестков и тычинок.
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ВВЕДЕНИЕ

Цветки большинства покрытосеменных, вклю-
чая растения чая (Camellia sinensis [L.] O. Kuntze), со-
стоят из четырех типов органов, организованных в
виде концентрических мутовок от периферии к
центру: чашелистиков, лепестков, тычинок и пло-
долистиков [1]. На основе анализа гомеотических
флоральных мутантов Arabidopsis thaliana и Antirrhi-
num majus предложена модель ABC развития цвет-
ка, согласно которой для установления идентич-
ности органов цветка требуется кооперативное
взаимодействие генов трех классов [2, 3]. Гены
класса A определяют чашелистики, A и B – ле-
пестки; B и C – тычинки, а C – плодолистики [3].
Модель ABC была расширена до варианта
ABC(DE), в котором гены класса D контролиру-
ют развитие семяпочки, а гены класса E кодируют
кофакторы белков-продуктов генов A, B и C [4].
Предполагается, что функции генов класса А мо-
гут быть специфичными для семейства Brassica-
ceae, тогда как функции генов других классов
консервативны у цветковых растений [5].

В модели ABC(DE) все белки идентичности
цветков, за исключением APETALA2 (AP2), пред-
ставляют собой типичные факторы транскрип-
ции с MADS-боксом типа MIKCc [5]. Факторы
транскрипции с MADS-боксом, представленные
двумя типами – I и II, участвуют в регуляции раз-
нообразных процессов развития. У растений фак-
торы транскрипции с MADS-боксом типа II
обычно называют белками MIKCc-типа в соот-
ветствии со структурой их консервативного доме-
на [6]. Наиболее консервативный домен MADS
способен связываться с CArG-боксами. Домен
типа I характеризуется большей вариабельностью
последовательности и структуры, чем домен K
(кератин). Эти два домена участвуют в белок-бел-
ковых взаимодействиях [7]. Кроме того, наиме-
нее консервативный С-концевой домен участву-
ет, вероятно, в трансактивации генов-мишеней и
формировании мультимерных комплексов.

Гены класса В играют важную роль в детермина-
ции идентичности лепестков и тычинок. Для одно-
значного определения этих двух органов у An. majus
и A. thaliana белки GLOBOSA (GLO)/PISTILLATA
(PI) и DEFICIENS (DEF)/APETALA3 (AP3) долж-
ны формировать oблигатные гетеродимеры [8–11].

1 Cтатья представлена авторами на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
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Функциональные мутации в этих генах приводят
к появлению гомеотических мутантов, у которых
лепестки превратились в чашелистики, а тычин-
ки в плодолистики [8–11]. Филогения генов клас-
са В показывает, что и Antirrhinum, и Arabidopsis
имеют сходную, но не одинаковую B-систему, в
которой, по-видимому, отсутствует ген TOMATO
MADS6 (TM6), а ген PI представлен единственной
копией [12]. Действительно, хорошо изучены не-
сколько событий дупликации двух генов класса B
в ходе эволюции покрытосеменных. Главное со-
бытие дупликации у истинных эудикот привело к
появлению клады euAP3 и клады TM6 в линии
AP3 [13, 14]. В линии PI дупликации происходили
и у Ericales, и у Астерид. Однако эти дупликации
не коррелировали с дупликациями AP3-подоб-
ных генов. У Астерид дупликации PI, которые
сохранялись преимущественно у значительного
числа вымерших видов [12], привели к появле-
нию взаимозаменяемых функций PI в ходе про-
цессов субфункционализации у Petunia hybrida,
Nicotiana benthamiana и Solanum lycopersicum, что
внесло вклад в морфологическое разнообразие и
адаптивную эволюцию околоцветника у предста-
вителей семейства Solanaceae [15–17]. Например,
FLORAL BINDING PROTEIN1 (FBP1) и PETUNIA
MADS BOX GENE2 (PMADS2) – два PI-паралога
P. hybrida действуют совместно при развитии
лепестков и тычинок, причем FBP1 важен для
слияния тычиночных нитей со сростнолепест-
ным венчиком [18]. Напротив, PfGLO2 утратил
свою роль в детерминации органов у Physalis flori-
dana, но сохранил свои функции в созревании
пыльцы, благодаря процессам дивергенции дуп-
лицированных гетеродимеров GLO-DEF [19, 20].

Растения чая (C. sinensis [L.] O. Kuntze), принад-
лежащие к семейству Theaceae, являются экономи-
чески важной культурой [21]. Описаны молекуляр-
ные механизмы контроля физиологических, биохи-
мических и метаболических процессов в растениях
чая [22, 23], но данные о развитии цветков до сих
пор ограничены. Прогресс в селекции чая сдержи-
вается самонесовместимостью и низкой завязывае-
мостью семян, прямо или опосредованно связан-
ными с развитием цветков [24, 25]. В настоящей ра-
боте из растений C. sinensis Ziyangzhong выделены
два GLO-подобных гена с MADS-боксом (CsGLO1 и
CsGLO2), изучена их филогения, паттерны экс-
прессии, субклеточная локализация и трансакти-
ваторная активность их продуктов. Кроме того,
взаимодействие между CsGLO1 и CsGLO2 показа-
но и в двухгибридной дрожжевой системе, и ме-
тодом бимолекулярной комплементации флуо-
ресценции (BiFC). Более того, для изучения и
сравнения функций CsGLO1 и CsGLO2 в детерми-
нации лепестков и тычинок мы проанализирова-
ли эктопическую экспрессию в трансгенных рас-
тениях A. thaliana. В целом, нами впервые получе-

ны данные о роли CsGLO1 и CsGLO2 в развитии
цветков у C. sinensis.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал. В работе использова-
ли 10-летние растения C. sinensis Ziyangzhong, вы-
ращенные в Институте чая Цзыяна (Tea Plant In-
stitute Ziyang Ankang (Ankang, Shaanxi, China)) из
культуры зародышей (germplasm nursery) при
естественном освещении. Цветочные и листовые
почки собирали в мае–июне, тогда как чашели-
стики, лепестки, тычинки и плодолистики брали с
распустившихся цветков в октябре. Все образцы за-
мораживали и жидком азоте и хранили при –80°C
до проведения анализа. Растения дикого типа и
трансгенные растения A. thaliana экотипа Colum-
bia растили в комнатных условиях при 22°C в ре-
жиме 16 ч свет и 8 ч темнота.

Синтез кДНК CsGLO1 и CsGLO2. Суммарную
РНК экстрагировали из цветочных почек с ис-
пользованием набора Wolact® Plant RNA Isolation
Kit (“Klink”, Китай). Первую цепь кДНК синтези-
ровали с помощью обратной транскриптазы
MMLV (“TaКaRa”, Япония), следуя инструкциям
изготовителя. Консервативные фрагменты CsGLO1
и CsGLO2 амплифицировали на кДНК из цветоч-
ных почек с праймерами, сконструированными
на основе консервативных участков ортологов
GLO из других видов растений, используя програм-
му Primer Premier 5.0 (табл. S1, см. Приложение на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2019/1/sup-
p_Zhou_rus.pdf). Использовали следующие усло-
вия ПЦР: денатурация – 94°C, 5 мин; 35 циклов –
94°C, 30 с; 49°C, 30 с; 72°C, 1 мин; конечная до-
стройка – 72°C, 10 мин. Полученные ампликоны
очищали и клонировали в векторе pGEM®-T Easy
(“Promega”, США), а затем секвенировали в BGI.
Для быстрой амплификации концов кДНК
(RACE) очищенную суммарную РНК подверга-
ли обратной транскрипции с адапторными
праймерами в соответствии с рекомендациями
производителя (“Clontech”, США). Опираясь на
частичные последовательности CsGLO1 и CsGLO2,
сконструировали генспецифичные праймеры для
3'RACE и 5'RACE (табл. S1). Реконструировали по-
следовательности, полные кодирующие последова-
тельности подтверждали с помощью ПЦР-ампли-
фикации и секвенирования.

Анализ последовательностей и филогенетиче-
ский анализ. Поиск консервативных доменов
проводили с помощью программы Prosite (http://
prosite.expasy.org/). Для поиска гомологичных по-
следовательностей использовали программу
BLAST сайта NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Информация обо всех последовательностях, вы-
явленных в базе данных NCBI, представлена в
табл. S2. Выведенные аминокислотные последо-
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вательности, кодируемые CsGLO1 и CsGLO2, вы-
равнивали с последовательностями белков GLO,
кодируемых ортологичными генами, используя
программу DNAMAN 5.0. На основе последова-
тельностей выровненных белков (табл. S2), скон-
струировали филогенетическое дерево, исполь-
зуя метод ближайших соседей и программу ME-
GA 5.1 (http://www.megasoftware.net/).

Количественная обратная транскрипция-ПЦР
(ОТ-кПЦР). Суммарную РНК выделяли из разных
органов и тканей, используя набор Wolact® Plant
RNA Isolation Kit (“Klink”). Целостность и коли-
чество РНК в образцах оценивали с помощью
электрофореза в 1.2%-ном агарозном геле и спек-
трофотометрически (NanoDrop 2000C, “Thermo
Fisher Scientific”, США) соответственно. Первую
цепь кДНК синтезировали с помощью PrimeS-
cript®RT Master (“TaКaRa”). Праймеры для ОТ-
кПЦР подбирали с помощью программы Primer
Premier 5.0 (табл. S1) и проверяли на специфич-
ность перед проведением количественного ана-
лиза; ген CsCLATHRIN1 (KA291473.1) использо-
вали в качестве внутреннего контроля [26]. Реак-
ции проводили в приборе Bio-Rad CFX96TM Real-
Time (“Bio-Rad”, США), используя смеси Maxi-
ma SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix
(“Thermo Fisher Scientific”). Каждый образец ана-
лизировали в трех повторностях. Относительный
уровень экспрессии каждого гена рассчитывали
согласно методу 2–ΔΔCt [27].

Анализ временной экспрессии белка. Субкле-
точная локализация CsGLO1 и CsGLO2 была
предсказана с использованием программы WoLF
PSORT Prediction (http://wolfpsort.org). Полные
кодирующие последовательности CsGLO1 или Cs-
GLO2 без стоп-кодонов встраивали в экспресси-
онный вектор pCAMBIA1302 по сайтам рестрик-
ции NcoI–SpeI (“TaKaRa”). Получили последо-
вательности, кодирующие слитые белки CsGLO1
или CsGLO2 с присоединенным к С-концу зеле-
ным флуоресцентным белком (GFP) соответ-
ственно (табл. S1). Рекомбинантные GFP-кон-
струкции трансформировали в штамм GV3101
Agrobacterium tumefaciens и с помощью агроин-
фильтрации вводили в клетки эпидермиса лука.
Клетки, несущие пустой вектор pCAMBIA1302-
GFP, использовали в качестве контроля. Флуо-
ресцентный сигнал GFP детектировали через 48 ч
после трансфекции, используя сканирующий ла-
зерный конфокальный микроскоп (Leica TCS
SP5; “Leica”, ФРГ).

Определение транскрипционной активности.
Полную кодирующую последовательность CsGLO1
или CsGLO2 встраивали по NcoI—BamHI-сайтам
в pGBKT7 в рамке считывания с ДНК-связываю-
щим доменом GAL (табл. S1). Рекомбинантные
конструкции вводили последовательно в штамм
AH109 Saccharomyces cerevisiae в соответствии с

рекомендациями производителя (“Clontech”),
трансформированные клетки высевали на чашки
с синтетической декстрозной средой, лишенной
лейцина и/или триптофана (SD/-Leu-Trp или /-Trp).
Выжившие клетки переносили на чашки с селек-
тивной средой, лишенной гистидина и аденина
(SD/-His-Ade), и чашки со средой YPDA (Yeast
Extract Peptone Dextrose Adenine Medium) и инку-
бировали при 28°C в течение 2–5 дней. Трансак-
тивационные активности оценивали по росту вы-
живших клеток. Пустым вектором pGBKT7 и
pGBKT7-53+pGADT7-T (“Clontech”) трансфор-
мировали клетки дрожжей, полученные транс-
форманты использовали как отрицательный и
положительный контроль соответственно.

Скрининг в дрожжевой двухгибридной системе.
Полные кодирующие последовательности CsGLO1
или CsGLO2 встраивали по сайтам EcoRI–BamHI
в вектор pGADT7 (табл. S1). Рекомбинантные
конструкции вводили в штамм АН109 S. cerevisiae
и высевали на чашки с SD/-Leu-Trp. Выжившие
клетки переносили на чашки с селективной сре-
дой, лишенной лейцина, триптофана, гистидина
и аденина (SD/-Leu-Trp-His-Ade), а также на
чашки YPDA и инкубировали при 28°C в течение
2–5 дней. Трансактивационную активность опре-
деляли по росту выживших клеток. Пустыми
векторами pGBKT7-lam+pGADT7-T и pGBKT7-
53+pGADT7-T (“Clontech”) котрансформирова-
ли клетки дрожжей, и трансформанты использо-
вали в качестве отрицательного и положитель-
ного контроля.

BiFC-анализ. Для проведения BiFC-анализа
сконструировали векторы pSPYNE и pSPPYCE.
Полные кодирующие последовательности CsGLO1
или CsGLO2 клонировали в два вектора –
pSPYNE-35S и pSPYCE-35S, соответственно, по
сайтам рестрикции BamHI–KpnI (табл. S1). Эти
два вектора предназначены для экспрессии N-
или C-концевых половин желтого флуоресцент-
ного белка (YFP). Рекомбинантными векторами
трансформировали бактерии A. tumefaciens GV3101,
которые затем вводили в клетки эпидермиса ли-
стьев N. benthamiana [28]. Флуоресцентный сиг-
нал YFP детектировали через 72 ч после инъекции
с использованием конфокального лазерного ска-
нирующего микроскопа (Leica TCS SP5).

Трансформация и анализ A. thaliana. Амплифи-
цировали полные кодирующие последовательно-
сти CsGLO1 или CsGLO2 и клонировали их по
BamHI—KpnI-сайтам в бинарный вектор
pCAMBIA2300 (табл. S1). Получили конструкции
35S::CsGLO1 и 35S::CsGLO2, которые вводили в
клетки A. tumefaciens GV3101 и использовали для
трансформации A. thaliana методом погружения
цветка с небольшими модификациями [29]. Транс-
форманты, выросшие на половинной среде Мура-
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сиге-Скуга, содержащей канамицин (50 мг/л),
проверяли с помощью ПЦР и ОТ-кПЦР [29, 30].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Выделение и анализ нуклеотидных 

последовательностей двух GLO-подобных генов
Из дифференцированных цветочных почек с

использованием ОТ-кПЦР и RACE были выделе-
ны два GLO-подобных гена с MADS-боксом. Фи-
логенетический анализ и анализ последователь-
ностей показал, что два GLO-подобных гена от-
носятся к кладе генов GLO класса В. Они были
названы CsGLO1 (GenBank аcc. no. KJ630568) и
CsGLO2 (GenBank аcc. no. KJ630569) (рис. 1). Ген
CsGLO1 кодирует белок из 209 аминокислотных
остатков, на 64% сходный с AtPI (A. thaliana), 68% –
с AmGLO (An. majus) и 99% – CjGLO1 (C. japoni-
ca), а ген CsGLO2 кодирует белок из 208 аминокис-

лотных остатков, сходный на 60% с AtPI (A. thali-
ana), 62% с AmGLO (An. majus) и 96% – с CjGLO2
(C. japonica). Анализ последовательностей выявил
MADS- и K-домены, и мотив PI с консенсусной
кор-последовательностью MPFxFRVQPxQPNLQE
в C-концевой области, высококонсервативные у
CsGLO1 и CsGLO2 (рис. 1). Более того, аминокис-
лотные последовательности CsGLO1 и CsGLO2
идентичны на 80.38%, что указывает на возмож-
ное сходство их функций.

Для дальнейшего изучения филогенетических
связей CsGLO1 и CsGLO2 с использованием 19
ортологичных последовательностей и AtAP3 в ка-
честве внешней группы было сконструировано фи-
логенетическое дерево (табл. S2, см. Приложение на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2019/1/
supp_Zhou_rus.pdf). Показано, что CsGLO1 и
CsGLO2 характеризуются близким родством с
CjGLO1 и CjGLO2 соответственно. Подтвержде-

Рис. 1. Выравнивание выведенных аминокислотных последовательностей CsGLO1, CsGLO2 и других последователь-
ностей GLOBOSA покрытосеменных. Подчеркнуты высококонсервативные области, включая MADS- и К-домены, а
также мотив PI; двойной чертой показана двухчастная последовательность ядерной локализации (NLS); черным вы-
делены участки 100%-ного сходства аминокислотных последовательностей, темно-серым – участки 75–100% сход-
ства; светло-серым – 50–75% сходства.
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на консервативность CsGLO1 и CsGLO2, что сви-
детельствует о существовании общего предка
GLO у этих паралогов (рис. 2).

Паттерны пространственной
экспрессии CsGLO1 и CsGLO2

Для выяснения роли CsGLO1 и CsGLO2 в репро-
дуктивном росте растений чая методом ОТ-кПЦР
проанализировали паттерны их экспрессии и об-
наружили их сходство. Экспрессию обоих генов
выявили во всех изученных тканях, однако мак-

симальным уровень был в лепестках и тычинках
(рис. 3).

Субклеточная локализация CsGLO1 и CsGLO2
CsGLO1 и CsGLO2 содержат предполагаемый

консервативный двухчастный NLS с консенсу-
сом “PP(N)10(P3N2)” (рис. 1). Поэтому мы пред-
сказали, что CsGLO1 и CsGLO2 локализуются в
ядре. Действительно, анализ субклеточной лока-
лизации показал, что оба белка находятся исклю-
чительно в ядрах клеток эпидермиса лука, тогда
как контрольный белок (GFP) распределен по
всей клетке (рис. 4).

Aнализ трансактивационной активности
и взаимодействий

Транскрипционную активность CsGLOs опре-
деляли, используя двухгибридную дрожжевую
систему. Показано, что клетки дрожжей, несущие
pGBKT7-CsGLO1, pGBKT7-CsGLO2 или pGBKT7,
за исключением положительного контроля, не
обладали способностью к хорошему росту на сре-
де SD/-His-Ade (рис. 5), что указывает на отсут-
ствие у CsGLO1 или CsGLO2 трансактивационн-
ной активности.

Взаимодействие CsGLO1 и CsGLO2
Белок-белковые взаимодействия важны для

осуществления функций белков с MADS-бок-
сом. Для выявления потенциального взаимо-
действия между CsGLO1 и CsGLO2 использова-
ли дрожжевую двухгибридную систему. Как по-
казано на рис. 6, клетки дрожжей, несущие
pGBKT7-CsGLO1+pGADT7-CsGLO2, pGBKT7-
CsGLO2+pGADT7-CsGLO1 или pGBKT7-
53+pGADT7-T, хорошо растут на среде SD/-Trp-
Leu-His-Ade (рис. 6), что указывает на сильное
позитивное взаимодействие между CsGLO1 и Cs-
GLO2. Для подтверждения этих данных проведен
анализ BiFC (рис. 7). В цитоплазме клеток эпи-

Рис. 2. Филогенетический анализ гомологов PISTILLATA/
GLOBOSA у растений разных видов. Числа на главных
ветвях показывают бутстреп-распределение (%) для
1000 реплик. Длины ветвей пропорциональны гене-
тическим расстояниям. AtAP3 использовали в каче-
стве внешней группы.
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Рис. 4. Субклеточная локализация CsGLO1 и CsGLO2. 1302:GFP, 1302:CsGLO1-GFP, и 1302:CsGLO2-GFP – клетки
эпидермиса лука, транзиентно экспрессирующие GFP, CsGLO1-GFP и CsGLO2-GFP соответственно. Стрелками по-
казаны ядра. Масштабная линейка 250 мкм.
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Рис. 5. Aнализ трансактивационной активности CsGLO1 и CsGLO2. а – Схема активируемой экспрессии репортерно-
го гена в клетках дрожжей. UAS – вышележащая активирующая последовательность; GAL4-BD – ДНК-связывающий
домен GAL4; IP – целевой белок. Стрелка показывает направление транскрипции репортерного гена. б и в – Рост
трансформированных клеток дрожжей AH109 на чашке с YPDA и на чашке с селективной средой без гистидина и аде-
нина (SD/-His-Ade). г – Панель, показывающая положение каждого штамма дрожжей.
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дермиса экспериментальных групп pSPYNE-Cs-
GLO1 и pSPYCE-CsGLO2, pSPYNE-CsGLO1 и
pSPYCE-CsGLO1, pSPYNE-CsGLO2 и pSPYCE-
CsGLO2 наблюдали равномерную желтую флуо-
ресценцию (рис. 7а–в), тогда как в отрицатель-
ном контроле (пустые векторы pSPYNE и
pSPYCE) отсутствовал желтый флуоресцентный
сигнал (рис. 7г). Эти результаты указывают на
сильное взаимодействие между CsGLO1 и CsGLO2,
CsGLO1 и CsGLO1, а также CsGLO2 и CsGLO2.

Эктопическая экспрессия CsGLO1 или CsGLO2
в трансгенных растениях A. thaliana превращает 

чашелистики в лепестки

Система трансформации растений чая до сих
пор не разработана из-за сложного культивирова-
ния тканей и системы регенерации. С целью изу-
чения функций CsGLO1 или CsGLO2 получены
трансгенные растения A. thaliana, эктопически
экспрессирующие эти гены. Трансгенные расте-
ния T1, несущие 35S::CsGLO1 или 35S::CsGLO2
идентифицировали, используя ПЦР на геномной
ДНК и ОТ-кПЦР с праймерами, специфичными
к этим конструкциям (рис. 8), и сравнивали их
развитие с развитием растений A. thaliana дикого
типа. Как показано на рис. 9, первый мутовчатый
орган у трансгенных растений T1 был мозаич-
ным, состоящим из белой ткани, сходной с ле-
пестками по краям, зеленой ткани, сходной с ча-
шелистиками в середине и заметно раскрытым.

Однако другие органы цветка развивались нор-
мально. Отсутствовали видимые изменения роста
и развития растений. Эти результаты подтвер-
ждают высокую консервативность функций Cs-
GLO, CsGLO2 и GLO/PI в развитии цветка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

ABC-модель развития – одно из достижений
молекулярной генетики растений – является пре-
красной основой для сравнительного изучения
развития цветка. К настоящему времени у разных
видов растений идентифицировано и охаракте-
ризовано большое число генов классов A, B и C.
Однако отсутствует информация о нуклеотидных
последовательностях и функциях их ортологов у
растений чая. В настоящей работе, используя ос-
нованную на гомологии стратегию клонирова-
ния, мы выделили два новых GLO-подобных гена
с MADS-боксом – CsGLO1 и CsGLO2. Продукты
этих генов, белки CsGLO1 и CsGLO2, обладают
высоким уровнем сходства с ранее охарактеризо-
ванными белками GLO/PI (рис. 1). Хорошо из-
вестно, что С-концевые домены белков с MADS-
боксом вариабельны, но мотив PI с консенсусом
кор-последовательности MPFxFRVQPxQPNLQE
высококонсервативен у GLO/PI-подобных бел-
ков покрытосеменных [31]. В CsGLO1 и CsGLO2
нами идентифицированы также два консерва-
тивных PI-мотива – MPFAFRVQPIQPNLQE и
MPFTFRVQPIQPNLHE соответственно. Кроме

Рис. 6. Анализ взаимодействия CsGLO1 и CsGLO2 в двухгибридной дрожжевой системе. а – Схема активируемой экс-
прессии репртерного гена в клетках дрожжей. GAL4-BD и GAL4-AD – ДНК-связывающий и активаторный домены
GAL4 соответственно; X и Y – исследуемые белки. б и в – Рост трансформированных клеток дрожжей AH109 на среде
YPDA и селективной среде без лейцина, триптофана, гистидина и аденина и аденина (SD/-Trp-Leu-His-Ade). г – Па-
нель, показывающая расположение каждого штамма дрожжей.
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того, филогенетический анализ подтвердил про-
исхождение обоих паралогов CsGLO от общего
предка GLO. Все эти данные свидетельствуют о том,
что CsGLO1 и CsGLO2 принадлежат к GLO-кладе ге-
нов с MADS-боксом класса B.

И CsGLO1, и CsGLO2 экспрессируются пре-
имущественно во второй и третьей мутовках орга-
нов зрелых цветков (рис. 3), что согласуется с ре-
зультатами работ, в которых показано, что GLO/PI

и DEF/AP3 экспрессируются только или преиму-
щественно в процессе развития второй и тре-
тьей мутовки [10, 11]. У видов Solanaceae, таких
как P. hybrida, N. benthamiana и S. lycopersicum, два
GLO-подобных паралогичных гена активно экс-
прессируются в примордиях лепестков и тычинок
даже после их разделения [17, 18]. У видов Cler-
montia (Campanulaceae) гомологи PI экспрессиру-
ются во флоральных примордиях, а также во
внешних мутовках органов цветка поздних ста-

Рис. 7. Анализ взаимодействия CsGLO1 и CsGLO2 в клетках эпидермиса листьев N. benthamiana методом бимолеку-
лярной комплементации флуоресценции (BiFC). а – pSPYNE-CsGLO1 и pSPYCE-CsGLO1; б – pSPYNE-CsGLO2 и
pSPYCE-CsGLO2; в – pSPYNE-CsGLO1 и pSPYCE-CsGLO2; г – pSPYNE и pSPYCE. Масштабная линейка 25 мкм.
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Рис. 8. Идентификация трансгенных растений A. thaliana с помощью ПЦР. M – маркер DL 2000. WT – дикий тип; EV –
вектор для эктопической экспрессии; 1–10 трансгенные растения – 35S::CsGLO1 или 35S::CsGLO1.
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дий. Более того, гетеротопическая экспрессия
двух гомологов PI в первой цветочной мутовке ви-
дов C. parviflora с двумя венчиками подтверждает
функцию двух паралогов PI как полной единицы,
поддерживающей гомеотическую идентичность
лепестков [32].

У всех трансгенных растений A. thaliana, экто-
пически экспрессирующих полученные в нашей
работе CsGLO1 или CsGLO2, наблюдалось частич-
ное превращение чашелистиков в лепестки в пер-
вой мутовке (рис. 9). Эти результаты согласуются
с данными, пролученными ранее при сверхэкс-
прессии AtPI in A. thaliana [33]. Таким образом,
функции CsGLO1, CsGLO2 и PI, по-видимому, вы-
сококонсервативны и как у CsGLO1, так и у Cs-
GLO2 зависят от AP3, который экспрессируется на
низком уровне в чашелистиках. В цветках A. thaliana
дикого типа AP3 экспрессируется в основаниях
органов первой мутовки, и в органах второй и
третьей мутовки, тогда как PI изначально экс-
прессируется в органах второй, третьей и четвер-
той мутовки. Таким образом, функция В является
результатом перекрывающейся экспрессии AP3 и
PI [33]. Поскольку или CsGLO1, или CsGLO2 кон-
ститутивно экспрессируются в цветках, функции
B в первой мутовке ассоциированы с AP3, тогда
как комбинация функций A и B ведет к развитию
лепестков в органах первой мутовки. В целом, эти
результаты свидетельствуют о том, что паралоги
CsGLO способны выполнять функции B в ассоци-
ации с генами DEF-клады.

Изучение временной динамики функций
AP3/PI показало, что гетеродимеры AP3/PI свя-

зываются преимущественно с определенными
наборами генов и регулируют их функции на раз-
ных стадиях развития цветка [34]. В настоящей
работе показана ядерная локализация обоих па-
ралогичных факторов транскрипции CsGLO
(рис. 4), как и у PfGLO2 (P. floridana). Более того,
анализ транскрипционной активности в клетках
дрожжей показал, что два CsGLOs не обладают
трансактивационной способностью (рис. 5), что
предполагает необходимость формирования ди-
мерных или тетрамерных комплексов для регуля-
ции генов-мишеней [35–37]. Анализ с использова-
нием дрожжевой двухгибридной системы и BiFC
выявил сильное взаимодействие между CsGLO1 и
CsGLO2 (рис. 6 и 7). Тогда как AtAP3 и AtPI не ло-
кализуются в ядре, но образуют гетеродимеры
AP3-PI в цитоплазме, которые могут входить в
ядро и регулировать гены-мишени A. thaliana [38].
Кроме того, PfGLO2 P. floridana обладает способ-
ностью к ядерной локализации и может форми-
ровать гомодимеры [19, 20]. Наконец, SlGLO1 и
SlGLO2 (S. lycopersicum) подобно TePI и TeAP3
(Tagetes erecta) различаются способностью к ядер-
ной локализации и взаимодействиям, что указы-
вает на видоспецифичность этих свойств у белков
B-класса с MADS-боксом [39, 40]. Мы предпола-
гаем, что CsGLO1 и CsGLO2 способны формиро-
вать гетеродимеры в цитоплазме, а затем посту-
пать в ядро для регуляции экспрессии генов-ми-
шеней, связываясь с промоторными участками.
Таким образом, способность CsGLOs растений
чая к специфической ядерной локализации и вза-

Рис. 9. Влияние эктопической экспрессии 35S::CsGLO1 и 35S::CsGLO2 у A. thaliana. WT – дикий тип; 35S::CsGLO1 –
растения, сверхэкспрессирующие CsGLO1; 35S::CsGLO2 – растения, сверхэкспрессирующие CsGLO2. Вид сверху и вид
сбоку. Масштабная линейка 1 мм.

WT 35S::CsGLO1 35S::CsGLO2
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имодействиям указывает на то, что они могут иг-
рать важную роль в развитии цветка.

Дупликации генов класса В считаются важным
эволюционным событием, которое привело к об-
разованию линий DEF и GLO и высокому разно-
образию цветков [17, 41]. Предполагается, что по-
сле дупликации паралоги GLO быстро приобрели
адаптивные изменения в паттернах экспрессии и
аминокислотных последовательностей, которые
ведут к субфункционализации развития лепест-
ков и тычинок [13]. Однако CsGLO1 и CsGLO2
имеют почти идентичные паттерны экспрессии
(рис. 3). Необходим детальный анализ паттернов
экспрессии в ходе развития цветков с использо-
ванием гибридизации in situ. Субфункционализа-
цию двух копий GLO у Camellia japonica предполо-
жили на основании данных, полученных с исполь-
зованием двухгибридной дрожжевой системы.
CjGLO1 и CjGLO2 обладают большим сходством с
CsGLO1 и CsGLO2 соответственно (рис. 1 и 2).
Различия в аминокислотных последовательно-
стях CsGLO1 и CsGLO2 намекают на субфункцио-
нализацию, однако трансгенные растения A. thali-
ana, сверхэкспрессирующие эти белки, имеют
практически идентичный фенотип (рис. 9). На-
против, эктопическая экспрессия CjGLO1 или Cj-
GLO2 приводит к разным фенотипам A. thaliana
[42]. Наблюдаемые вариации аминокислотных
последовательностей и взаимодействий белков
часто не полностью объясняют паттерны функ-
ционализации. Так что дупликации GLO у Eri-
cales (включая Camellia), по-видимому, приобре-
ли разные и стабильные функции [13]. Тем не ме-
нее, функционально дивергентные паттерны
дуплицированных генов класса B подтверждают
надежность и способность к эволюции функций
генов класса B в процессе развития цветков. Бо-
лее того, устойчивое взаимодействие CsGLO1 и
CsGLO2 (рис. 6) показывает, что 19.62% различий
в последовательностях CsGLO1 и CsGLO2 недо-
статочно для возникновения абсолютной суб-
функционализации, и что два паралога могут вы-
полнять свою роль в развитии лепестков и тычи-
нок путем формирования гетеродимеров [15–17].
Таким образом, необходимо дальнейшее тща-
тельное изучение субфункционализации и взаи-
модействий CsGLO1 и CsGLO2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами выделены и охарактеризованы два GLO-

подобных гена, CsGLO1 и CsGLO2. Получены пер-
вые данные об их роли в развитии цветков у рас-
тений чая. Оба белка – и CsGLO1, и CsGLO2 –
являются ядерными факторами транскрипции,
но не обладают способностью к трансактивации.
Различия в аминокислотных последовательно-
стях этих белков недостаточны для их абсолют-
ной субфункционализации, и оба белка могут

вносить вклад в развитие лепестков и тычинок
путем формирования гетеродимера. Дальнейшее
изучение взаимодействия белков и их функций
может помочь лучше понять функциональную
дивергенцию CsGLO1 и CsGLO2 в развитии цвет-
ков у растений чая.
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IDENTIFICATION OF TWO GLOBOSA-LIKE MADS-BOX GENES IN TEA 
PLANT (Camellia sinensis [L.] O. Kuntze)

K. Zhou1, Q.-X. Cao1, C.-M. Jin1, Y.-Y. Niu1, G.-L. Li1, J.-J. Zhang1, *
1Key Laboratory of the Ministry of Education for Medicinal Resources and Natural Pharmaceutical Chemistry, National 

Engineering Laboratory for Resource Development of Endangered Crude Drugs in Northwest of China, College of Life Sciences, 
Shaanxi Normal University, Shaanxi, Xi’an 710119 People’s Republic of China

*e-mail: zhangjinjin@snnu.edu.cn

Tea plant (Camellia sinensis [L.] O. Kuntze) is a woody crop of high economic importance worldwide; how-
ever, information on the molecular mechanisms underlying the regulation of f lower development in this spe-
cies is limited. In the present study, two GLOBOSA (GLO)-like MADS-box genes, CsGLO1 and CsGLO2,
were isolated from C. sinensis Ziyangzhong and were characterized to elucidate their roles in f lower develop-
ment. We found that CsGLO1 and CsGLO2 are nuclear-localized transcription factors without transactiva-
tion ability but with a robust interaction. They have similar patterns of expression, both mainly restricted to
petals and stamens. Moreover, ectopic expression of either CsGLO1 or CsGLO2 in Arabidopsis thaliana result-
ed in a partial conversion of sepals to petals, suggesting full GLOBOSA functional activity. Our results indicate
that CsGLO1 and CsGLO2 paralogs might redundantly contribute to petal and stamen, providing the first in-
sight into their role in tea plant f lower development.

Keywords: tea plant, flower development, GLOBOSA-like, transcription factor, function, molecular mechanism
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