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ВВЕДЕНИЕ

 

В последнее десятилетие идут по нарастающей дости-

жения в области изучения генома растений, выделения

генов, ответственных за определенные этапы роста,

развития, старения растений, их ответа на стрессовые

воздействия и патогены. Выделены гены, контролирую-

щие регуляторные системы растений, начиная от рецеп-

торных белков и кончая генами факторов, определяю-

щих включение определенных генетических программ.

В США сформирована и активно выполняется про-

грамма секвенирования (установление нуклеотидной

последовательности) генома арабидопсиса (

 

Arabidopsis

thaliana

 

, “резушка Таля”). Большие средства на вы-

полнение программы “Геном арабидопсиса” выделяет

правительство США. Геном арабидопсиса будет, по-

видимому, полностью секвенирован в 2000–2001 годах.

В выполнении этой программы принимают участие

кроме американских также специалисты Японии и Ев-

ропы. Почему же эта сорная травка привлекает к себе

такое внимание не только ученых, но и правительств?

Арабидопсис – идеальное модельное растение для

изучения растительного генома. Это растение характе-

ризуется наименьшим из известных геномом растений,

который представлен 120 млн пар оснований. У араби-

допсиса всего пять пар хромосом. Очень важно, что

арабидопсис дает семена уже через шесть недель разви-

тия и этих семян очень много (до 5000 на одно расте-

ние). Зрелое растение не превышает 15–20 см. Его лег-

ко выращивать в лабораторных условиях, в том числе в

стерильных. Все это делает арабидопсис идеальным мо-

дельным растением для изучения генома, генетики раз-

вития, генетики ответа растений на внешние сигналы. В

настоящее время получено несколько тысяч мутантов

арабидопсиса (генетических линий с измененным гено-

мом), которые позволили выявить гены последователь-

ных этапов формирования цветка, гены, обеспечиваю-

щие эмбриогенез растений, гены контроля морфогенеза

светом, гены синтеза и действия фитогормонов и

многие другие. Поскольку организация генов у самых
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разных растений сходна, используя ген арабидопсиса в

качестве “зонда”, можно выделить его аналог из ДНК

любых других растений, в том числе из хозяйственно

ценных. Поэтому геном арабидопсиса не только “по-

лигон” для исследования генетики практически всех

жизненных программ растений, но и “средство” для

выделения важных генов из других растений, включая

хозяйственно ценные.

Важно, что в настоящее время дело не ограничива-

ется секвенированием генома арабидопсиса. В США

приняты программы секвенирования генома кукуру-

зы, томатов, риса, в Японии – генома риса. На про-

граммы выделяют большие средства. Все это обеспечит

огромный прогресс науки о растениях и даст в руки

ученых новые нетрадиционные эффективные средства

повышения урожая и устойчивости растений к разно-

образным патогенам. Наука о растении становится все

более увлекательной и будет одной из ведущих облас-

тей биологии XXI века.

Одно из крупных достижений молекулярной био-

логии растений последних дней состоит в выделении и

секвенировании генов, определивших так называемую

“зеленую революцию” в 60–70-е годы. Это позволяет

получать новые высокоурожайные сорта растений не в

результате десятилетий кропотливой селекционной

работы, а прямым введением в геном растений необхо-

димого гена. Прежде чем перейти к рассмотрению этих

новейших достижений, обсудим, что такое “зеленая

революция”.

 

“ЗЕЛЕНАЯ РЕВОЛЮЦИЯ”

 

В 60–70-е годы произошло резкое увеличение урожая

зерновых культур, названное “зеленой революцией”. В

ее основе лежало создание селекционерами новых сор-

тов, принципиально отличающихся от старых. В этой

связи необходимо отметить работы прежде всего выдаю-

щегося американского селекционера и генетика Нор-

мана Эрнстона Борлауга (р. 1914), с 1944 года работаю-

щего в Мексике и получившего за исследования в

области “зеленой революции” Нобелевскую премию

мира в 1970 году. Старые сорта злаковых культур обла-

дали длинным, сравнительно тонким стеблем. В усло-

виях достаточного увлажнения и хорошего минераль-

ного питания растения формировали большой колос.

Стебель не выдерживал его тяжести и полегал под дей-

ствием дождя и ветра, что приводило к большим поте-

рям урожая. Чтобы предотвратить полегание хлебов, в

сельском хозяйстве применяли ретарданты – вещест-

ва, которые подавляли рост стебля в высоту, вызывали

его утолщение и защищали посевы от полегания. Доза

ретардантов на 1 га составляла несколько килограм-

мов. Поля опрыскивали растворами ретардантов. Это

было связано с дорогостоящей технологией и, главное,

приводило к вредной для урожая и почвы нагрузке хи-

мическими веществами. Новые сорта, обеспечившие

“зеленую революцию”, отличались укороченным тол-

стым стеблем, устойчивым к полеганию. Эти сорта поз-

волили изменить агротехнику, увеличить дозу минераль-

ных удобрений, а в результате выращивать растения с

крупными, заполненными полноценным зерном коло-

сьями. Стебель выдерживал повышенную нагрузку.

Посевы не нуждались больше в обработке ретарданта-

ми. Кроме того, изменилась сама “архитектура” расте-

ний, что позволило на единице площади выращивать

гораздо большее число колосьев. Все это в сумме при-

вело к невиданному (в отдельных странах в несколько

раз) увеличению урожая и получило название “зеленой

революции”. Как выяснилось, большая роль в созда-

нии новых низкорослых сортов с крепким стеблем, вы-

сокой устойчивостью к полеганию и высокой урожай-

ностью принадлежала модификации (мутации) генов,

ответственных за передачу в растении сигнала фито-

гормона – гиббереллина. Рассмотрим кратко его роль в

регуляции роста стебля.

 

РОЛЬ ГИББЕРЕЛЛИНА 
В РЕГУЛЯЦИИ РОСТА СТЕБЛЯ

 

Рост и вся жизнь растений регулируются фитогормона-

ми (см. [1]). В частности, один тип гормонов растений

представлен гиббереллинами. Гиббереллины – дитер-

пеноиды достаточно сложного строения. В их молекулу

входят пять различно организованных колец (рис. 1). 

В настоящее время из разных растений выделено

около сотни различных представителей этого семейст-

ва, но лишь несколько из них обладают регуляторным

действием. Остальные представляют собой промежу-

точные продукты на пути синтеза физиологически

 

Рис. 1.
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активных соединений или возникают в результате их

инактивации. Различные гиббереллины принято обо-

значать буквой А с порядковым номером соединения.

Только один гиббереллин А

 

1

 

 активирует рост стебля в

высоту у злаков и некоторых других растений (см. рис. 1).

Другие формы гиббереллинов активируют рост стебля

лишь потому, что превращаются в растении в А

 

1

 

. В ре-

зультате воздействия гиббереллином можно получить

крайне высокие растения, а в природе сорта хлебных

злаков, обладающие б

 

ó

 

льшим содержанием гибберелли-

нов, характеризуются длинным и одновременно тонким

стеблем. Гиббереллин и был открыт исходно в Японии в

20-е годы как вещество, которое выделяет в растения

риса патогенный гриб Гибберелла (

 

Gibberella fujikuroi

 

,

отсюда и название гиббереллин), что приводит к ано-

мальному вытягиванию стеблей: они становятся очень

длинными и ломкими и делаются добычей гриба. Много

позже было установлено, что гиббереллины представля-

ют собой собственные гормоны растений, а гриб берет их

на вооружение – синтезирует гормон растений, выделя-

ет его в растение в больших количествах, меняет рост

растения-хозяина и делает его своей добычей.

В биосинтезе гиббереллинов принимает участие

большое число белков – ферментов, кодируемых опре-

деленными генами. Мутации в этих генах нарушают

биосинтез А

 

1

 

, и такие растения становятся карликовы-

ми (рис. 2). Кстати сказать, действие многих упомяну-

тых выше ретардантов сводилось к подавлению опре-

деленных реакций биосинтеза гиббереллинов.

На рис. 1 показано, что даже незначительные изме-

нения в молекуле А

 

1

 

 приводят к потере соединением

гормональной активности. Например, А

 

20

 

 предшест-

венник А

 

1

 

отличается от А

 

1

 

 отсутствием одной ОН-

группы, а превращение А

 

1

 

 в А

 

8

 

 сопряжено с введением в

молекулу дополнительной ОН-группы. Оба соединения

А

 

20

 

 и А

 

8

 

 не обладают гормональной активностью. Это

подчеркивает жесткие требования, которым должна

отвечать структура молекулы гормона для того, чтобы

она была узнана своим рецептором и образовавшийся в

результате этого гормон-рецепторный комплекс пере-

дал бы принятый гормональный сигнал дальше, что в

конечном итоге привело бы к включению генов, экс-

прессия которых должна обеспечить специфичный для

гормона ответ (рис. 3), в нашем случае активацию роста

стебля.

  

1 2 2' 3'3

 

Рис. 2.

 

 Влияние гиббереллина на рост карлико-
вых растений кукурузы: 

 

1

 

 – контрольное растение,

 

2

 

 – карликовое растение с нарушением биосин-
теза гиббереллина, 

 

2

 

' – его ответ на обработку
раствором гиббереллина, 

 

3 

 

– карликовое растение
с нарушением системы ответа на гиббереллин,

 

3

 

' – отсутствие ростовой реакции в ответ на обра-
ботку мутанта раствором гиббереллина
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Рис. 3.

 

 Схема ответа на гиббереллин (Г) у нормаль-
ного растения и растения с геном карликовости (

 

gai

 

):

 

а

 

 – инактивация репрессора (GAI) гиббереллиновым
сигналом; 

 

б

 

 – ответ на гиббереллин у нормального
растения; 

 

в

 

 – отсутствие ответа на Г у мутанта с ге-
ном карликовости (gai).
Г – гиббереллиновый сигнал,
GAI – репрессор Г-индуцируемых генов,
GAI* – репрессор, инактивированный Г-сигналом,
gai – репрессор, потерявший чувствительность к гиб-
береллиновому сигналу в результате мутации его гена



 

 К УЛ А Е В А  О . Н .  К А Р Л И К О В Ы Е  М У ТА Н Т Ы  И  И Х  Р О Л Ь  В  “ З Е Л Е Н О Й  Р Е В О Л Ю Ц И И ”

 

21

 

Б И О Л О Г И Я

 

Карликовые мутанты пшеницы, кукурузы и других

растений известны давно. Их можно разделить на два

типа:

1) мутанты, карликовость которых устраняется

при обработке растений гиббереллином (см. рис. 2).

Это мутанты с прерванным процессом биосинтеза

гиббереллинов в результате мутации гена одного из

ферментов биосинтетического пути;

2) мутанты, карликовость которых не устраняется

при действии на растения гиббереллина. Это мутанты с

нарушениями в системе восприятия и передачи гормо-

нального сигнала. Как показали достижения последних

лет, именно такого рода мутации в геноме пшеницы, ку-

курузы и риса оказались важными для создания новых

форм растений, обеспечивших “зеленую революцию”.

Для пшениц давно известно, что снижение высоты

растений и формирование низкорослого, утолщенного

стебля связано с мутациями в генах, названных 

 

Rht

 

 (re-

duced height – сниженная высота). Содержащие такой

мутированный ген растения отличаются сниженной

чувствительностью к гиббереллинам и повышенным

собственным содержанием гиббереллинов, которое,

однако, сочетается не с высокорослостью, а со значи-

тельным снижением высоты растений. Был сделан вы-

вод, что у таких растений повреждена система ответа на

гиббереллин: восприятие или передача его сигнала.

Одновременно растения пшениц, содержащие в гено-

ме мутированные гены 

 

Rht 

 

(названные генами карли-

ковости), отличались повышенной урожайностью. Пе-

речисленные свойства растений пшеницы с мутацией в

генах 

 

Rht

 

 характерны также для растений кукурузы,

содержащих мутантный ген 

 

d8

 

 (доминантный ген

карликовости – dvarf), и для мутантов арабидопсиса с

изменениями в гене 

 

GAI

 

 (gibberellic acid insensitive –

нечувствительность к гибберелловой кислоте). Все пе-

речисленные растения отличаются сниженной высо-

той и потерей чувствительности к гиббереллину. Это

обусловило большой интерес исследователей к генам

карликовости.

Возникло предположение, что упомянутые мутан-

ты связаны с нарушениями (изменениями) в структуре

генов ответа растения на гиббереллин. Перечисленные

гены линий пшеницы 

 

Rht-B1a

 

 и 

 

Rht-D1a

 

 были выделе-

ны и секвенированы, то есть была определена нуклео-

тидная последовательность их ДНК. Основываясь на

этой информации, в настоящее время легко предска-

зать аминокислотную последовательность кодируемых

геном белков. Для этого отыскивают в нуклеотидной

последовательности гена кодон, с которого начинается

трансляция – синтез белка и далее исходя из триплет-

ного кода, определяют последовательность аминокис-

лотных остатков в белке. Такое исследование было

проведено для упомянутых генов. В результате получе-

на важная информация, рассмотренная в следующем

разделе.

 

ЧТО ПРЕДСТАВЛЯЮТ СОБОЙ
ГЕНЫ КАРЛИКОВОСТИ

 

Новейшие достижения в исследовании генов карлико-

вости [5], вызывающих снижение высоты растений, их

нечувствительность к гиббереллинам, повышение уро-

жайности растений и их устойчивость к полеганию,

привели к принципиально важным выводам. Было по-

казано, что карликовость у арабидопсиса, пшеницы,

риса и кукурузы происходит за счет мутации тождест-

венных генов, имеющих близкую структуру.

Рассмотрим сначала сведения о неизмененных ге-

нах, мутации которых приводят к карликовости. Эти

гены выделены и секвенированы, то есть определена их

первичная структура (нуклеотидная последователь-

ность в ДНК) и на ее основании установлена (рассчита-

на) первичная структура кодируемых ими белков (GAI

и RGA арабидопсиса, D8 кукурузы, Rht-B1 и Rgt-D1

пшеницы).

При этом было выяснено, что, например, белок, ко-

дируемый 

 

d8

 

, у кукурузы имеет 89% идентичности ами-

нокислотной последовательности с белками, кодируе-

мыми 

 

Rht-B1a

 

 и 

 

Rht-D1a

 

 пшеницы. Это по сути близкие

гены двух видов. Сравнение полученных результатов с

базой данных о структуре секвенированных ранее бел-

ков оказалось очень результативным. В настоящее вре-

мя установлены аминокислотные последовательности,

ответственные за различные функции белков, а также

их локализацию в клетке. Проведенный с помощью

специальных программ компьютерный анализ сравне-

ния структуры перечисленных белков (Rht, GAI, RGA,

D8) показал, что все они имеют близкую структуру

С-конца белковой молекулы. (Напомним, что при син-

тезе пептидных связей в белке у первой аминокислоты

остается свободной аминогруппа NH

 

2

 

, поэтому начало

белковой цепи называется ее N-концом, а у последней

аминокислоты остается свободной СООН – карбок-

сильная группа, поэтому окончание белковой цепи на-

зывается ее С-концом.)

Итак, С-конец у белков GAI, G8, Rht-D1 оказался

очень близким по аминокислотной последовательнос-

ти и содержал участки, которые ранее были обнаруже-

ны в белках-регуляторах транскрипции, называемых

трансфакторами. Эти белки регулируют экспрессию ге-

нов. Отсюда был сделан вывод, что перечисленные бел-

ки могут участвовать в регуляции экспрессии гибберел-

линзависимых генов. У всех перечисленных белков

найдена последовательность, указывающая на их ло-

кализацию в ядре, что также подтверждало их принад-

лежность к трансфакторам. Последнее обстоятельство
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недавно красиво подтверждено в опытах А. Сильвер-

стона и др. [4], которые создали генетическую конст-

рукцию, содержащую под сильным промотором вируса

цветной капусты (35S) слитые гены зеленого флуорес-

цирующего белка медузы и RGA (один из белков, мута-

ция которых вызывала нечувствительность к гибберел-

лину у арабидопсиса). Эта конструкция была введена в

экспрессирующий вектор (обеспечивающий синтез

РНК и белка на введенной в клетку чужеродной ДНК)

и нанесена на частицы, которыми бомбардировали

клетки эпидермиса лука (покровная ткань). В результате

в клетках лука синтезировался гибридный белок, вклю-

чающий в себя белок медузы, обеспечивающий зеленую

флуоресценцию, и белок арабидопсиса RGA, который

благодаря специальной аминокислотной последова-

тельности вызвал поступление химерного белка в кле-

точные ядра. Введение в растительные клетки генов,

ответственных за синтез светящихся белков (от медузы

и светлячков), позволяет решать важную техническую

задачу – обнаружение и отбор растений, в которые ус-

пешно перенесены генно-инженерные конструкции;

проростки этих растений светятся в темноте и сами о

себе заявляют: “Мы несем генно-инженерные продук-

ты!” Благодаря белку медузы в обсуждавшихся выше

опытах ядра клеток лука светились зеленой флуорес-

ценцией. Это стало изящным доказательством того,

что RGA поступает в клетках в ядра и накапливается в

них, где он и должен выполнять свою функцию, кото-

рая, судя по другим аминокислотным последовательно-

стям белка, должна состоять в регуляции транскрипции.

В частности, во всех белках исследуемого семейства об-

наружена так называемая SH2-последовательность.

Она содержит очень консервативный (не меняющийся

в эволюции) остаток аргинина, который участвует у

других, нерастительных организмов в узнавании фос-

форилированного тирозина при контакте содержащего

SH2-участок белка с другим белком, у которого фосфо-

рилирован тирозин. Это позволяет утверждать, что фос-

форилирование тирозина какого-то пока еще неоткры-

того белка должно принимать участие в передаче

гиббереллинового сигнала в клетках растений. Это пер-

вое обнаружение SH2 домена (участка белка) в расти-

тельных белках. До сих пор он был обнаружен в составе

STAT (signal transducers and activators of transcription –

переносчики сигналов и активаторы траскрипции) у

других организмов, в частности у животных. Можно

предполагать, что Rht-D1a, D8, GAI и RGA являются

регуляторами транскрипции гиббереллинзависимых

генов и сигнал на эти регуляторы поступает от другого

белка, который предварительно был фосфорилирован

по тирозину. Такая сигнальная система может участво-

вать в регуляции роста растений гиббереллином, по-

добно тому как она участвует в регуляции роста живот-

ных цитокинами.

N-конец молекулы рассматриваемых белков более

вариабелен по аминокислотной последовательности.

Мутации, вызывающие карликовость растений и их

нечувствительность к гиббереллину, затрагивают имен-

но ту часть гена, которая кодирует N-конец молекулы

белка. Эти мутации различаются у изученных генов

карликовости, однако все они затрагивают участок в

17 аминокислот с N-конца белка, который у мутанта

арабидопсис

 

 gai

 

 отсутствует в белке, кодируемом му-

тированным геном. Специальные опыты показали,

что 17 аминокислотных остатков важны для ответа рас-

тения на гиббереллин и этот участок присутствует во

всех рассмотренных белках нормальных немутирован-

ных растений у арабидопсиса (GAI и RGA), пшеницы

(Rht-1) и кукурузы (d8). Эта последовательность при-

сутствует только у белков, имеющих отношение к отве-

ту растений на гиббереллин.

Генетические опыты убедительно доказывают, что

рассматриваемые нами белки GAI, RGA, D8 и Rht-D1a

должны быть в норме репрессорами индукции гиббе-

реллинзависимых генов (или индуцировать ген репрес-

сора гиббереллиновых программ). N-конец молекулы

должен принимать на себя гиббереллиновый сигнал, и в

результате белок-репрессор должен терять ингиби-

торную функцию и открывать дальнейший путь гиб-

береллиновому сигналу, то есть давать возможность

включиться генам активации роста стебля (см. рис. 3).

Мутации в гене, затрагивающие упомянутую выше

аминокислотную последовательность на N-конце бел-

ка, делают белок нечувствительным к гиббереллиново-

му сигналу. Гиббереллин теряет способность инактиви-

ровать белок-репрессор, который через регуляцию

транскрипции осуществляет подавление генетических

программ, необходимых для роста стебля в высоту. Рас-

тение становится карликовым и нечувствительным к

гиббереллину. Так на молекулярно-генетическом уров-

не была раскрыта сущность получения низкорослых,

гиббереллин-нечувствительных, устойчивых к полега-

нию и высокоурожайных сортов.

Сравнительный анализ разных мутантных аллелей

показывает, что они имеют разную степень карликовос-

ти и чувствительности к гиббереллину. Поэтому даль-

нейший анализ N-конца белков – продуктов генов кар-

ликовости открывает путь к пониманию модулирующей

функции белков GAI, RGA, Rht-B1a, Rht-D1a и d8 в

чувствительности растений к гиббереллину и проявле-

нии его регуляторной функции.
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ПРОВЕРКА ТЕОРИИ 
В ОСТРОМ ЭКСПЕРИМЕНТЕ

 

Чтобы проверить, работает ли изложенное выше теоре-

тическое объяснение на практике, Дж. Пенг, Д. Ричардс

и др. [5] решили выяснить, можно ли получить карли-

ковое растение путем прямого введения в его геном

гена карликовости. Для этого был выбран рис сорта

Basmati 370, который культивируют на севере и северо-

западе Индии. Этот сорт ценят за вкус и аромат зерна,

а также за хорошие качества при варке. Вместе с тем

растения этого сорта риса высокие, с тонким стеблем и

поэтому легко повреждаются ветром и дождями, что

приводит к большим потерям урожая. Селекционная

работа с этим сортом, направленная на повышение его

устойчивости, не была успешной, так как приводила к

потере ценных качеств. Для проверки возможности по-

лучения низкорослых, гиббереллин-нечувствительных

растений путем их трансформации г

 

é

 

ном карликовос-

ти в растения риса была введена генетическая конст-

рукция, экспрессирующая в растении белок gai, коди-

руемый геном 

 

gai

 

 арабидопсиса. Авторы убедились, что

проростки трансформированного риса обладали низ-

кой чувствительностью к гиббереллину и выросшие из

них растения отличались низкорослостью.

Эти опыты открывают дорогу к получению высоко-

урожайных, низкорослых, с пониженной чувствитель-

ностью к гиббереллину и устойчивых к полеганию сор-

тов любой зерновой культуры путем прямого введения

в геном растений гена карликовости без нарушений

других генетических свойств сорта.

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

 

В статье рассмотрены последние, опубликованные в

1998–1999 годах данные о генах, кодирующих белки,

участвующие в передаче гиббереллинового сигнала.

Как выяснилось, эти белки должны выступать в расте-

нии в роли репрессоров генов роста стебля. Гибберел-

линовый сигнал должен инактивировать белки, лишать

их репрессорной функции и благодаря этому включать

гены роста стебля. Мутации в генах рассматриваемых

белков-репрессоров делают эти белки нечувствитель-

ными к гиббереллину. Он теряет способность инактиви-

ровать репрессор и включать генетическую программу

роста стебля. В результате возникают низкорослые рас-

тения, нечувствительные к гиббереллину, устойчивые к

полеганию и обладающие высокой урожайностью. Ге-

ны, кодирующие белки, потерявшие полностью (или

частично) чувствительность к гиббереллиновому сиг-

налу и репрессирующие включение гиббереллином ге-

нетических программ роста стебля, получили название

генов карликовости. Им принадлежит важная роль в

создании низкорослых, высокоурожайных сортов зер-

новых культур, обеспечивших большое увеличение

урожая в 60–70-е годы, что получило название “зеле-

ной революции”. Как показали последние достиже-

ния, выделение генов карликовости и их введение в ге-

ном высокорослых растений в составе генетических

конструкций, обеспечивающих трансформацию расте-

ний, открывают путь получения низкорослых высоко-

урожайных и устойчивых к полеганию растений, минуя

многолетний труд селекционеров и избегая других су-

щественных изменений в генотипе, которые неизбежны

в ходе обычного селекционного процесса. Правда, нель-

зя забывать, что генетическая трансформация растений

выдвигает свои специфические задачи для исследовате-

лей, связанные с особенностями трансгенных растений.

Эта тема заслуживает специального обсуждения.
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