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Дефицит калия (K+) в почве может существенно влиять на урожайность и развитие растений, кото-
рые обычно удовлетворяют потребность в этом элементе, используя транспортеры K+ и/или К+-кана-
лы. Белки семейства высокоаффинных переносчиков калия (ZmHAK) играют решающую роль в
поглощении и распределении K+ в растениях кукурузы (Zea mays L.). В настоящей работе проведен
функциональный анализ промотора гена ZmHAK1 кукурузы и факторов транскрипции, которые ре-
гулируют экспрессию этого гена. Семейство генов HAK кукурузы включает 34 члена, и анализ их
филогенетического дерева показывает как эволюционную консервативность, так и разнообразие. В
промоторе гена ZmHAK1 выявлено множество функциональных элементов, связанных с абиотиче-
ским стрессом. С помощью репортерной конструкции pCambia1301:ProZmHAK1:GUS активность
промотора гена ZmHAK1 выявлена в корнях, стеблях и листьях кукурузы. В дрожжевой одноги-
бридной системе показано, что промотор ZmHAK1 взаимодействует с факторами транскрипции
ZmRAP2.11 и ZmARF2, и эти взаимодействия картированы в разных частях промотора. Фактор
транскрипции ZmRAP2.11 локализуется в ядре, тогда как ZmARF2 обнаружен как в ядре, так и в ци-
топлазме клетки. Полученные данные указывают на важную роль гена ZmHAK1 в процессе поглоще-
ния ионов калия и, возможно, в ответе растений кукурузы на абиотический стресс.
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ВВЕДЕНИЕ

Калий (K+) ‒ важный элемент, на долю кото-
рого приходится до 10% сухой массы растений [1].
К+ играет важную роль не только в росте и разви-
тии сельскохозяйственных культур, но и в их уро-
жайности и качестве [2, 3]. K+ участвует во мно-
гих физиологических процессах, таких как акти-
вация ферментов, поддержание тургора клеток,
рост растений и движение органов [4]. Клеточная
вакуоль представляет собой камеру хранения, в
которой концентрация K+ составляет от 100 до
200 мМ. Концентрация K+ в растениях существен-
но выше, чем в почве (всего около 0.1‒1 мМ) [5].
Поэтому для поглощения K+ из почвы корни рас-
тений должны использовать транспортеры K+ и
K+-каналы. Кроме того, растения выработали раз-
личные механизмы поглощения K+ в соответствии

с содержанием K+ в среде. Ранее показали, что
при высокой концентрации K+ (>0.3 мМ) в среде
растения поглощают K+ пассивно через каналь-
ные белки с низким сродством к K+, в то время
как при низкой концентрации K+ (<0.2 мМ) в
окружающей среде K+ активно транспортируется
с помощью высокоаффинных переносчиков [6, 7].
За последние годы у высших растений обнаруже-
ны различные транспортеры K+ и K+-каналы
[1, 8, 9]. Влияние этих двух транспортных систем
на поглощение K+ соответствует концентрациям
K во внешней среде. Транспортеры становятся
активными при низкой концентрация K+, а K+-
каналы активны при высокой концентрация K+

[6, 10]. Семейство KUP/HAK/KT ‒ наиболее изу-
ченное и наиболее распространенное семейство
высокоаффинных переносчиков K+ в растениях
[11]. Например, HAK5 Arabidopsis является пере-

1 Текст представлен авторами на английском языке.
2 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0026898420030155 для авторизованных пользователей.

Сокращения: 4-MU ‒ 4-метилумбеллиферон (4-methylumbelliferone); GUS ‒ β-глюкоуронидаза (β-glucuronidase); Y1H ‒
дрожжевая одногибридная система (yeast one-hybrid assay); CPRG – хлорфенол красный-β-D-галактопиранозид (chloro-
phenol red-β-D-galactopyranoside); MeJA – метилжасмонат (methyl jasmonate).
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носчиком K+ [11, 12]. В это семейство входит так-
же HAK1, который играет важную роль в K+-опо-
средованной регуляции роста и солеустойчивости
растений риса при низких концентрациях K+ [13].

Применение трансгенной технологии требует
понимания роли генов и связанных с ними регу-
ляторных механизмов, а также их места и уровня
экспрессии в растениях. Поскольку экспрессия
чужеродного гена контролируется факторами
транскрипции, особенно важно определить регу-
ляторные элементы в промоторе чужеродного ге-
на [14]. Показано, что промоторы многих генов
индуцируются различными факторами [15, 16].
Например, промотор гена AlHAK1 индуцируется
абсцизовой кислотой (ABA), засухой и высокой
температурой [17]. Передача сигнала в растениях,
находящихся в условиях стресса, а также связан-
ная с этим регуляция межгенных сетей изучены
довольно подробно [18, 19]. В довольно сложную
транскрипционную программу у растений в усло-
виях стресса вовлечены сотни факторов тран-
скрипции [20]. По-видимому, экспрессия генов
подвергается сложной регуляции в ответ на кали-
евый стресс [21‒24]. Транскрипционный фактор
RAP2.11 может отвечать на низкий уровень К+,
связываясь непосредственно с элементами ERE и
GCC-box в промоторе гена HAK5 in vitro и in vivo
[25]. Более того, фактор ауксинового ответа ARF2
(отрицательный регулятор) связывается с промо-
тором HAK5 и регулирует его транскрипцию, а
остаток серина в положении 689 ARF2 может слу-
жить сайтом фосфорилирования в ответ на низ-
кое содержание K+ [26].

Кукуруза – одна из основных продовольствен-
ных культур, обладающая уникальными характе-
ристиками, на урожайность которой сильно вли-
яет дефицит калия. Чтобы увеличить поглощение
калия из почвы и обеспечить растение необходи-
мым количеством K+ проводится поиск высокоаф-
финных переносчиков калия. Однако изучению вы-
сокоаффинных переносчиков K+ в растениях куку-
рузы посвящено лишь небольшое число публикаций
[26, 27]. Ген ZmHAK1 кукурузы, кодирующий высо-
коаффинный переносчик калия, ранее был клони-
рован в нашей лаборатории. В настоящей работе
проведен полногеномный поиск генов семейства
HAK кукурузы (ZmHAK). Кроме того, проведен ана-
лиз промотора гена HAK1 и изучено взаимодействие
ZmHAK1 с факторами транскрипции ZmRAP2.11 и
ZmARF2. Полученные результаты способствуют по-
ниманию механизмов регуляции ZmHAK1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Множественное выравнивание последователь-

ностей, филогенетический анализ, определение ко-
ординат генов в хромосомах. Последовательности
генов и белков семейства HAK арабидопсиса, ку-

курузы и риса получены из базы данных геномов
растений Phytozome (доступна на сайте: https://
phytozome.jgi.doe.gov). Эти последовательности
выравнивали с использованием ClustalW, а полу-
ченное выравнивание анализировали с помощью
ресурса MEGA7 для построения филогенетиче-
ских деревьев [28]. Филогенетические деревья стро-
или с использованием методов соединения сосед-
них усредненных точек и p-расстояния. Значение
начальной загрузки оценивали после 1000 итера-
ций. Филогенетические деревья визуализировали с
помощью онлайн-программы Evolview (доступна
онлайн: http://www.evolgenius.info/ evolview/).

Геномные координаты каждого из генов HAK
кукурузы получали из базы данных Phytozome 12
Zea mays Ensembl-18 (доступна на сайте: https://
phytozome.jgi.doe.gov). Информацию о длине каж-
дой хромосомы получали из базы данных по срав-
нительной функциональной геномике “Грамена”
(доступна на сайте: http://www.gramene.org). Распо-
ложение генов HAK кукурузы на хромосоме изобра-
жали с помощью программного обеспечения Circos.

Растительный материал. Семена Nicotiana ta-
bacum получены из Лаборатории питания растений
Университета Цзилинь. Растения выращивали в
горшках в тепличных условиях: 16 ч освещения при
25°C и 8 ч темноты при 20°C, относительная влаж-
ность 70–80%.

Анализ in silico. Предполагаемые TATA-бокс и
сайт инициации транскрипции предсказывали с
использованием программы распознавания про-
мотора растений TSSP [29]. Распределение раз-
личных факторов транскрипции и регуляторных
элементов, включая полноразмерные и короткие
версии промоторов, определяли по базе данных
PLANTCARE (доступна онлайн: http://bioinfor-
matics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

Клонирование промотора гена ZmHAK1. Полно-
размерная область промотора 2246 п.н. гена HAK1
кукурузы и четыре укороченных с 5'-конца фраг-
мента получены с помощью ПЦР-амплификации
[P1 (–1217), P2 (–735), P3 (–323), P4 (–6)]. С этой
целью разработаны пять различных наборов пря-
мых праймеров (табл. S1, см. Приложение 1), и
использован один и тот же обратный праймер. За-
тем полноразмерный и укороченные промоторы
клонировали в вектор pMD-18T. Наличие вставок
проверяли с помощью ПЦР-амплификации и се-
квенирования. Фрагменты промотора гена HAK1,
клонированные в вектор pMD-18T, амплифици-
ровали с помощью праймеров, указанных в табл. S1
(см. Приложение 1), и клонировали в плазмиду
pCambia1301 по сайтам рестриктаз PstI и NcoI
(“Takara”, КНР) перед открытой рамкой считы-
вания репортерного гена GUS.

Трансформация растений с помощью агроинфиль-
трации. Культуры Agrobacterium, трансформирован-
ные рекомбинантными плазмидами pCambia1301:
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GUS, растили в 10 мл жидкой среды LB (1% пепто-
на, 0.5% дрожжевого экстракта, 0.5% NaCl), содер-
жащей 50 мкг/мл канамицина и 25 мкг/мл рифам-
пицина, при 28°С и перемешивании (200 об./мин)
в течение 16 ч. Использовали два способа транс-
формации растений с помощью агробактерий.
При первом способе после достижения культуры
OD600 = 0.5–0.6 клетки агробактерий собирали
центрифугированием при 5000 g в течение 10 мин и
суспендировали в инфильтрационной среде (2 мМ
Na3PO4 ⋅ 12H2O, 10 мМ CaCl2, 50 мМ MES, pH 5.6,
10 г/л D-фруктозы, 0.1 мМ ацетилсирингон). Сус-
пензию агробактерий вводили в хорошо развитые
листья растения табака с помощью шприца объе-
мом 1 мл и анализировали через 2–3 дня. При
другом способе различные органы табака разре-
зали на маленькие кусочки и предварительно
культивировали на среде MS в течение 2 дней для
формирования каллуса. Полученный каллус ин-
кубировали с суспензией агробактерий в течение
30 мин под вакуумом. Избыток суспензии агро-
бактерий удаляли на стерильной бумаге, помеща-
ли каллус в среду MS и культивировали при сла-
бом освещении и 28°С в течение 2 дней. Последу-
ющие эксперименты проводили на выращенном
органе.

Гистохимическая окраска на активность β-глю-
коуронидазы (GUS). Органы растения погружали
в окрашивающий раствор GUS (50 мМ натрий-
фосфатный буфер, рН 7.0, 2 мМ 5-бром-4-хлор-
3-индолил-β-D-глюкуроновая кислота, 10 мМ
EDТА, 0.1% Тритон Х-100), выдерживали в ваку-
уме в течение 30 мин, а затем инкубировали в те-
чение 12‒16 ч в темноте при 37°С. Обработанные
органы растений несколько раз промывали
70%-ным спиртом, чтобы полностью удалить хло-
рофилл и другие пигменты. Листья табака расти-
рали в порошок в жидком азоте. Измельченные
образцы помещали в предварительно охлажден-
ную пробирку объемом 1.5 мл, а затем добавляли
600 мкл буфера для экстракции GUS (100 мМ на-
трий-фосфатный буфер, pH 7.0, 10% SDS, 500 мМ
EDTA, pH 8.0, 0.1% Тритон X-100, 25 мМ β-мер-
каптоэтанол) и тщательно перемешивали. Гомоге-
нат центрифугировали при 12000 об/мин в течение
15 мин при 4°С и собирали супернатант. Концен-
трацию белка определяли по методу Брэдфорда
[30], калибровочную кривую строили с использо-
ванием бычьего сывороточного альбумина (BSA).
Измеряли поглощение при OD595, концентрацию
белка рассчитывали по калибровочной кривой.
Всего 250 мкл образца добавляли в 450 мкл пред-
варительно нагретого реакционного буфера при
37°С (конечная концентрация 4-метилумбелли-
ферил -D-глюкуронида (MUG) составляла 2 мМ),
тщательно перемешивали. В точках 0, 10, 20, 30 и
40 мин отбирали по 50 мкл образца, немедленно
добавляли 950 мкл раствора для остановки реак-

ции (0.2 М Na2CO3) и инкубировали в темноте в
водяной бане при 37°С. Интенсивность флуорес-
ценции образца измеряли с помощью спекторо-
флуориметра (RF-5301pc) при длине волны воз-
буждения 365 нм и длине волны излучения
455 нм. Количество 4-метилумбеллиферона
(4-МЕ), образующегося в результате реакции,
рассчитывали по калибровочной кривой. Актив-
ность GUS рассчитывали по следующей формуле:

Дрожжевая одногибридная система (Y1H). Для
создания системы Y1H полноразмерные кДНК ге-
нов ZmRAP2.11 и ZmARF2, полноразмерный про-
мотор ZmHAK1 и его фрагменты [PZmHAK1
(–1669…–573 п.н.), ΔP1 (–1669…–1223 п.н.),
ΔP2 (–1243…–883 п.н.), ∆P3 (–903…–471 п.н.),
ΔP4 (–499…–109 п.н.), ΔP5 (–151…–139 п.н.),
ΔP6 (+121…‒573 п.н.)] амплифицировали со спе-
цифичными праймерами (табл. S1, Приложение 1)
и клонировали в векторы pGAD424 (AD; мишень)
и pLacZi (AC; приманка) бесшовным методом с
использованием ферментов из набора TransGen
Biotch:Peasy-Uni. В итоге получили плазмиды
AD-ZmARF2, AD-ZmRAP2.11, AC-PZmHAK1,
AC-ΔP1, AC-ΔP2, AC-ΔP3, AC-ΔP4, AC-ΔP5 и
AC-ΔP6. Различными комбинациями плазмид
(плазмида с “приманкой” в линеаризованном ви-
де) трансформировали клетки штамма дрожжей
YM4271 и выращивали в течение 2 дней при 30°С
на чашках с агаром SD-Leu/-Ura.

Определение активности β-галактозидазы. В ка-
честве субстрата β-галактозидазы использовали
CPRG (хлорфенол красный-β-D-галактопирано-
зид). Минимум три независимых колонии рас-
тили при 30°С в течение 12‒16 ч в жидкой среде
SD-Leu/-Ura, переносили в YPD и растили в те-
чение 3‒5 ч до плотности OD600 = 0.5‒0.8. Затем
клетки осаждали центрифугированием и ресус-
пендировали в буфере 1 (HEPES 23.8 г/л, NaCl
9 г/л, L-Asp 0.65 г/л, BSA 10 г/л, Твин-20 500 мкл/л,
pH 7.25‒7.3). Суспензию клеток помещали в
жидкий азот на 1 мин, затем переносили в водя-
ную баню (37°С, 1 мин) и повторяли этот цикл
3 раза. Далее добавляли буфер 2 (CPRG 1.355 г/л,
растворенный в буфере 1) и инкубировали при
температуре 30°С. После окрашивания опытной
реакционной смеси в желтый цвет в опытные об-
разцы и в отрицательный контроль добавляли
3 мМ ZnCl2, время реакции записывали в мину-
тах. Пробирки центрифугировали (13000 об./мин,
1 мин), супернатант осторожно переносили в чи-
стые кюветы, чтобы определить значение OD578.
Активность β-галактозидазы рассчитывали по
формуле: активность (у.е.) β-галактозидазы =
= 1000 × OD578/(t × V × OD600), t = время инкуба-

( )
( ) ( )

=
×

активность GUS 4-MU нмол мл
белок мг мл время м[ ин ].
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ции, V = 0.1 мл × коэффициент концентрации
(коэффициент концентрации 15).

Субклеточная локализация. Полноразмерную
кДНК ZmRAP2.11 и ZmARF2 получали с помо-
щью ПЦР-амплификации с использованием ген-
специфичных праймеров (табл. S1, Приложения 1)
и клонировали в донорный вектор Gateway
pDONOR207 путем гомологичной рекомбина-
ции. Донорные векторы рекомбинировали с репор-
терными векторами pEarleyGate101. Полученными
плазмидами ZmARF2-GFP и ZmRAP2.11-GFP
трансформировали агробактерии и вводили в
листья табака. Флуоресценцию GFP в клетках
эпидермиса листьев табака наблюдали с исполь-
зованием флуоресцентного микроскопа (Nikon
DS-Ri2) через 4‒5 дней.

Статистический анализ. Данные представлены в
виде среднего, разброс данных – в виде стандарт-
ной ошибки (mean ± SEM). Сравнение групп дан-
ных выполняли с помощью теста ANOVA в составе
программного обеспечения SPSS (версия 19.0).
Значение P < 0.05 рассматривали как статистически
значимое (** соответствует P < 0.01, * P < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Белки HAK кукурузы и их филогенетические связи

с ортологами из Arabidopsis и риса
С целью поиска других членов семейства HAK

в растениях кукурузы проведен поиск последова-
тельностей, обладающих наибольшим сходством
с ZmHAK1, в базе данных Phytozome. Из получен-
ных последовательностей отобрали 34, которые
рассматривали как члены семейства генов
ZmHAK. Все 34 последовательности приведены в
табл. S2 (см. Приложение 2). Предсказанные белки
семейства HAK состоят из 336‒921 аминокислот-
ных остатков, имеют молекулярную массу 37.3–
100.8 кДа и изоэлектрическую точку 5.85‒9.29. Все
белки HAK содержат домен транспорта K+. Кроме
того, с помощью WOLF pSORT предсказана суб-
клеточная локализация этих белков. Согласно
полученным ранее результатам [31], белки HAK
предположительно локализованы на клеточной
мембране, а также могут находиться в цитоплаз-
ме, ядре, митохондриях и эндоплазматической
сети (табл. S2, Приложение 2).

Чтобы изучить эволюционные взаимоотноше-
ния между белками семейства HAK кукурузы и
других видов, мы использовали последовательно-
сти генов и белков кукурузы (34 гена), A. thaliana
(13 генов) и риса (27 генов) и построили филоге-
нетические деревья (рис. 1). Полученные филоге-
нетические деревья имеют сходную структуру.
Мы разделили эти гены и соответствующие белки
на семь кластеров. Кластер I содержал 17 членов
(9, 5, 3 у кукурузы, риса и арабидопсиса соответ-
ственно). Кластер II включал три члена (по одно-

му у кукурузы, риса и арабидопсиса). Кластер III
состоял из 9 членов (4, 3 и 2 у кукурузы, риса и
арабидопсиса соответственно), как и кластер IV
(по три у каждого вида). Кластер V включает 10 чле-
нов (4, 3, 3 у кукурузы, риса и арабидопсиса соот-
ветственно). Кластер VI содержит 8 членов (по 4 у
кукурузы и риса соответственно), а кластер VII ‒
18 (9, 8, 1 у кукурузы, риса и арабидопсиса соот-
ветственно). Согласно результатам филогене-
тического анализа члены семейства HAK куку-
рузы обычно группируются с семейством HAK
риса и арабидопсиса. Например, в кластере II
GRMZM2G146140 образует одну ветвь с OsHAK13 и
At2g30070, что указывает на консервативность чле-
нов семейства HAK у разных видов растений.
Напротив, GRMZM2G125387 и GRMZM2G315137,
GRMZM2G005040 и GRMZM2G327234,
GRMZM2G084486 и GRMZM2G097505 форми-
руют отдельные ветви на филогенетическом дереве,
предполагая, что HAK может быть специфичным
для видов растений.

Положение генов семейства HAK
на хромосомах кукурузы

Положение генов HAK на хромосомах кукуру-
зы представлено на рис. 2. Все 34 гена HAK нерав-
номерно распределены по 10 хромосомам, наи-
большее количество генов HAK7 находится на
хромосоме 1, тогда как на хромосоме 5 локализо-
ван только один ген. ZmHAK1 расположен на хро-
мосоме 2. Можно отметить, что ряд генов HAK
дуплицирован.

Анализ промотора гена ZmHAK1 in silico
Промотор гена ZmHAK1 анализировали in silico

с помощью PlantCARE. Показано, что промотор
содержит несколько основных регуляторных эле-
ментов (табл. 1), в том числе 11 CAAT-боксов и че-
тыре TATA-бокса. Промотор содержит также эле-
менты, связанные с индукцией гормонами, такие
как ABRE (контролируемый абсцизовой кисло-
той), CGTCA- и TGACG-мотивы (контролируе-
мые MeJA), p-бокс (контролируемый гибберелли-
ном), и TGA-элемент (контролируемый ауксином)
(рис. 3). Кроме того, обнаружены элементы, реаги-
рующие на изменение освещенности и засуху.

Клонирование промотора ZmHAK1
и получение репортерных векторов

В целях изучения активности промотора и
описания экспрессии ZmHAK1, полноразмерную
последовательность промотора этого гена и четы-
рех его укороченных вариантов (P1, P2, P3 и P4)
длиной 2246, 1782, 1300, 888 и 571 п.н., соответ-
ственно (рис. 4а), клонировали из генома куку-
рузы сорта JiDan27 (а именно 4–144) и встраива-
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Рис. 1. Филогенетический анализ семейства HAK у растений кукурузы, риса и Arabidopsis. Филогенетические деревья
получены с использованием матрицы CDS (кодирующие последовательности) (а) или белковой матрицы (б). Римски-
ми цифрами показаны номера групп (I‒VII). Красной звездочкой указан ZmHAK1 (GRMZM2G093826).

I

II

III

IV

V

VI

VII

I

II

III

IV

V

VI

VII

а б
GRMZM2G125387
GRMZM2G315137
GRMZM2G375116
OsHAK25
GRMZM2G120163
OsHAK24
OsHAK10
GRMZM2G443728
GRMZM2G146760
GRMZM 2G347201
AtHAK/KUP/KT6(At1g70300)
AtHAK/KUP/KT8(At5g14880)
AtHAK/KUP/KT2(At2g40540)
GRMZM2G166738
OsHAK9
GRMZM2G173387

AtHAK/KUP/KT1(At2g30070)
GRMZM2G146140
OsHAK13
GRMZM2G477457
OsHAK3
AtKT4 KUP3(At3g02050)
AtKT3 KUP4(At4g23640)
GRMZM2G020766
OsHAK7
OsHAK2
AC233953.1 FGP005
GRMZM2G396550
GRMZM2G139931
OsHAK14
GRMZM2G121063
OsHAK15
AtKUP/KT5(At4g33530)
AtHAK/KUP/KT7(At5g09400)
AtHAK/KUP/KT12(At1g60160)
GRMZM2G036916

AtHAK/KUP/KT10(At1g31120)
AtHAK/KUP/KT11(At2g35060)
AtHAK/KUP/KT9(At4g19960)
GRMZM2G086389
OsHAK18
GRMZM2G009353
OsHAK12
OsHAK11
GRMZM2G005040
GRMZM2G327234
GRMZM2G425999
OsHAK4
GRMZM2G088964
OsHAK17
OsHAK6
OsHAK26
GRMZM2G074483
GRMZM2G000047
GRMZM2G084779
OsHAK5
AtHAK5(At4g13420)
GRMZM2G093826(ZmHAK1)
OsHAK1
GRMZM2G021725
OsHAK19
OsHAK20
GRMZM2G395267
GRMZM2G409771
OsHAK22
GRMZM2G084486
GRMZM2G097505
OsHAK16
GRMZM2G438960
OsHAK21
GRMZM2G455817
OsHAK27

OsHAK8

OsHAK23

GRMZM2G125387
GRMZM2G315137

GRMZM2G375116
OsHAK25

GRMZM2G120163
OsHAK24

OsHAK10
GRMZM2G443728

GRMZM2G146760
GRMZM 2G347201

AtHAK/KUP/KT6(At1g70300)
AtHAK/KUP/KT8(At5g14880)

AtHAK/KUP/KT2(At2g40540)
GRMZM2G166738
OsHAK9
GRMZM2G173387

AtHAK/KUP/KT1(At2g30070)
GRMZM2G146140
OsHAK13

GRMZM2G477457
OsHAK3

AtKT4 KUP3(At3g02050)
AtKT3 KUP4(At4g23640)

GRMZM2G020766
OsHAK7

OsHAK2

AC233953.1 FGP005
GRMZM2G396550

GRMZM2G139931
OsHAK14

GRMZM2G121063
OsHAK15

AtKUP/KT5(At4g33530)
AtHAK/KUP/KT7(At5g09400)

AtHAK/KUP/KT12(At1g60160)

GRMZM2G036916

AtHAK/KUP/KT10(At1g31120)
AtHAK/KUP/KT11(At2g35060)

AtHAK/KUP/KT9(At4g19960)

GRMZM2G086389
OsHAK18
GRMZM2G009353
OsHAK12
OsHAK11
GRMZM2G005040
GRMZM2G327234
GRMZM2G425999
OsHAK4
GRMZM2G088964
OsHAK17
OsHAK6
OsHAK26
GRMZM2G074483
GRMZM2G000047

GRMZM2G084779
OsHAK5
AtHAK5(At4g13420)

GRMZM2G093826(ZmHAK1)
OsHAK1
GRMZM2G021725
OsHAK19
OsHAK20
GRMZM2G395267

GRMZM2G409771
OsHAK22
GRMZM2G084486

GRMZM2G097505
OsHAK16

GRMZM2G438960
OsHAK21
GRMZM2G455817
OsHAK27

OsHAK8

OsHAK23

ли в вектор экспрессии pCambia1301:GUS с удален-
ным промотором 35S (рис. 4б). Экспрессионные
конструкции, содержащие пять вариантов про-
мотора гена ZmHAK1, соединенного с репортер-

ным геном GUS, переносили в Agrobacterium
(штамм EHA105). Для ПЦР-валидации бактери-
альных трансформантов использовали специ-
фичные праймеры.
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Рис. 2. Положение и дупликация генов HAK на хромосомах кукурузы. Каждая хромосома окрашена своим цветом и
имеет свой номер. Положение каждого гена HAK на хромосоме отмечено короткой черной линией, а два гена с фраг-
ментами дупликации связаны между собой оранжевой линией. Красной звездочкой обозначен ZmHAK1
(GRMZM2G093826).
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Кратковременная экспрессия репортерной 
конструкции под контролем промотора ZmHAK1

в растениях табака

Химерные гены ProZmHAK1:GUS экспрессиро-
вали в различных органах табака, включая корни,
стебли и листья, используя агроинфильтрацию.
Активность вариантов промотора ZmHAK1 оце-
нивали по активности GUS, выявленной с помо-
щью гистохимического окрашивания. Получен-
ные результаты указывают на то, что ген GUS,
контролируемый полноразмерным промотором
ZmHAK1, экспрессируется в корнях, стеблях и ли-
стьях табака (рис. 5, б1‒б4). В отрицательном
контроле (нетрансформированный материал) ак-
тивность GUS не выявлена (рис. 5, в1‒в4); в по-

ложительном контроле (pCambia1301:ProCaMV35S:
GUS) высокую активность GUS наблюдали в кор-
нях, стеблях и листьях (рис. 5, а1‒а4). Важно отме-
тить, что активность GUS, экспрессируемой под
контролем полноразмерного промотора ZmHAK1,
близка к активности в положительном контроле.

Мы также анализировали активность делеци-
онных вариантов промотора ZmHAK1. Показано,
что полноразмерный промотор более эффектив-
но повышает экспрессию GUS (рис. 5д), чем по-
ложительный контроль (рис. 5г), его варианты
P1 (рис. 5е) и P2 (рис. 5ж) проявляют средний
уровень активности, в то время как P3 (рис. 5з) и
P4 (рис. 5и) не способны определять экспрессию
GUS. Эти результаты подтверждаются также
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данными количественного анализа активности
GUS (рис. 5к). Таким образом, полноразмерный
промотор ZmHAK1 обладает высокой активно-
стью и может использоваться в дальнейших экс-
периментах.

Промотор ZmHAK1 взаимодействует с факторами 
транскрипции ZmRAP2.11 и ZmARF2

Факторы транскрипции, которые связывают-
ся с промотором ZmHAK1, идентифицировали с
использованием дрожжевой одногибридной си-

Рис. 3. Нуклеотидная последовательность и положение предполагаемых сайтов связывания факторов транскрипции
в промоторной области ZmHAK1, предсказанных с помощью PlantCARE. Последовательности предсказанных цис-ре-
гуляторных элементов в промоторе ZmHAK1 выделены прямоугольниками определенных цветов, рядом с которыми
написана функция или название соответствующего элемента. Стрелки указывают направление цис-регуляторного
элемента, стартовый кодон ATG обведен овалом.
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стемы. Гены ZmARF2 и ZmRAP2.11 клонировали в
вектор pGAD424 и трансформировали им штамм
дрожжей YM4271 одновременно с вектором placZi,
экспрессирующим ген lacZ под контролем про-
мотора ZmHAK1 (рис. 6а). В качестве отрицатель-
ноно контроля использовали следующие три
группы котрансформированных плазмид: пустой
вектор pGAD424 и пустой вектор placZi (AD/AC),
пустой вектор pGAD424 и вектор placZi с промото-
ром ZmHAK1 (AD/AC-ZmHAK1), вектор pGAD424,
экспрессирующий ZmRAP2.11 или ZmARF2, и
пустой вектор placZi (AD-ZmRAP2.11/AC;
AD-ZmARF2/AC). Колонии с положительным
сигналом высевали и культивировали для коли-
чественных экспериментов с CPRG. Результаты
определения активности репортерного гена в при-
сутствии полноразмерного промотора ZmHAK1 и
гена ZmRAP2.11 представлены на рис. 6б. Показа-
но, что активность β-галактозидазы в опыте зна-
чительно выше, чем в отрицательном контроле.
Аналогичные результаты получены и в случае пол-
норазмерного промотора ZmHAK1 и гена ZmARF2
(рис. 6в). Это указывает на существование взаи-
модействий между факторами транскрипции

ZmRAP2.11 и ZmARF2 и полноразмерным про-
мотором ZmHAK1.

Чтобы определить специфическую последова-
тельность промотора ZmHAK1, участвующую в свя-
зывании факторов транскрипции, мы разделили
промотор на шесть перекрывающихся фрагментов
с сегментами между каждым фрагментом (рис. 6a).
Результаты количественного анализа активности
β-галактозидазы с помощью CPRG указывают на
то, что ZmRAP2.11 взаимодействует с фрагментами
ΔP3 (–903…–471 п.н.) и ΔP6 (+121…+573 п.н.) про-
мотора ZmHAK1 (рис. 6г), а ZmARF2 взаимодей-
ствует с ΔP1 (–1669…–1223 п.н.) и ΔP6
(+121…+573 п.н.) промотора ZmHAK1 (рис. 6д).

Субклеточная локализация факторов 
транскрипции ZmRAP2.11 и ZmARF2

Чтобы определить внутриклеточную локали-
зацию белков ZmARF2 и ZmRAP2.11, полнораз-
мерные кДНК соответствующих генов без стоп-
кодонов лигировали в модифицированный
экспрессионный вектор pEarleyGate101 по тех-
нологии Gateway. Полученные плазмиды, несу-
щие химерные репортерные гены ZmARF2-GFP

Рис. 4. Схемы репортерных экспрессионных конструкций с вариантами промотора ZmHAK1, соединенного с геном
GUS. а ‒ Расположение цис-регуляторных элементов в промоторе гена ZmHAK1 обозначено прямоугольниками раз-
ных цветов. Схема химерных репортерных генов с полноразмерным промотором ZmHAK1 и его укороченными вари-
антами (P1, P2, P3 и P4). б ‒ Общая схема экспрессионной конструкции pCambia1301 с промотором ZmHAK1, клони-
рованным по сайтам NcoI и PstI.
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и ZmRAP2.11-GFP, инъецировали в листья таба-
ка с помощью агроинфильтрации. После транс-
формации регистрировали флуоресцентные сиг-
налы GFP. В качестве отрицательного контроля
использовали неинъецированные листья табака
(рис. 7а). Листья табака, трансформированные
“пустым” вектором pEarleyGate101, служили по-
ложительным контролем. Сигналы зеленой флу-

оресценции наблюдали в ядре и мембране клеток
табака (рис. 7б). После трансформации конструк-
цией, кодирующей ZmRAP2.11, сигнал флуорес-
ценции обнаружен в ядре листьев табака, что ука-
зывает на локализацию ZmRAP2.11 в ядре (рис. 7в).
После трансформации конструкцией, кодирую-
щей ZmARF2, флуоресценцию обнаруживали в
ядре и мембране клеток эпидермиса листьев таба-

Рис. 5. Гистохимический анализ активности GUS под контролем вариантов промотора гена ZmHAK1 при временной
трансформации растений табака. а‒в ‒ Определение активности GUS с помощью X-Gluc в различных органах (ко-
рень (1); стебель (2); поперечное сечение среза стебля (3); листья (4)). а1‒а4 ‒ Положительный контроль ‒ органы,
трансформированные CaMV35S:GUS. б1‒б4 ‒ Окрашивание органов, трансформированных GUS под контролем
полноразмерного промотора ZmHAK1. в1‒в4 ‒ нетрансформированные органы. г‒и ‒ Активность GUS в листьях под
контролем промотора CaMV35S (г), полноразмерного промотора ZmHAK1 и его делеционных вариантов (д‒и). к ‒ Ак-
тивность GUS через 48 ч после инфильтрации листьев табака Agrobacterium, содержащей конструкции ProCaMV35S:
GUS (положительный контроль) или промотор ZmHAK1 (полноразмерный или делеционные варианты P1, P2, P3 и
P4). Данные представлены как среднее значение, вычисленное из четырех независимых экспериментов.
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Рис. 6. Взаимодействие промотора ZmHAK1 с факторами транскрипции ZmRAP2.11 и ZmARF2 в одногибридной
дрожжевой системе. а ‒ Общая схема генетических конструкций, использованных в дрожжевой одногибридной си-
стеме. Гены ZmRAP2.11 и ZmARF2 клонировали в вектор pGAD424 (эффектор), а полноразмерный промотор ZmHAK1
и шесть его вариантов ‒ в вектор placZi (репортер). б, в ‒ Результаты количественной оценки активности β-галакто-
зидазы (у.е.) указывают на то, что оба фактора транскрипции ‒ ZmRAP2.11 и ZmARF2 ‒ взаимодействуют с полно-
размерным промотором ZmHAK1. г ‒ ZmRAP2.11 взаимодействует также с вариантами ΔP3 и ΔP6 промотора ZmHAK1.
д ‒ ZmARF2 взаимодействует с вариантами ΔP1 и ΔP6 промотора ZmHAK1.
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ка, которая не перекрывалась с автофлуоресцен-
цией хлоропластов, что указывает на локализацию
ZmARF2 как в мембране, так и в ядре (рис. 7г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Большинство растительных KT/KUP/HAK-
транспортеров играют значительную роль в высо-
коаффинном транспорте K+ [18, 32–37], напри-
мер, ген AtHAK5 может быстро и значительно ин-
дуцироваться при низкой концентрации калия
[17, 18, 38‒40]. Нами ранее обнаружен и клониро-

ван высокоаффинный переносчик калия ZmHAK1
кукурузы. Мы обнаружили, что последователь-
ность гена ZmHAK1 имеет высокое сходство с по-
следовательностью гена OsHAK1 риса. Его фило-
генетический анализ показал, что эти два гена
принадлежат к одному кластеру, что указывает на
то, что они могут иметь сходную функцию [41].
Мы также показали, что ZmHAK1 хорошо экс-
прессируется в корнях и стеблях кукурузы, что
может повысить адаптацию растений к низкому
содержанию калия и действию высоких концен-
траций солей. Однако проведено мало исследова-

Рис. 7. Субклеточная локализация ZmRAP2.11 и ZmARF2 в листьях табака. Флуоресцентные сигналы визуализирова-
ли с помощью сканирующей микроскопии. а ‒ Листья табака дикого типа. б ‒ Листья после инъекции пустым векто-
ром pEarleyGate 101. в ‒ Сигнал конструкции, кодирующей ZmRAP2.11-GFP. г ‒ Сигнал конструкции, кодирующей
ZmARF2-GFP. Слева направо: зеленая флуоресценция, автофлуоресценция хлоропластов, световое поле и совмещен-
ное изображение. Красные стрелки указывают на ядро.
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ний функции промотора ZmHAK1 и его регуля-
ции. В настоящей работе мы обнаружили, что
полноразмерный промотор ZmHAK1 обеспечива-
ет высокую активность GUS в корнях, стеблях и
листьях табака в экспериментах с временной экс-
прессией репортерных конструкций. Промотор
ZmHAK1 взаимодействует с факторами тран-
скрипции ZmRAP2.11 и ZmARF2. С помощью де-
леционного анализа показано, что транскрипци-
онный фактор ZmRAP2.11 взаимодействует с фраг-
ментами ΔP3 и ΔP6 промотора ZmHAK, а фактор
ZmARF2 ‒ с фрагментами ΔP1 и ΔP6 промотора
ZmHAK1. В экспериментах по субклеточной лока-
лизации установлено, что ZmRAP2.11 находится в
основном в ядре, тогда как ZmARF2 обнаружива-
ется как в цитоплазме, так и в ядре. Широко рас-
пространено мнение, что тандемная экспансия и
удвоение сегментов хромосом являются важным
механизмом эволюции семейств генов [40]. В на-
стоящей работе мы обнаружили 34 гена кукурузы,
очень похожих на ZmHAK1 и неравномерно рас-
пределенных по 10 хромосомам. Мы также изучи-
ли эволюционную связь между семейством генов
HAK кукурузы (34 гена) и других видов, включая
Arabidopsis thaliana (13 генов) и рис (27 генов).
Анализ филогенетического дерева показал, что
гены HAK консервативны среди разных видов
растений.

Растительные гормоны, такие как салицило-
вая кислота и MeJA, участвуют в реакции расте-
ний на биотические и абиотические стрессы [42].
Промотор ZmHAK1 содержит несколько цис-дей-
ствующих элементов, потенциально способных
участвовать в клеточном ответе на биотические и
абиотические стрессы. Мы обнаружили, что пол-
норазмерный промотор ZmHAK1 активен в кор-
нях, стеблях и листьях табака, и активность пол-
норазмерного промотора выше, чем у четырех 5'-
укороченных фрагментов. Ранее показали, что
ген HAK кукурузы кодирует высокоаффинный
переносчик калия, уровень транскрипции кото-
рого чувствителен к изменениям внутриклеточ-
ной и внеклеточной концентрации калия. В слу-
чае высокой концентрации K+ ген HAK1 экспрес-
сируется на низком уровне. При снижении
концентрации ионов калия наблюдается быстрая
индукция гена HAK1 [27, 43]. Поэтому регуляция
гена HAK1 на уровне транскрипции представляет-
ся важной. Тем не менее, транскрипционной регу-
ляции семейства HAK1 посвящено мало исследова-
ний. В 2012 году сообщено, что транскрипционный
фактор RAP2.11 может положительно регулировать
уровень транскрипции гена HAK5, и ген HAK5 мо-
жет также реагировать на этилен и активные фор-
мы кислорода [25]. Протеинкиназа CIPK23 может
регулировать активность белка HAK5 путем его
фосфорилирования [44]. В последние годы также
сообщалось, что фактор ARF2 может негативно
регулировать экспрессию HAK5 и реагировать на

изменение концентрации калия посредством из-
менения статуса аутофосфорилирования [26].
Нами обнаружено, что промотор гена ZmHAK1
взаимодействует с факторами транскрипции
ZmRAP2.11 и ZmARF2. Эти результаты согласуют-
ся с полученными ранее данными, указывающими
на то, что фрагмент ΔP3 промотора содержит GCC-
box, который специфически взаимодействует с
RAP2.11 [19], а ΔP1 имеет три последовательности
TGTC, которые специфически связывают ARF2
[45]. ΔP6 может содержать элементы, специфичные
для обоих факторов транскрипции, что мы предпо-
лагаем проверить в дальнейшем.

Для дальнейшего изучения взаимодействия
промотора ZmHAK1 с факторами транскрипции
ZmRAP2.11 и ZmARF2 мы проанализировали ха-
рактеристики этих двух факторов. ZmRAP2.11 от-
носится к семейству AP2/ERF факторов тран-
скрипции. Факторы транскрипции этого семей-
ства связаны в основном с ростом и развитием
растений, а также с абиотическим стрессом [46–
51]. Сообщалось, что фактор ответа на ауксин ‒
ARF2, обеспечивает связь между сигнальными пу-
тями, активируемыми абсцизовой кислотой и аук-
сином [52]. Ауксин участвует во многих процессах
и играет важную роль в нормальном росте и разви-
тии растений. Многие абиотические стрессы могут
влиять на содержание или распределение ауксина
в растениях [53]. Мы обнаружили, что ZmARF2
локализуется как в мембране, так и в ядре и может
играть важную роль в регуляции ZmHAK1.
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International Cooperation Projects (20190701074GH),
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FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF ZmHAK1 PROMOTER
AND ITS REGULATORY TRANSCRIPTION FACTORS IN MAIZE

H. Sheng1, D. L. Cong2, and H. Y. Ju1, *
1College of Plant Science, Jilin University, Changchun, 130062 P.R. China

2College of Pharmacy, Jilin University, Changchun, 130021 P.R. China
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Potassium (K+) deficiency in the soil may seriously affect the yield and quality of plants, which usually satisfy their
potassium requirements by engaging their K+ transporters and/or channels. High-affinity potassium transporter
(ZmHAK) family members play crucial role in the uptake and distribution of K+ in maize (Zea mays L.). Here, we
describe the function of ZmHAK1 promoter and its upstream regulatory transcription factors in maize. In this
plant, HAK gene family includes 34 protein-encoding members, with their phylogenetic tree analysis showing both
evolutionary conservativeness and diversity. ZmHAK1 gene promoter contains many functional elements related to
abiotic stress. Reporter construct pCambia1301:ProZmHAK1:GUS shows that the ZmHAK1 gene is active in the
roots, stems, and leaves. Using yeast one-hybrid experiment, we showed that the ZmHAK1 promoter interacts with
the transcription factors ZmRAP2.11 and ZmARF2, and that these interactions occur on different fragments of the
ZmHAK1 promoter. Transcription factor ZmRAP2.11 localizes in the nucleus, while ZmARF2 is found both in the
nucleus and in the cell cytoplasm. In conclusion, our results suggest that the ZmHAK1 regulation has an important
role in the process of absorbing potassium ions, and possibly in the response of maize to abiotic stress.

Keywords: ZmHAK1, promoter, transcription factors, maize
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