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ВВЕДЕНИЕ

Формирование повышенной устойчивости
растений в ответ на действие низких температур
связано с целым комплексом защитно!приспосо!
бительных механизмов, включая изменение экс!
прессии большого числа генов протекторных бел!
ков [1–3; 4, c. 33; 5]. Например, увеличение моро!
зоустойчивости растений арабидопсиса [1–3, 6] и
пшеницы [7–9] сопровождается индукцией экс!
прессии ряда регулируемых низкой температурой
Сor!генов (от сold regulated), кодирующих COR!
белки. Установлено также, что в передаче низко!
температурного сигнала и регуляции экспрессии
Сor!генов участвуют многие транскрипционные
факторы, в том числе CBF/DREB (от C!repeated
binding factor/dehydration responsive elements!
binding proteins) [1, 2, 10, 11], bZIP (от basic leucine
zipper), MYB/MYC (от Myeloblastosis/Myelocy!
tomatosis) [5, 12].

Фитогормон абсцизовая кислота (АБК) играет
важную роль в защитно!приспособительных ре!
акциях растений, обеспечивающих их выживание
в неблагоприятных температурных условиях [13;

14, c. 55]. В частности, установлено, что помимо
влияния на различные физиолого!биохимиче!
ские процессы АБК может регулировать экспрес!
сию ряда Сor!генов [13, 15, 16]. Однако у холодо!
стойких растений обнаружены не только АБК!за!
висимые, но и АБК!независимые пути
трансдукции низкотемпературного сигнала и регу!
ляции экспрессии Cor!генов [1, 5, 12]. В АБК!за!
висимые пути передачи сигнала вовлечены, на!
пример, транскрипционные факторы семейств
bZIP, MYB/MYC [5, 12], а в АБК!независимые пу!
ти – транскрипционные факторы семейств
CBF/DREB [1, 5, 11]. Однако пока эти данные до!
вольно фрагментарны, а характер экспрессии в
условиях действия низких температур генов, ко!
дирующих транскрипционные факторы и COR!
белки, изучен недостаточно полно. В связи с
этим, нами была поставлена задача исследовать
особенности динамики экспрессии ряда АБК!за!
висимых и АБК!независимых Cor!генов и тран!
скрипционных факторов при холодовой адапта!
ции растений пшеницы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на проростках ози!
мой и яровой пшеницы (Triticum aestivum L.) сор!
тов Московская 39 и Ленинградская 97 соответ!

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ АБК�ЗАВИСИМЫХ 
И АБК�НЕЗАВИСИМЫХ ГЕНОВ ПРИ ХОЛОДОВОЙ АДАПТАЦИИ 

РАСТЕНИЙ ПШЕНИЦЫ

© 2011 г.   В. В. Таланова, А. Ф. Титов, Л. В. Топчиева, Н. С. Репкина
Учреждение Российской академии наук Институт биологии Карельского научного центра 

Российской академии наук, Петрозаводск
Поступила в редакцию 17.02.2011 г.

Изучены особенности экспрессии генов транскрипционных факторов (CBF4, MYB80, Wabi5) и Cor!
генов, кодирующих белки холодового ответа (Wrab17, Wrab19, Wcs120, Wcor15), в листьях пророст!
ков пшеницы (Triticum aestivum L.), находящихся 7 суток в условиях закаливающей температуры
(4°С). Повышение уровня экспрессии АБК!зависимых генов CBF4, MYB80, Wabi5 отмечено у ози!
мой (Московская 39) и яровой (Ленинградская 97) пшеницы уже через 15 мин от начала действия
холода. Усиление экспрессии генов Wcor15 и Wrab19 у яровой пшеницы также наблюдали в началь!
ный период холодового закаливания (через 15 и 30 мин соответственно), в то время как многократ!
ное повышение уровня экспрессии генов Wrab17 и Wcs120 происходило через 1 сутки, когда холо!
доустойчивость растений заметно возрастала. Сделан вывод, что формирование повышенной холо!
доустойчивости как у озимой, так и яровой пшеницы связано с усилением экспрессии генов
транскрипционных факторов CBF4, MYB80, Wabi5, а также АБК!зависимых (Wrab17 и Wrab19) и
АБК!независимых (Wcor15 и Wcs120) Cor+генов.

Ключевые слова: Triticum aestivum – холодовое закаливание – экспрессия генов – транскрипционный
фактор – Cor+гены – АБК

УДК 581.1

Адрес для корреспонденции: Таланова Вера Викторовна.
185910 Петрозаводск, Пушкинская ул., 11. Институт биоло!
гии Карельского научного центра РАН. Электронная почта:
talanova@krc.karelia.ru

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ



860

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 58  № 6  2011

ТАЛАНОВА и др.

ственно. Для этого их в течение 7 суток выращивали
на питательном растворе Кнопа с добавлением мик!
роэлементов (рН 6.2) в камере искусственного кли!
мата при температуре воздуха 22°С, относительной
влажности 60–70%, освещенности 10 клк, фотопе!
риоде 14 ч, а затем в течение 7 суток подвергали
воздействию закаливающей температуры (4°С),
сохраняя прочие условия неизменными. 

Холодоустойчивость проростков оценивали
по температуре (ЛТ50), вызывающей гибель 50%
палисадных клеток паренхимы высечек из листа
(площадью 0.3 см2) после их 5!минутного тести!
рующего промораживания в термоэлектрическом
термостате ТЖР–02/–20 (“Интерм”, Россия) при
ряде температур (от –5 до –10°С) с интервалом
0.4°С [17]. Заданную температуру поддерживали с
точностью ±0.1°С. Жизнеспособность клеток
оценивали с помощью светового микроскопа
Микмед!2 (“ЛОМО”, Россия) с объективом 40×

по деструкции хлоропластов и коагуляции цито!
плазмы. 

Для выделения РНК навеску листьев пшени!
цы (50 мг) растирали в жидком азоте. Тотальную
РНК выделяли с помощью набора Yellow Solve
(“Clonogene”). Определение качества и количе!
ства выделенной РНК проводили с помощью ка!
пиллярного электрофореза на микрочипах (Expe!
rion, “Bio!Rad”). Для удаления остатков ДНК
препарат РНК обрабатывали 10 ед./мл ДНКазой,
свободной от РНКазы (“Силекс”, Россия). Уро!
вень экспрессии генов оценивали методом ПЦР в
режиме реального времени. В качестве флуоро!
фора для детекции продуктов использовали ин!

теркалирующий краситель SYBR Green. Ампли!
фикацию проводили в приборе iCycler с оптиче!
ской приставкой iQ5 (“Bio!Rad”), используя
наборы для амплификации, совмещенные с об!
ратной транскрипцией. Смесь для ПЦР объемом
25 мкл содержала 100 нг тотальной РНК, 0.5 мкл
обратной транскриптазы iScript MMLV, 12.5 мкл
реакционной смеси 2хSYBR Green RT!PCR Reac!
tion Mix, по 0.8 мкл прямого и обратного прайме!
ров (10 мкМ), 9.5 мкл воды, свободной от нуклеаз.
Для ПЦР в режиме реального времени использо!
вали праймеры (“Синтол”, Россия), представлен!
ные в таблице. В качестве референсного гена ис!
пользовали актин. Протокол ПЦР: синтез кДНК –
10 мин при 50°С, инактивация обратной тран!
скриптазы 5 мин при 95°С, циклы ПЦР: 10 с при
95°С, 30 с при 55°С, 30 с при 72°С (40 циклов).
Специфичность продуктов амплификации про!
веряли плавлением ПЦР фрагментов: 1 мин при
95°С, 1 мин при 55°С, 10 с при 55°С (80 циклов,
повышая в каждом цикле температуру на 0.5°С).
Уровень экспрессии генов растений, подвергну!
тых низкотемпературному воздействию, был нор!
мализован по уровню экспрессии генов кон!
трольного варианта (не подвергнутых низкотем!
пературному воздействию). 

На рисунках приведены средние арифметиче!
ские значения из двух независимых опытов и их
стандартные отклонения. Повторность при оценке
устойчивости – 6!кратная, а при ПЦР!анализе – 2!
кратная. В статье обсуждаются величины, досто!
верные при P ≤ 0.05.

Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени

Ген Прямой и обратный 
праймеры

Нуклеотидная последовательность 
праймера 5'…3'

Номер доступа 
в базе данных NCBI

CBF4 прямой CTCGCTGGAGAATGCCGTGGTC EF028787

обратный GCAGCATGTAGAGGCGGTCGTTG

MYB80 прямой AAGCGGCTCCATGAACAACTCG AY625680

обратный CTAAGGTAGGTGGTGAATGTGAAA

Wabi5 прямой GCCGAGGGCAGTTGGTATGGGA AB193553

обратный TAGCGGCGGACTCCCTGTTCTT

Wcor15 прямой GGGAGCAACCTCTTCCATAGTGT AB095006

обратный CCAACCATCACAACCCTTCACTA

Wrab17 прямой CGGGATGGGAGGAGACAAGTGAG AF255053

обратный GGAATAGCGAAACAGAAGGAGGG

Wrab19 прямой CAACCAGAACCAGGCGAGCTACG AF255052

обратный CGGCTGTCTCTACGGCCTTCTGCTT

Wcs120 прямой CACGGCACTGGCGAGAAGAAAGG M93342

обратный TGATGTTCTCCATGACGCCCTTC

Actin прямой GGGACCTCACGGATAATCTAATG AB181991

обратный AACCTCCACTGAGAACAACATTAC
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что холодоустойчивость пророст!
ков озимой пшеницы сорта Московская 39 возрас!
тала уже через 0.5–1.0 ч от начала действия темпе!
ратуры 4°С, на вторые сутки она достигала своего
максимального значения и в дальнейшем не изме!
нялась (рис. 1а). У проростков яровой пшеницы
сорта Ленинградская 97 холодоустойчивость по!
вышалась медленнее, достигала максимума только
через 6 суток закаливания, а ее прирост по сравне!
нию с исходным уровнем был заметно меньше,
чем у озимой пшеницы (рис. 1б). 

Наряду с повышением холодоустойчивости в
листьях пшеницы под влиянием закаливающей
температуры происходили значительные измене!
ния в экспрессии генов транскрипционных фак!
торов (рис. 2). Так, в начальный период (уже через
15–30 мин) действия низкой температуры в ли!
стьях озимой пшеницы отмечено усиление экс!
прессии гена транскрипционного фактора СBF4,
повышенный ее уровень сохранялся в течение
первых 5 ч закаливания, а затем происходило его
снижение (рис. 2а). У яровой пшеницы также от!
мечено быстрое (через 15 мин) и значительное
повышение уровня экспрессии гена СBF4, после
чего он резко снижался, хотя и превышал исход!
ное значение (рис. 2б). 

Уровень экспрессии гена транскрипционного
фактора MYB80 заметно возрастал в листьях озимой
пшеницы через 15 мин и держался на более высоком
уровне в течение 5 ч от начала закаливания (рис. 2в),
у яровой пшеницы – только через 5 ч (рис. 2г), затем
у обоих сортов происходило его снижение до исход!
ных значений. Достоверное увеличение уровня тран!
скриптов гена Wabi5 семейства транскрипционных
факторов bZIP отмечено у озимой пшеницы через
15 мин, а у яровой – через 1 сутки после начала зака!
ливания (рис. 2д, 2е), но в целом эти изменения но!
сили колебательный характер. 

В предыдущих исследованиях нами было по!
казано, что повышение холодоустойчивости рас!
тений озимой пшеницы сорта Московская 39 под
влиянием низкой закаливающей температуры со!
провождалось изменениями в экспрессии Cor!ге!
нов [18]. В частности, экспрессия гена Wrab17
увеличивалась через 15 мин после начала холодо!
вого воздействия, а ее повышенный уровень со!
хранялся в течение всего периода закаливания
[18]. В отличие от этого, у проростков яровой
пшеницы сорта Лениградская 97 в начальный пе!
риод закаливания (первые 5 ч), когда холодо!
устойчивость еще оставалась на исходном уровне,
заметных изменений в экспрессии АБК!зависи!
мого Cor!гена Wrab17 не выявлено, но при более
длительном действии холода (через 24 ч) одновре!
менно с ростом устойчивости отмечали резкое
усиление экспрессии (рис. 3а). Через 2 суток зака!
ливания накопление транскриптов этого гена до!

стигало максимума, в дальнейшем (через 3–7 су!
ток) уровень экспрессии постепенно снижался,
но, тем не менее, оставался достаточно высоким
(рис. 3а). 

Экспрессия гена Wrab19 в листьях яровой
пшеницы усиливалась через 0.5 ч действия холо!
да, достигая своего максимума, а затем резко сни!
жалась и впоследствии имела колебательный ха!
рактер, хотя и далее при воздействии холода на!
копление транскриптов гена сохранялось на
повышенном уровне (рис. 3б). 

Значительных достоверных изменений в экс!
прессии гена Wcs120 (рис. 3в), так же как и гена
Wrab17 (рис. 3а), в листьях яровой пшеницы в
первые 5 ч действия холода нами не обнаружено,
и только через 1 сутки она резко усиливалась, а за!
тем, достигнув максимума (через 2 суток), не!
сколько снижалась, хотя и в последующий пери!
од воздействия холода накопление транскриптов
гена сохранялось на высоком уровне (рис. 3в). В
отличие от этого, у проростков озимой пшеницы
(как было показано нами ранее) резкое повыше!
ние уровня экспрессии гена Wcs120 происходило
уже через 15 мин действия температуры 4°С, а его
максимум отмечен через 30 мин, после чего он
возвращался к исходным значениям [18]. 

Экспрессия гена Wcor15 в листьях проростков
яровой пшеницы усиливалась в начальный пери!
од действия температуры 4°С (через 15 мин) и со!
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Рис. 1. Динамика холодоустойчивости проростков
пшеницы сортов Московская 39 (а) и Ленинградская
97 (б) при температуре 4°С.
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хранялась на повышенном уровне в течение всего
периода закаливания (рис. 3г). В листьях про!
ростков озимой пшеницы уровень экспрессии
этого гена также повышался через 15 мин дей!
ствия холода, затем постепенно возрастал и со!
хранялся на повышенном уровне 2 суток, но в
дальнейшем снижался [18]. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты изучения экспрессии
АБК!зависимых и АБК!независимых генов, ко!
дирующих транскрипционные факторы и COR!
белки в листьях проростков озимой и яровой
пшеницы, указывают на существование опреде!
ленной зависимости между динамикой уровня
экспрессии этих генов, с одной стороны, и про!
цессом повышения холодоустойчивости в усло!
виях действия низкой закаливающей температу!
ры, с другой стороны. 

Известно, что озимые злаки, по сравнению с
яровыми, обладают более эффективными меха!
низмами адаптации к низким температурам. В

наших экспериментах у проростков озимой пше!
ницы скорость и величина прироста устойчиво!
сти к низкой температуре была существенно вы!
ше, чем у яровой пшеницы. Усиление экспрессии
генов транскрипционных факторов CBF4, Wabi5
и MYB80 у озимой пшеницы также происходило
довольно быстро (уже в начальный период холо!
дового закаливания) и предшествовало или сов!
падало по времени с повышением их устойчиво!
сти. Кроме того, ранее нами у растений озимой
пшеницы была выявлена положительная корре!
ляция между индукцией экспрессии Cor!генов
(Wrab17, Wrab19, Wcs120, Wcor15) и уровнем
устойчивости в условиях холодового закаливания
[18]. Сходные результаты получены при изучении
индукции экспрессии генов Wrab17 и Wrab19 [19],
Wcs120 [9] и Wcor15 [11] в условиях холодового зака!
ливания и у других сортов озимой пшеницы.

Важно, что у проростков яровой пшеницы бо!
лее медленное повышение устойчивости также
коррелировало с более медленным усилением
экспрессии генов транскрипционных факторов
Wabi5 и MYB80 и Cor!генов, в первую очередь,
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Рис. 2. Динамика экспрессии генов CBF4 (а, б), MYB80 (в, г) и Wabi5 (д, е) в листьях проростков пшеницы сортов Мос!
ковская 39 (а, в, д) и Ленинградская 97 (б, г, е) при температуре 4°С.
За единицу принят уровень экспрессии генов при температуре 22°С. 
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Wcs120 и Wrab17. Так, резкое возрастание экс!
прессии Cor!гена Wrab17 у яровой пшеницы прак!
тически совпадало по времени с заметным повыше!
нием уровня устойчивости, а гена Wrab19 – пред!
шествовало ему. Таким образом, на основании
обнаруженного значительного усиления экспрес!
сии Cor!генов, предшествующего или совпадаю!
щего по времени с ростом устойчивости, можно
предположить, что они участвуют в процессе
формирования повышенной холодоустойчивости
у яровой пшеницы. 

Следует отметить, что из изученных нами ге!
нов к АБК!зависимым Cor!генам относятся
Wrab17 [16], Wrab19 [19], а к АБК!независимым –
Wsc120 [20] и Wcor15 [7]. 

Как известно, АБК!зависимые гены тран!
скрипционных факторов семейства bZIP содер!
жат в промоторной области цис!элементы ABRE
(от ABA!responsive element) [13]. АБК может акти!
вировать экспрессию генов, кодирующих тран!
скрипционные факторы семейства bZIP, кото!
рые, в свою очередь, регулируют экспрессию Cor!
генов путем связывания с цис!элементами ABRE
[12, 13, 21]. В то же время, индукция экспрессии
генов регулируемыми АБК транскрипционными
факторами MYC происходит при специфическом

связывании с цис!элементами MYCB [12, 22].
Имеются данные о том, что ген транскрипцион!
ного фактора СBF4 (DREB1D) у арабидопсиса, в
отличие от других генов семейства СBF, может
экспрессироваться в ответ на обезвоживание и на
обработку экзогенной АБК, что позволило при!
числить его к АБК!зависимым [22]. 

В связи с этим, необходимо подчеркнуть, что
усилению экспрессии АБК!зависимых Сor!генов
Wrab17 и Wrab19 в наших экспериментах предше!
ствовало усиление экспрессии гена транскрипци!
онного фактора CBF4, совпадая по времени с по!
вышением экспрессии гена Wabi5 (семейства
bZIP) и MYB80. Другими авторами также было
показано, что уровень экспрессии bZIP генов
(Wlip19, Wabi5) и Cor!генов (Wrab15, Wrab17,
Wrab18, Wrab19) у озимой пшеницы сортов 97003
и 97014 увеличивался при холодовом стрессе
практически одновременно [16]. 

Как показали исследования, АБК!независимые
гены в промоторной области содержат специфиче!
ские цис!элементы CRT/DRE (от C!repeated tran!
scription elements/drought responsive elements), с ко!
торыми связываются транскрипционные факторы
CBF1/DREB1b, CBF2/DREB1c, CBF3/DREB1a
[22]. В этом случае низкая температура запускает
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Рис. 3. Динамика экспрессии генов Wrab17 (а), Wrab19 (б), Wcs120 (в) и Wcor15 (г) в листьях проростков пшеницы сор!
та Ленинградская 97 при температуре 4°С.
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экспрессию индуцируемых холодом генов тран!
скрипционных факторов СBF/DRE [11], которые, в
свою очередь, активируют Cor!гены [1]. К ним, в
частности, относятся регулируемые низкой темпе!
ратурой гены Wcs120 и Wcor15, содержащие цис!
элементы CRT/DRE [7, 12, 20]. 

Отметим, что указанные выше Cor!гены коди!
руют защитные белки, относящиеся к большому
семейству белков позднего эмбриогенеза LEA (от
Late Embryogenesis Abundant), которые характе!
ризуются высокой гидрофильностью и выполня!
ют функцию молекулярных шаперонов, обеспе!
чивающих сохранение функциональной актив!
ности макромолекул при стрессе [23]. В
частности, ген Wcs120 кодирует группу СOR!бел!
ков семейства WCS (от Wheat Cold Specific) с мол.
м. от 12 до 200 кД, относящихся к устойчивым к
обезвоживанию дегидринам, объединенным в
группу II или D 11 семейство LEA белков [20, 24].
Считается, что усиление экспрессии генов дегид!
ринов и накопление их белковых продуктов име!
ет важное значение для повышения устойчивости
растений к низкотемпературному стрессу [1].
Укажем, что гены Wrab17 и Wrab19 также кодиру!
ют дегидрины, характеризующиеся высокой сте!
пенью гомологии с белками группы III семейства
LEA, накопление которых коррелирует с повы!
шением холодоустойчивости растений [19]. Та!
ким образом, значительное усиление экспрессии
генов Wrab17 и Wrab19 предполагает их непо!
средственное участие в процессе формирования
повышенной холодоустойчивости у яровой пше!
ницы. Следует отметить, что еще один из изучен!
ных нами генов – Wcor15, кодирует COR15 белок,
который повышает криостабильность плазма!
леммы и мембран хлоропластов [7]. 

Таким образом, результаты проведенного ис!
следования показывают, что в условиях низко!
температурного закаливания существует опреде!
ленная зависимость между уровнем экспрессии
генов АБК!зависимых генов транскрипционных
факторов (CBF4, MYB80, bZIP) и Cor!генов
(Wrab17, Wrab19) и АБК!независимых Cor!генов
(Wcor15, Wcs120) в листьях проростков пшеницы,
с одной стороны, и их холодоустойчивостью, с
другой стороны, что позволяет сделать вывод об
участии этих генов и кодируемых ими белков в
формировании повышенной устойчивости.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова!
ний (грант № 10–04–00650а).
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