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рост и развитие растений  C

в изменяющихся условиях 
окружающей среды находится под 
контролем целого ряда факторов, 
приводящих к сдвигу гормонального 
баланса и последующему 
изменению интенсивности 
экспрессии гормонзависимых генов. 
корнеспецифичная экспрессия 
ранних ауксинидуцируемых генов 
семейств Aux/IAA, SAUR, ARF 
и GH3 оценена у проростков 
арабидопсиса с использованием 
специально разработанных 
биочипов. Воздействие 
фитогормона (15, 30 и 60 мин) 
приводило к устойчивому 
усилению экспрессии генов IAA1, 
IAA3, IAA5, IAA11, IAA19, а 
также GH3-1, GH3-3, GH3-5. 
Увеличение экспрессии SAUR9 
и SAUR10 было меньшим по 
амплитуде и наблюдалось только 
на 30-й минуте воздействия 
гормона.
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экспрессия ранних ауксинзависимых генов 
в корнях проростков арабидопсиса 

ВВЕДЕНИЕ 

Рост и развитие растений находятся под постоянным действием большого 
числа абиотических и биотических факторов, в том числе неблагоприятных. 
Возникающие ответные адаптационные механизмы опираются на активацию 
комплекса регуляторных систем как на уровне клетки, так и на уровне всего 
организма. Одной из важнейших систем, осуществляющих управление разви-
тием растительного организма, является гормональная система, насчитыва-
ющая в настоящее более 15 рострегулирующих соединений. Особое внима-
ние исследователей обращено к выявлению биохимических, физиологических 
и молекулярно-генетических основ многообразия действия фитогормона аук-
сина (индолил-3-уксусная кислота, ИУК), химически очень простой молеку-
лы, регуляторные свойства которой проявляются уже на самых ранних эта-
пах эволюции растительного мира (Bari, Jones, 2009; Patel, Franklin, 2009; 
Chehab et al., 2009). К числу таковых можно отнести динамичный баланс кон-
центрации эндогенного фитогормона, изменение числа рецепторов, направ-
ленностью трансдукционных путей, физиологическим состоянием клеток-ми-
шеней и т. д. Исследования последних десятилетий предоставили достаточно 
большое число данных о регуляторном действии ауксина на экспрессию ге-
нов. Усиление экспрессии некоторых из них может быть зарегистрировано 
уже через 5–15 мин после начала воздействия фитогормона (Abel, Theologis, 
1996; Guilfoyle, 1999; Hagen, Guilfoyle, 2002). Эти гены, активация которых 
протекает без участия ауксининдуцированного синтеза белков, принято от-
носить к группе ранних генов или группе генов первичного ответа. К их числу 
можно причислить гены таких семейств как Aux/IAA, SAUR и GH3.

Гены Aux/IAA
Гены Aux/IAA (Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID) были идентифициро-

ваны как быстро активируемые при действии ауксина на гипо- и эпикотили 
(Walker, Key, 1982; Hagen et al., 1984; Theologis et al., 1985). Они представ-
лены мультигенными семействами у арабидопсиса (Liscum, Reed, 2002), 
сои (Ainley et al., 1988), гороха (Oeller et al.,1993), томата (Nebenfuhr et al., 
2000), табака (Dargeviciute et al., 1998) и других растений. Усиление экспрес-
сии данной группы генов наблюдается при ауксинзависимом росте растяже-
нием. Накопление мРНК Aux/IAA специфично индуцируется физиологичес-
ки активными ауксинами, а также в присутствии ингибитора синтеза белка 
циклогексимида (Guilfoyle, 1999).

Белки, кодируемые генами семейства Aux/IAA, имеют молекулярную 
массу 20–36 кДа, локализованы в ядре и являются короткоживущими (Abel 
et al., 1994; Abel, Theologis, 1995). Белки характеризуются наличием четырех 
консервативных доменов I, II, III и IV (Abel et al., 1995). Домены II и III име-
ют функциональное значение, отвечая за убиквитинизацию белков (домен II) 
и димеризацию/мультимеризацию (домен III), а также взаимодействие с бел-
ками ARF (Abel et al., 1994; Ouellet et al., 2001). Значение доменов I и IV пока 
не установлено. Предполагается, что домен I может участвовать в гомодиме-
ризации белков Aux/IAA (Ouellet et al., 2001).

Особое внимание уделяется белкам Aux/IAA в связи с их участием 
в трансдукции ауксинового сигнала, воспринятого рецептором TIR1 (Hao, 
Yang, 2010). Ранее белок TIR1 был отнесен к системе ауксинрегулируемой 
убиквитинизации, приводящей к деградации белков Aux/IAA (Dharmasiri, 
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Estelle, 2004). Эти белки являются негативными ре-
гуляторами ауксинзависимой экспрессии генов, бла-
годаря своей способности к связыванию с белками 
ARF (Auxin Response Factor). TIR1 входит в состав об-
ширной группы белков, содержащих домен F-box, и от-
вечает за специфичность связывания фитогормона.

Показано, что ИУК непосредственно связывается 
с белком TIR1, что активирует Е3-лигазу убиквитинового 
комплекса. Тем не менее следует заметить, что растения 
арабидопсиса, дефектные по гену TIR1, не проявляют 
специфичного фенотипа. Лишь множественная мутация 
по генам TIR1, AFB1, AFB2 и AFB3 (три последних гена 
являются близкими гомологами TIR1) приводит к разви-
тию дефектного фенотипа (Dharmasiri et al., 2005).

Гены SAUR
Семейство генов SAUR (small-auxin-up-RNAs) было 

идентифицировано при исследовании роста растяже-
нием гипокотилей, обработанных ауксином (McClure, 
Guilfoyle, 1987). Появление их транскриптов было за-
регистрировано уже через 2–5 мин после внесения 
фитогормона. Анализ последовательности кДНК трех 
транскриптов SAUR и последующий анализ соответству-
ющих генов позволили сделать вывод, что они не содер-
жат интронов (McClure et al., 1989). Кодируемые белки 
имеют молекулярную массу 9–10 кДа и консервативную 
область на С-конце. В дальнейшем гены SAUR были 
идентифицированы у гороха (Guilfoyle et al., 1993), ара-
бидопсиса (Gil et al., 1994), кукурузы (Yang, Poovaiah, 
2000) и т. д. У арабидопсиса выявлено более 70 SAUR ге-
нов, многие из которых организованы в кластеры.

Предполагается, что время жизни мРНК и белков 
SAUR может регулироваться на пост-транскрипцион-
ном уровне (Hagen, Guilfoyle, 2002). Функциональное 
значение белков, кодируемых генами SAUR, недостаточ-
но изучено, тем не менее ряд экспериментальных данных 
указывает, что они могут быть вовлечены в трансдукцию 
ауксинового сигнала с участием кальмодулина. Способ-
ность связывать кальмодулин была показана для N-кон-
ца белка SAUR-AC1 (SMALL AUXIN UP RNA 1 FROM 
ARABIDOPSIS THALIANA ECOTYPE COLUMBIA, 
Yang, Poovaiah, 2000).

Гены GH3
Уровень мРНК генов GH3 резко увеличивается в те-

чение 5 мин после внесения ауксина, что было проде-
монстрировано на проростках сои (Hagen, Guilfoyle, 
1985). Выявленный эффект был специфичен для фи-
зиологически активных ауксинов. Ауксинрегулируемые 
гены семейства GH3 были обнаружены также у табака 
(Roux, Perrot-Rechenmann, 1997), арабидопсиса (Hagen, 
Guilfoyle, 2002), у мха Physcomitrela patens (Bierfreund 
et al., 2004) и у зеленой водоросли Synechocystis sp. 
(Paponov et al., 2008). Функциональный анализ мутантов 
арабидопсиса по ряду генов семейства GH3 выявил учас-

тие, по крайней мере, нескольких белков, кодируемых 
этими генами, в трансдукции не только гормонального 
(ауксина), но и светового (дальний красный) сигналов 
при фототропизме (Tian, Reed, 1999).

Гены GH3 кодируют цитоплазматические белки мас-
сой 70 кДа (Wright et al., 1987; Hagen et al., 1991). Для 
некоторых белков GH3 была выявлена способность 
конъюгировать растительные фитогормоны с амино-
кислотами in vitro (Staswick et al., 2002). По структуре 
и субстратной специфичности, белки GH3 арабидопсиса 
делятся на 3 группы. Группа I представлена двумя белка-
ми, катализирующими связывание жасмоновой кислоты 
с аминокислотами. Группа II, включая AtGH3a, конъюги-
рует ИУК. Представители группы III не активны в от-
ношении фитогормонов (жасмонаты, салицилаты или 
ИУК), и их функция до сих пор не известна (Staswick et 
al., 2005).

Транскрипционные факторы ARF 
Несмотря на различия в структуре вышеперечислен-

ных групп генов они характеризуются одной общей осо-
бенностью — наличием в промоторной области TGTCTC 
последовательности — ауксинзависимого элемента 
(auxin responsive elements) (Ulmasov et al., 1997a, b). 
Впоследствии были выявлены ARF — короткоживущие 
ядерные белки, выполняющие функцию транскрипцион-
ных факторов, специфично связывающихся с промото-
рами ауксининдуцируемых генов.

Накопленные данные свидетельствуют о важности 
каждой из перечисленных групп генов в направленном 
изменении морфогенеза под действием ауксина, концен-
трация которого в различных тканях варьирует при дейс-
твии неблагоприятных факторов окружающей среды. 
Абсолютное большинство данных экспрессионного ана-
лиза получено с использованием целых проростков, что 
затрудняет их использование для характеристики разви-
тия различных органов и тканей растения. Расшифровка 
механизмов, определяющих интенсивность тканеспеци-
фичной экспрессии ауксининдуцируемых генов, лежит 
в основе понимания механизмов адаптации раститель-
ного организма к факторам среды. Данное исследование 
нацелено на выявление специфичного изменения экс-
прессии ауксинрегулируемых генов в корнях проростков 
арабидопсиса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Растительный материал
Семена арабидопсиса Arabidopsis thaliana (L.) 

Heynh., экотип Columbia, поверхностно стерилизовали 
с использованием 70 %-го этанола, водного 5 %-го рас-
твора гипохлорита натрия (NaClO) и triton X-100, промы-
вали дистиллированной водой и помещали на 1–2 суток 
в холодильник для яровизации. Затем семена помещали 
в 6-луночные планшеты из расчета 20 семян на лунку, 
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содержащую 5 мл среды Мурасиге-Скуга (Murashige, 
Skoog, 1962) с пониженным (1 %) содержанием саха-
розы. Планшеты помещали на ротационный шейкер 
(80 об./мин) для элиминации гравитропической реакции 
и равномерного снабжения проростков кислородом. Вы-
ращивание проводили на свету (длина светового перио-
да — 19 часов). На 10-й день проростки обрабатывали 
раствором ИУК в концентрации 10 мкМ, приготовлен-
ном на среде выращивания. В контрольных растениях 
питательную среду меняли на свежую. В работе было ис-
пользовано 4 варианта: контрольные проростки (времен-
ная точка 0); проростки, обработанные гормоном в тече-
ние 15, 30 и 60 минут. Изолированные корни помещали 
в специальные пробирки, содержащие циркониевые ша-
рики для последующей гомогенизации и хранили при тем-
пературе –70 °C до начала выделения РНК. Эксперимент 
имел двукратную биологическую повторность.

Выделение РНК
Гомогенизацию растительных тканей (150–200 мкг) 

проводили в присутствии 1 мл Trizol (TRIzol® Reagent) 
на установке FastPrep EP 120 (Thermo Savant BIO101) 
за 60–90 с. Далее пробы центрифугировали при 12 000 g. 
Полученный супернатант смешивали с хлороформом 
и посредством фазового разделения получали водную 
фракцию, обогащенную РНК. К этой фракции добавля-
ли изопропанол для осаждения РНК, центрифугировали, 
полученный осадок промывали 70 %-м этанолом, высу-
шивали в токе воздуха, а затем растворяли в стерильной 
деионизованной воде. Далее проводили определение ко-
личества РНК в пробе на спектрофотометре NanoDrop 
ND-1000. Количество РНК варьировало в диапазоне 
от 500 до 4500 нг в пробе. Качество полученного образца 
определяли по интегральному показателю сохранности 
РНК (RIN — RNA Integrity Number) с помощью Био-
анализатора Agilent 2100.

Подготовка чипов для анализа экспрессии генов 
интереса

Нанесение олигонуклеотидов, комплементарных 
участкам генов интереса (см. таблицу), проводили 
на стекла (CSS-100 Silylated Slides (Aldehyde), nuclease-
free slides for DNA MicroArrays) с помощью печатаю-
щего устройства, после чего проводили процедуру фик-
сации. Для этого биочипы помещали сначала на 3 мин 
под ультрафиолетовый свет (254 нм), затем в термостат 
на 2 часа при 80 ºС и, наконец, на 24 часа оставляли при 
комнатной температуре.

На следующий день проводили процедуру активации 
поверхности биочипов. Для этого стекла последователь-
но обрабатывали растворами 0,2 % SDS и боратно-спир-
товым раствором (1gNaBH4+300 ml Na-фосфатного бу-
фера, рН 7,2 + 100ml ethanol). После каждой инкубации 
слайды промывали дистиллированной водой. В завер-
шении их высушивали в токе воздуха. Для окончатель-

ной фиксации биочипы помещали на 45 мин в раствор, 
содержащий 0,1 % SDS и 1 % бычий сывороточный аль-
бумин, при 42 ºС. Далее слайды многократно промывали 
дистиллированной водой и высушивали током воздуха. 
Готовые слайды хранили при комнатной температуре 
в темноте.

Анализ экспрессии генов
Для повышения эффективности проводимого анали-

за при низких концентрациях РНК нами был использо-
ван набор реагентов MICROMAXTM, TSATM LABELING 
AND DETECTION KIT. Основная последовательность 
проводимых реакций по протоколу производителя за-
ключается в следующем:
1. Проводили синтез кДНК в присутствии меченых 

флуоресцентными зондами нуклеотидных аналогов. 
В результате синтезировались 2 пробы кДНК: мече-
ная флуоресцином (FL) и биотином (B). Полученную 
кДНК очищали с использованием специальной мем-
бранной колонки, входящей в набор.

2. Очищенную пробу кДНК наносили на биочип и ос-
тавляли для гибридизации на ночь при температуре 
42 ºС на шейкере (Thermomixer Comfort, Eppendorf). 
Пробу наносили только на область, где «напечата-
ны» олигонуклеотиды. Далее эту область накрывали 
покровным стеклом и герметизировали. На один чип 
обычно наносили кДНК-FL, полученную из одной 
пробы РНК, и кДНК-В, полученную из другой пробы 
РНК.

3. «Проявку» результатов гибридизации осущест-
вляли с помощью репортерных зондов Cyani-
ne 3 и Cyanine 5.

4. Анализ интенсивности экспрессии проводили с помо-
щью чип-ридера Gene Pix 4000B (Axon Instrument).

Оценка уровней экспрессии генов.
Анализ флуоресценции, зафиксированный с по-

мощью чип-ридера Gene Pix 4000B, производили 
с помощью специальной компьютерной програм-
мы Gene Pix Pro 6.0™. Флуоресценцию каждой точ-
ки нормализовали по отношению к фоновому све-
чению слайда. Отношение флуоресценции Cyanine 
3 и Cyanine 5 рассчитывали для каждого гена. Учитывая 
3-кратную повторность нанесения олигонуклеотидов 
на биочипе, для каждого гена оценивали 12 значений 
интенсивности флуоресценции. Величину относитель-
ной экспрессии генов интереса проводили при сравне-
нии массивов данных с помощью t-критерия Стьюдента 
(при 95 %-м уровне значимости). На графиках пред-
ставлена кратность изменения экспрессии генов отно-
сительно средних значений экспрессии генов интереса, 
высчитанных по отношению к значениям экспрессии 
таковых в момент начала эксперимента (t = 0 мин). Об-
суждаются только изменения относительных уровней 
экспрессии генов более чем двукратные.
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РЕЗуЛЬТАТЫ 

Опираясь на представленные в литературе данные, 
нами были отобраны гены, характеризующиеся быстрым 
(в период 30–60 мин) повышением экспрессии при обра-
ботке ауксином проростков арабидопсиса (Abel, Theologis, 
1996; Goda et al., 2002, 2008; Pufky et al., 2003; Scherer 
et al., 2007). Олигонуклеотиды, комплементарные участ-
кам данных генов (список генов представлен в таблице 1) 
были использованы для дизайна чипов, которые были 
применены для изучения интенсивности ауксинзависимой 
экспрессии генов в корнях проростков арабидопсис.

Проведенный анализ экспрессии показал, что не все 
гены отличаются увеличением экспрессии после вне-
сения ауксина. На рисунке 1 приведены данные аук-
сининдуцированной экспрессии генов семей ства IAA. 
Можно видеть, что только 5 из исследованных ге-
нов характеризовались увеличением экспрессии че-
рез час после начала гормонального воздействия. 
Для IAA1 и IAA11 увеличение экспрессии начиналось 
очень быстро — уже в первые 15 мин. Через полчаса 
к их числу присоединялись еще 2 гена: IAA3 и IAA19. 
По истечении часа повышение экспрессии регистриро-
вали и для IAA5.

Название гена Название локуса Название гена Название локуса

семейство IAA семейство ARF

IAA1 AT4G14560 ARF6 AT1G30330

IAA2 AT3G23030 ARF7 AT5G20730

IAA3 AT1G04240 ARF8 AT5G37020

IAA4 AT5G43700 ARF19 AT1G19220

IAA5 AT1G15580

IAA6 AT1G52830 семейство SAUR

IAA7 AT3G23050 SAUR-1 AT4G34770

IAA8 AT2G22670 SAUR-7 AT2G21200

IAA9 AT5G65670 SAUR-9 AT4G36110

IAA11 AT4G28640 SAUR-10 AT2G18010

IAA12 AT1G04550 SAUR-14 AT4G38840

IAA13 AT2G33310 SAUR-25 AT4G13790

IAA14 AT4G14550 SAUR-46 AT2G37030

IAA19 AT3G15540 SAUR-AC1 AT4G38850

семейство GH3 другие

GH3–1 AT2G14960 белок семейства F-box AT1G78100

GH3–2 AT4G37390
ядерный транскрипционный фактор, 

содержащий homebox-leucine zip 
домен

AT5G47370

GH3–3 AT2G23170
белок, похожий на убиквитин-

специфичную протеазу 12
AT2G32870

GH3–5 AT4G27260

предполагаемый транскрипционный 
фактор с цинковыми пальцами

AT5G04340

предполагаемый транскрипционный 
фактор

AT1G74650

предполагаемый репрессор 
транскрипционного фактора 

с цинковыми пальцами
AT1G27730

белок, подобный EF-1 
транскрипционному фактору

AT4G22780

MYB- транскрипционный фактор AT5G58340

MYB- транскрипционный фактор AT5G11050

Таблица 1
список ауксининдуцируемых генов, олигонуклеотиды, комплементарные которым,  
были использованы для изготовления чипов
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Несколько иным был профиль экспрессии группы 
GH3 (рис. 2). Из четырех исследованных генов три ха-
рактеризовались усилением экспрессии, причем уже 
к 15-й минуте действия гормона. Наиболее интенсив-
ное увеличение экспрессии было отмечено для GH3-3. 
Для гена GH3-2 увеличение экспрессии было крат-
ковременным и возвращалось к исходному уровню уже 
к 30-й минуте.

Анализ экспрессии генов семейства SAUR выявил 
нелинейный во времени характер накопления транскрип-
тов. Первые 15 мин после начала гормонального воздейс-
твия характеризовались снижением экспрессии всех ис-
следованных представителей данного семейства (рис. 3). 
Лишь на 30-й мин воздействия слабую стимуляцию экс-
прессии идентифицировали для SAUR9 и SAUR10 генов. 

В дальнейшем (через 60 мин) экспрессия снова снижа-
лась, но изменение экспрессии не превышали двукрат-
ного.

Слабо отзывчивыми (усиление не было статисти-
чески достоверным) в исследуемый интервал времени 
оказались и представители семейства ARF, кодирующие 
транскрипционные факторы. В связи с этим мы не при-
водим эти результаты.

Помимо перечисленных семейств, усилением экс-
прессии характеризовался ряд генов, предположительно 
кодирующих транскрипционные факторы или белки, име-
ющие сходство с белками-трансдукторами гормонально-
го сигнала (табл. 1). Можно видеть, что 2 из 9 генов этой 
группы уже через 15 мин после начала воздействия уси-
ливали экспрессию (рис. 4). Тем не менее интенсивность 

рис. 1. Уровень корнеспецифичной экспрессии генов семейства Aux/IAA при действии ИУК (10-5 М) на проростки араби-
допсиса в течение 15, 30 и 60 минут

рис. 2. Уровень корнеспецифичной экспрессии генов семейства GH3 при действии ИУК (10-5 М) на проростки арабидопсиса 
в течение 15, 30 и 60 минут
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экспрессии в значительной степени падала в ходе часо-
вой инкубации, когда своего максимума достигала экс-
прессия гена, кодирующего F-box-содержащий белок.

ОБСужДЕНИЕ РЕЗуЛЬТАТОВ 

Использование метода технологии микрочипов позво-
ляет одномоментно оценить экспрессию большого числа 
генов и выявить изменение их экспрессии при действии 
того или иного фактора. Данный метод был применен для 
идентификации ауксининдуцированной экспрессии у це-

лого ряда растений. Особо пристальное внимание уделе-
но изменениям, происходящим в первые 1–3 часа пос-
ле начала воздействия. Для растений арабидопсиса при 
анализе 24000 генов (чипы для диагностики активности 
всего генома) было показано накопление транскриптов 
222 генов, в том числе Aux/IAA, SAUR и GH3 (Redman 
et al., 2004). В этом исследовании сравнительный ана-
лиз экспрессии генов выявил, что не все представители 
этих групп характеризовались ранним откликом на вне-
сение гормона. Способностью усиливать экспрессию от-
личались лишь 19 из 77 генов SAUR, 15 из 36 Aux/IAA 

рис. 3. Уровень корнеспецифичной экспрессии генов семейства SAUR при действии ИУК (10-5 М) на проростки арабидопсиса 
в течение 15, 30 и 60 минут

рис. 4. Уровень корнеспецифичной экспрессии генов AT5G47370, AT2G32870 и AT1G78100 при действии ИУК (10-5 М) на 
проростки арабидопсиса в течение 15, 30 и 60 минут



ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВы ЭВОЛЮЦИИ ЭКОСИСТЕМ

C экологическая генетика     TOM  XII   № 2   2014 ISSN 1811–0932

41

и 5 из 20 GH3. Сходный феномен различной отзывчивос-
ти генов перечисленных групп был отмечен еще в ряде 
исследований (Esmon et al., 2006, Hager, Guilfoyle, 2002, 
Paponov et al., 2008, Pufky et al., 2003). Причина этого фе-
номена может быть опосредована временной и тканевой 
специализацией экспрессии при действии гормона. Пос-
леднее редко принимается авторами во внимание в связи 
с использованием для анализа целых проростков араби-
допсиса. Косвенно это подтверждается различием ауксин-
индуцированной экспрессии анализируемых генов в кор-
нях и побегах проростков арабидопсиса (Шишова и др., 
2011). Вторая причина может заключаться в концентра-
циях гормона, оказывающего воздействие на различные 
органы проростка. При работе с целыми проростками 
и развитыми органами растения арабидопсис традицион-
но используют достаточно высокие до 10 мкМ ауксина, 
что может оказывать негативное действие на гормонин-
дуцированные процессы, например, в корне.

Проведенное нами исследование было сфокусирова-
но на анализе экспрессии ауксининдуцированных генов 
в корнях проростков арабидопсиса при увеличении дли-
тельности гормонального воздействия. Для этого были 
разработаны биочипы, позволяющие проанализировать 
экспрессию ограниченного числа генов, относящихся к се-
мействам Aux/IAA, SAUR и GH3 (табл. 1). Полученные ре-
зультаты (рис. 1–4) свидетельствуют о том, что корневая 
система проростков арабидопсиса характеризуется увели-
чением экспрессии лишь небольшого количества генов.

Из 14 проанализированных генов группы Aux/IAA 
лишь пять характеризовались усилением накопления 
транскриптов в ответ на действие ауксина: IAA1, IAA3, 
IAA5, IAA11, IAA19. Можно отметить, что общей особен-
ностью характера экспрессии этих генов является посте-
пенное ее возрастание с продолжительностью действия 
гормона. Ранее было показано, что ген IAA1 экспресси-
руется в ходе развития проростка арабидопсиса с макси-
мальным накоплением РНК в корнях, соцветиях и цветках 
(Yang et al., 2004). Усиление его экспрессии наблюдает-
ся уже через 4 минуты после воздействия ауксина (Abel, 
Theologis, 1996) и продолжается достаточно долго, что 
указывает на широкий спектр его действия в ауксинрегу-
лируемых процессах. С использованием различных подхо-
дов к выявлению функциональной значимости IAA1 гена 
было установлено, что повышение стабильности кодиру-
емого им белка приводит к ингибированию закладки ла-
теральных корней, роста гипокотиля, удлинения листьев, 
а также формирования проводящей системы побега про-
ростков арабидопсиса (Park et al., 2002; Yang et al., 2004; 
Ku et al., 2009). Эти данные согласуются с общим пред-
ставлением о том, что продукт гена IAA1 участвует в тран-
сдукции ауксинового сигнала за счет быстрой деградации 
в результате TIR-зависимой убиквитинизации. Известно 
также, что IAA1 регулирует (ингибирует) не только собс-
твенный синтез, но и синтез ряда представителей семейс-
тва Aux/IAA, например IAA5 (Lee et al., 2009). Известно, 

что нарушения в кодировании IAA3 приводят к появлению 
сходного c iaa1 фенотипа, характеризующегося больши-
ми по размеру семядолями, коротким гипокотилем и т. д., 
что указывает на сходную «ингибиторную функцию» гена 
в регуляции ауксинового ответа (Tian et al., 2002). Было 
показано, что IAA3 также участвует в регуляции экспрес-
сии ряда генов Aux/IAA, в том числе IAA5. По нашим дан-
ным, именно ген IAA1 характеризуется наиболее быстрым 
откликом при действии ауксина. Эффект стимуляции ре-
гистрировался на протяжении всего времени воздействия 
гормона на проростки арабидопсиса. Значимое усиление 
экспрессии генов IAA3 и IAA5, напротив, регистрирова-
лось лишь при более длительном воздействии гормона. 
Изменение экспрессии гена IAA11 имело ту же тенден-
цию, но ее усиление не превышало 2,5 раза, что позволяет 
нам судить лишь о сходных тенденциях. Несколько иной 
динамикой отличалась экспрессия гена IAA19. Она до-
стигала максимума к 30 мин действия гормона и далее 
сохранялась на достаточно высоком уровне, что соот-
ветствует литературным данным (Tatematsu et al., 2004). 
Следует подчеркнуть, что ранее были выявлены отличия 
в профиле экспрессии гена IAA19 по отношению к другим 
представителям семейства Aux/IAAs. РНК IAA19 не де-
тектируется в листьях и соцветиях, что функционально 
подтверждается сильным ингибированием экспрессии 
данного гена под действием света. Визуализация бел-
ка IAA19 показала отличия его локализации от ряда дру-
гих белков, кодируемых генами Aux/IAAs в корнях (Muto 
et al., 2007). Кроме того, экспрессия гена IAA19 находи-
лась под контролем не только ауксина, но и света, однако 
была нечувствительна по отношению к сахарам, по срав-
нению с экспрессией IAA3, также отличающегося доста-
точно сильной экспрессией в гипокотилях (Tatematsu et 
al., 2004). В целом можно заключить, что при действии 
ауксина на проростки арабидопсиса в корнях регистри-
руется быстрая и усиливающаяся со временем активация 
экспрессия гена IAA1. Более поздняя (после 1 часа дейс-
твия ауксина) отзывчивость генов IAA3 и IAA5 указывает 
на возможность кросс-регуляции генов данной группы. 
Напротив, для гена характерен IAA19 быстрый и интен-
сивный отклик уже на 30 мин, который сохраняется весь 
последующий период исследования, что может свидетель-
ствовать о приоритетном значении данного гена в форми-
ровании ответной ростовой реакции корня.

В настоящее время доказано, что убиквитинизация 
белков семейства Aux/IAA приводит к высвобождению 
транскрипционных факторов семейства ARF, регулирую-
щих интенсивность экспрессии ауксинчувствительных ге-
нов (Mockaitis, Estelle, 2008). Проведенный нами анализ, 
к сожалению, не выявил накопления в корнях проростков 
арабидопсиса транскриптов ни одного из четырех иссле-
дованных генов этой группы при обработке ауксином.

В тоже время полученные нами данные о быстром 
и интенсивном увеличении экспрессии генов группы GH3 
полностью соответствуют результатам предшествующих 
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исследований. Все исследованные нами гены относятся 
к группе II GH3, кодирующей ферменты, отвечающие 
за конъюгацию ауксина с аминокислотами, что может 
рассматриваться как первый этап в инициации ката-
болизма ИУК (Staswick et al., 2005). Тем самым ауксин 
обладает способностью не только усиливать интенсив-
ность трансдукции своего сигнала, как в случае семейс-
тва Aux/IAA, но и активно участвовать в авторегуляции 
своей концентрации. Этот феномен может иметь особое 
регуляторное значение в определении специфичности 
и интенсивности индуцируемого ответа. В литературе 
отмечалось, что у арабидопсиса ряд генов группы GH3, 
например, GH3.2 и GH3.5, характеризуются корнеспе-
цифичной экспрессией или экспрессируются при за-
кладке латеральных корней (Takase et al., 2004; Zhang et 
al., 2008). В связи с этим представляет интерес выявле-
ние особенностей в динамике экспрессии генов данного 
семейства в корнях при действии ауксина. К сожалению, 
нам не удалось выявить общую тенденцию в гормонинду-
цированной экспрессии генов группы GH3. Было показа-
но, что кратковременная экспрессия характерна для генов 
GH3-1 и GH3-2, а для GH3-5 — стабильная, но близкая 
к пороговой (2-кратная). Только ген GH3.3 отличался 
быстрым и значительным накоплением РНК, сохраняю-
щимся и после часа воздействия ауксина, что может ука-
зывать на особую роль этого гена в регуляции концентра-
ции свободного гормона в развитии корня.

Последующий анализ выявил несколько иную тенден-
цию для генов группы SAUR. Слабое увеличение уровня 
транскриптов регистрировалось только на 30-й мин пос-
ле начала воздействия лишь для генов SAUR9 и SAUR10. 
Более интенсивное усиление экспрессии представителей 
семейства было нами показано для листьев проростков 
арабидопсис (Шишова и др., 2011). Можно предполо-
жить, что хорошо известные данные об ауксинзависимом 
повышении накопления транскриптов для генов этого се-
мейства были получены на целых проростках или же 
с использованием хорошо развитых органов. Получен-
ные нами и имеющиеся в литературе данные указывают 
на то, что участие генов SAUR в трансдукции гормональ-
ного сигнала в корнях проростков арабидопсиса ограни-
чено достаточно узким временным интервалом. Это по-
ложение остается в большой степени дискуссионным, так 
как в настоящее время недостаточно данных о возможной 
физиологической роли продуктов указанных генов.

Наряду с генами семейств Aux/IAA, GH3 и SAUR, ха-
рактеризующихся доказанной чувствительностью к аукси-
ну, нами была проанализирована экспрессия ряда генов, 
которые, по литературным данным, также отличались 
быстрым накоплением продуктов транскрипции. В первую 
очередь была исследована экспрессия генов, кодирующих 
транскрипционные факторы и/или белки, принимающие 
участие в трансдукции гормональных сигналов (табл. 1). 
Краткосрочной и достаточно сильной отзывчивостью ха-
рактеризовались гены AT5G47370 (кодирует транскрип-

ционный фактор, характеризующийся наличием «лейци-
новой застежки», homeobox-leucine zipper) и AT2G32870 
(кодирует белок, аналогичный убиквитин-специфичной 
протеазе 12). Тем не менее экспрессия этих генов очень 
быстро возвращалась к исходному значению. Напротив, 
экспрессия гена AT1G78100, кодирующего F-box содер-
жащий белок, возрастала более чем в 6 раз лишь через час 
ауксинового воздействия. У арабидопсиса идентифициро-
вано около 200 F-box содержащих белков. Несколько яр-
ких представителей относятся к группе рецепторов аукина. 
Функция данного белка, кодируемого геном AT1G78100, 
неизвестна, однако временная зависимость накопления 
продуктов его транскрипции может свидетельствовать 
о более позднем вовлечении в формирование адаптивного 
гормониндуцированного физиологического ответа.

В заключение следует отметить, что полученные ре-
зультаты указывают на наличие специфичного для корней 
проростков арабидопсиса профиля экспрессии генов ран-
него ауксинового ответа, который в значительной степени 
модулируется с увеличением длительности гормонального 
воздействия. Особое значение, по-видимому, имеет быс-
трая и интенсивная экспрессия таких генов, как IAA1, 
IAA19, GH3–3, AT1G78100. В ряде случаев интенсив-
ность накопление РНК отличалась от таковой, характе-
ризующей полученные ранее данные с использованием 
целых проростков арабидопсиса (Abel, Theologis, 1996; 
Goda et al., 2002). Требуется последующее сравнительное 
исследование, направленное на выявление различий ак-
тивации экспрессии в корнях и побегах проростков араби-
допсиса при различных по времени воздействиях ауксина.
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oF early auXIN-regulated
geNeS IN arabIdoPSIS 

Shishova M. F., Pahler M., Stahl F., Scherer G.

Summar C y: At the variable environmental conditions plant growth 

and development are under the control of different factors triggered shifts 

in hormonal balance and followed changes in intensity of hormone-in-

duced gene expression. Root-specific expression of early auxin-regulated 

genes, belonged to Aux/IAAs, SAURs, ARFs и GH3s gene families, was 

tested with specially designed chip. An auxin treatment (15, 30 and 

60 min) led to increase of IAA1, IAA3, IAA5, IAA11, IAA19 and GH3-1, 

GH3-3, GH3-5 genes. Intensification of SAUR9 and SAUR10 genes ex-

pression was less significant and appeared only at 30 min. 
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