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ГЕН ЯБЛОНИ MD13G1109800 ОТНОСИТСЯ К ТРАНСКРИПЦИОННЫМ ФАКТОРАМ 
СЕМЕЙСТВА TRIHELIX И ЭКСПРЕССИРУЕТСЯ В ОТВЕТ  

НА ВОЗДЕЙСТВИЕ АБИОТИЧЕСКИХ СТРЕССОВЫХ ФАКТОРОВ

Аннотация. В ответе растения на различные виды абиотического стресса важную роль играет семейство транс-
крипционных факторов Trihelix. В представленной работе методами биоиформатики в геноме яблони сорта Golden 
Delicious in silico был идентифицирован ген MD13G1109800, принадлежащий к этому семейству. Анализ хромосом-
ной локализации показал, что он расположен на 13-й хромосоме и имеет четыре интрона. Кодируемый им гипотети-
ческий белок имеет длину 365 аминокислотных остатков, молекулярную массу 42097,23 Да, изоэлектрическую точку 
pI = 6,21. Оценка его внутриклеточной локализации показала, что он находится в ядре. Анализ промоторной области 
гена MD13G1109800 указывает на то, что кодируемый им белок является участником множества сигнальных путей, 
запускаемых как внешними, так и внутренними факторами. Уровень экспрессии гена MD13G1109800 у подвоя яблони 
ММ-106 возрастает при воздействии засухи, низкой и высокой температуры, засоления.
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APPLE GENE MD13G1109800 IS A MEMBER OF TRIHELIX FAMILY TRANSCRIPTION FACTORS  
AND EXPRESSED IN RESPONSE TO ABIOTIC STRESS

Annotation. The Trihelix family of transcription factors plays an important role in the plant’s response to various abiotic 
stress types. In this work in apple Golden Delicious genome we identified apple gene MD13G1109800 as a member of Triheilx 
family in silico. Analysis of chromosomal localization showed that it is located on chromosome 13 and has four introns. The 
hypothetical protein encoded by it has a length of 365 amino acid residues, a molecular weight of 42097.23 Da, an isoelectric 
point pI = 6.21 and located in the nucleus. Analysis of the promoter region of the MD13G1109800 gene indicates that its 
product is a member of many signaling pathways triggered by both external and internal factors. The expression level of the 
MD13G1109800 gene increases under drought, low and high temperatures, as well as salinity in the MM-106 apple rootstock.
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Введение. Молекулярные механизмы устойчивости растений к абиотическим стрессовым 
факторам являются одной из наиболее актуальных проблем современной генетики культурных 
растений, что объясняется ее большой экономической важностью. Различные стрессовые факто-
ры, такие как засуха, засоление, низкие и высокие температуры, оказывают отрицательное влия-
ние на рост и развитие растений, в том числе и культурных, в результате чего может снижаться 
их продуктивность и ограничиваться география возделывания сортов, не приспособленных  
к воздействию экстремальных факторов среды, но в то же время ценных по другим признакам. 
Изучение механизмов формирования устойчивости к неблагоприятным факторам может способ-
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ствовать созданию новых сортов, пригодных для возделывания в странах с холодным климатом, 
к которым относится и Беларусь.

Поскольку растения неподвижны, единственный способ выжить в непостоянных и не всегда 
оптимальных условиях окружающей среды заключается в их быстрой и эффективной адаптации 
к изменяющимся условиям. В ответ на разнообразные стрессовые абиотические факторы окру-
жающей среды (засуха, высокие и низкие температуры, засоление) запускается экспрессия мно-
жества генов, продукты которых защищают растение. Некоторые из них индуцируются исклю-
чительно при воздействии определенных условий, например только при засухе или только при 
низких температурах, в то время как другие экспрессируются при воздействии различных эко-
логических факторов [1–3]. В ответе растения на различные виды абиотического стресса важ-
ную роль играет семейство транскрипционных факторов Trihelix. Изучение паттернов экспрес-
сии генов, кодирующих белки с доменом Trihelix, показало, что они участвуют во множестве 
процессов, происходящих в течение жизни растения. У риса экспрессия транскрипционных фак-
торов семейства Trihelix происходит в четырех тканях на шести стадиях развития, однако пат-
терны их экспрессии различаются. Количественная ОТ-ПЦР показала, что на уровень их экс-
прессии влияет абиотический стресс (засуха, засоление), а также сигнальные молекулы, такие 
как абсцизовая кислота и пероксид водорода [4]. У арабидопсиса гены, относящиеся к подсемей-
ству GT1, могут участвовать в ответе на засоление и атаку патогенов [5]. У проростков сои транс-
крипционные факторы GmGT-2A и GmGT-2B, относящиеся к семейству Trihelix, индуцируются 
абсцизовой кислотой, засухой, высоким уровнем солей и холодом [6]. 

В последние годы семейство транскрипционных факторов Trihelix активно исследуется. 
Систематические работы проведены на таких растениях, как арабидопсис, томат, хризантема и рис. 
Так, у арабидопсиса обнаружено 30 членов этого семейства, которые относились к нескольким 
подсемействам (GT-1, GT-2, GTγ, SH4 и SIP1) [7]. У томата выявлено 96 относящихся к семейству 
Trihelix белков, которые классифицированы в 6 подсемейств (GT-1, GT-2, SH4, SIP1, GTγ и GTδ) 
[8]. Последнее семейство не обнаружено у арабидопсиса. В геноме риса обнаружен 41 ген, коди-
рующий транскрипционные факторы семейства Trihelix, которые представлены членами 5 под-
семейств (SIP1, GTγ, GT, SH4 и GTδ) [4]. 

Яблоня является наиболее значимой плодовой культурой для Беларуси. Ее урожайность за-
висит от множества факторов среды, включая освещенность, температурный и водный режимы, 
состав почвы и многие другие. Идентификация и изучение генов, влияющих на реакцию расте-
ний на стрессовые воздействия, позволят улучшить понимание молекулярных механизмов их 
роста и развития. 

Цель работы ‒ идентификация одного из генов, кодирующих транскрипционные факторы 
семейства Trihelix, в геноме яблони домашней сорта Golden Delicious, анализ структурной орга-
низации кодируемого им гипотетического белка, оценка его промоторной области и изучение 
его экспрессии в ответ на воздействие четырех стрессовых факторов ‒ пониженной (4 °C) и по-
вышенной (40 °C) температуры, засоления (NaCl, 200 mM), засухи. 

Материалы и методы исследования. Для идентификации гена MD13G1109800 использова-
ли НММ-основанный поиск. Белковая модель домена Myb/SANT-LIKE (PF13837), характерного 
для транскрипционных факторов семейства Trihelix, была загружена из базы данных PFAM [9]  
и использована для поиска совпадений среди гипотетических белковых последовательностей 
яблони с помощью hmmer3 (http://hmmer.org/). Нуклеотидные и гипотетические белковые после-
довательности генов яблони (Malus × domestica, сорт Golden Delicious) получены из базы данных 
Genome Database for Rosaceae (https://www.rosaceae.org/), последовательности хромосом – из ба-
зы данных NCBI GenBank. Обнаруженные потенциальные совпадения протестированы путем 
сканирования с помощью SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/). Последовательности, содер-
жащие домен Myb/SANT-LIKE, рассматривались как кандидаты на роль транскрипционных 
факторов, относящихся к семейству Trihelix. Одним из них был ген MD13G1109800. 

Mолекулярная масса, изоэлектрическая точка и внутриклеточная локализация гипотетиче-
ского белка яблони рассчитаны с помощью сервиса https://www.expasy.org/. Для изучения регуля-
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торных элементов гена проведен анализ последовательности ДНК длиной 2000 п. н. выше перво-
го кодона. Выявление цис-регуляторных элементов проводили с помощью PlantPAN 2.0 (http://
plantpan2.itps.ncku.edu.tw/). 

В исследовании были использованы двухлетние клоновые подвои яблони сорта MM-106. 
Считается, что подвои MM-106 обладают средней морозоустойчивостью и низкой устойчиво-
стью к засухе. Подвои выращивали в условиях длинного светового дня 16 ч/8 ч (день/ночь) при 
температуре 22 °C. Для изучения экспрессии гена MD13G1109800 растения были поделены на  
5 групп, одна из которых (контрольная) оставалась в описанных выше условиях, вторую группу 
подвергли действию пониженной температуры (4 °C), третью – воздействию NaCl в концентра-
ции 200 mM, четвертую – воздействию повышенной температуры (40 °C), пятую – воздействию 
засухи путем извлечения растений из земли и помещения сухих корней на фильтровальную бу-
магу. В каждой группе было по три дерева. Отбор листьев осуществляли на 0, 2, 4, 24-м часу 
воздействия всех вышеперечисленных факторов. В этих же точках проводили отбор материала у 
контрольных растений. Нулевая точка отбора была непосредственно после воздействия стрессо-
вого фактора. Отобранные листья незамедлительно замораживали в жидком азоте. 

Выделение РНК из замороженных листьев проводили с использованием CTAB (цетил-триме-
тил-аммоний-бромид) метода [10]. Качество выделенной РНК определяли с помощью электрофо
реза в агарозном геле. Концентрацию полученной РНК измеряли с помощью прибора NanoDrop 
(ND-8000 Spectrophotometer, Thermo scientific). Очистку РНК от ДНК осуществляли реактивом 
DNase I, RNase-free (Thermo Scientific, EU) в соответствии с протоколом. Синтез минус-цепи 
кДНК был проведен с помощью RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Scientific, EU) в соответствии с протоколом производителя. 

К гену MD13G1109800, идентифицированному в этом исследовании, нами были сконструиро-
ваны праймеры для постановки qRT-PCR (прямой – GGTGCAATATACCGCGGTG, обратный – 
CCTTGCACAGTGGCCTC). При оценке эффективности представленной пары праймеров по ре-
акции qRT-PCR на матрице кДНК сорта MM-106 было установлено, что она входит в диапазон 
допустимых значений ‒ 90‒110 % [11]. По приведенной выше реакции была оценена специфич-
ность приведенной пары праймеров, график кривой плавления показал наличие одного острого 
пика, что гарантирует амплификацию уникального фрагмента кДНК. Реакцию амплификации 
проводили с помощью прибора CFX96 Real Time System (Bio-Rad, СШA). Конечный объем реак-
ционной смеси составил 20 мкл, в состав которой входит 4 мкл qPCRmix-HS SYBR (Евроген),  
1 мкл (5 pmol/мкл) праймеров F и R, 2 мкл кДНК, 12 мкл стерильной деионизированной воды. 
Программа амплификации: предварительная денатурация при 95 °C (5 мин), затем 38 циклов 
при 95 °C (20 с), 58 °C (20 с) и 72 °C (20 с). На каждом цикле происходило считывание флуорес-
ценции красителя SYBR-green. В качестве внутреннего контроля был выбран фактор элонгации 
Ef-1a [12]. В качестве отрицательного контроля вместо кДНК использовали равное количество 
деионизированной воды. Для анализа экспрессии гена, кодирующего MD13G1109800, в ответ на 
действие абиотических стрессовых факторов было использовано по три биологических повтора 
на каждое условие. Подсчет относительного уровня экспрессии исследуемых генов осуществля-
ли по методу 2^(−ΔΔCT), где ∆∆CT = (CTD – CT B) – (CT C– CT A), где A, В – референсные гены 
контрольных и подвергнутых действию стресса растений; C, D – исследованные гены контроль-
ных и подвергнутых действию стресса растений соответственно [13]. 

Результаты и их обсуждение. Ген MD13G1109800 идентифицирован как имеющий характер-
ный домен для транскрипционных факторов семейства Trihelix с помощью ПО hmmer3 и HMM-
профиля, загруженного из базы данных PFAM. Подтверждение его принадлежности к семейству 

Рис. 1. Расположение характерного консервативного домена Trihelix в последовательности гипотетического белка, 
кодируемого геном MD13G1109800 

Fig. 1. Location of the conserved Trihelix domain in a hypothetical protein sequence encoded by the MD13G1109800 gene
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Trihelix выполнено с помощью SMART. Расположение характерного консервативного домена 
Trihelix в последовательности гипотетического белка, кодируемого геном MD13G1109800, пред-
ставлено на рис. 1. 

Анализ хромосомной локализации показал, что он расположен на 13-й хромосоме и имеет 
четыре интрона (рис. 2). Кодируемый им гипотетический белок имеет длину 365 аминокислотных 
остатков, молекулярную массу 42097,23 Да, изоэлектрическую точку pI = 6,21. Оценка его вну-
триклеточной локализации показала, что он находится в ядре. 

Анализ промоторной области гена MD13G1109800 показал, что кодируемый им белок является 
участником множества сигнальных путей, запускаемых как внешними, так и внутренними фак-
торами. По всей видимости, одним из наиболее значимых регуляторов экспрессии MD13G1109800 
является свет. Об этом свидетельствуют обнаруженные в его промоторной области элементы 
3-AF1 binding site, AE-box, ATC-motif, G-box, GTGGC-motif, GT-1, Sp1, TCC-motif, TCCC-motif. 

Продукт гена MD13G1109800 может являться участником сигнальных каскадов, запускаемых 
растительными гормонами: гибберилином (на это указывает обнаруженный в его промоторной 
области TACT-box), абсцизовой кислотой (о чем свидетельствует наличие элементов ABRE, ABRE3a, 
ABRE4), ауксином (TGA). Кроме того, регуляторная область гена MD13G1109800 содержит W-box 
(последовательность ДНК, с которой происходит связывание транскрипционных факторов се-
мейства WRKY). Они широко представлены в растительных геномах и выполняют множество 
функций, включая формирование устойчивости к болезням, стрессам, процессам онтогенеза  
и прочим, включая гормональную регуляцию. Так, геном яблони кодирует 127 его представите-
лей, участие некоторых из них было установлено при воздействии переувлажнения и засухи на 
растения [14]. 

В анализируемой области обнаружены также сайты связывания транскрипционных факто-
ров семейства MYB. Они принимают участие в регуляции ответов на биотический и абиотиче-
ский стресс, включая эпигенетический контроль, гормональные сигнальные пути, регуляцию 
дифференциации и формы клеток, биосинтез фенилпропаноидов, а также регуляторные элементы, 
предназначенные для связывания транскрипционных факторов из семейства MYC. Последние 
являются частью системы гормональной регуляции жасмоновой и салициловой кислотами, уча-
ствуют в координации процессов роста и развития растения, в ответе на различные виды стрес-
совых воздействий и других биологических процессов, например созревании плодов, что было 
показано для фактора транскрипции MdMYC2, который активируется жасмонатом и в свою оче-
редь является регулятором ERF (ethylene response factor), принимая участие в процессе биосин-
теза этилена [15]. 

Таким образом, обнаруженные в промоторной области гена MD13G1109800 регуляторные 
элементы указывают на то, что его продукт принимает участие в регуляции молекулярного от-
вета на различные воздействия внешней среды, а также на внутренние факторы, обусловленные, 
например, стадией развития растения. Можно предположить, что экспрессия гена MD13G1109800 
у яблони происходит в нормальных условиях, но ее уровень может меняться в зависимости  
от типа ткани, стадии жизненного цикла растения, а также воздействия различных факторов 
внешней среды, в том числе неблагоприятных. Чтобы проверить это предположение, нами 
проведена оценка профилей экспрессии этого гена у растений яблони, подвергаемым воздейст
вию различных стрессовых факторов (засухи, высокой и низкой температуры, засоления). 

Рис. 2. Экзон-интронная структура гена MD13G1109800, кодирующего белок из семейства Trihelix. Цифрами отмечена 
локализация гена на хромосоме

Fig. 2. Exon-intron structure of the MD13G1109800 gene encoding a protein from the Trihelix family. The numbers indicate 
the localization of the gene on the chromosome
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Для оценки изменения уровня экспрессии гена яблони MD13G1109800, принадлежащего к се-
мейству Trihelix, в условиях действия стресса, вызванного пониженной температурой (4 °C), за-
солением, повышенной температурой (40 °C) и засухой, проведена количественная ПЦР в режиме 
реального времени. Для постановки этой реакции были использованы праймеры, приведенные  
в разделе Материалы и методы. Результат проведенной реакции отображен на рис. 3 в виде гра-
фика. Согласно полученным результатам, максимальный уровень экспрессии гена MD13G1109800 
при воздействии всех стрессовых факторов, за исключением повышенной температуры, наблю-
дается на 2-м часу их воздействия, при повышенной температуре ‒ на 24-м часу воздействия. 
Как видно из графика, воздействие повышенной температуры вызывает повышенный уровень 
экспрессии гена MD13G1109800 относительно других условий стрессового воздействия. Так, 
максимум экспрессии MD13G1109800 на 2-м часу воздействия повышенной температуры соста-
вил 4,64, а на 24-м часу ‒ 4,97. В условиях действия трех стрессовых факторов ‒ пониженной 
температуры, засоления и засухи ‒ у исследуемого гена можно отметить наличие тенденции  
к увеличению уровня его экспрессии с максимумом на 2-м часу воздействия факторов и после-
дующим его снижением к 24-му часу, причем на 4-м и 24-м часу уровень его экспрессии ниже 
относительно 0-го часа воздействия (за 0-й час принято время отбора материала после помещения 
растений в экспериментальные условия). Распределение уровня экспрессии MD13G1109800 по 
часам в ответ на воздействие повышенной температуры имеет совершенно другую тенденцию: 
повышенный уровень экспрессии можно отметить как на 2-м, так и на 24-м часу воздействия, 
однако в отличие от воздействия других приведенных выше стрессовых факторов максималь-
ный уровень экспрессии приходится на 24-й час.

Полученные данные соотносятся с результатами исследований экспрессии генов семейства 
Trixelix на других объектах (арабидопсис, томат, рис). Так, показано, что большинство из них 
экспрессируется в нормальных условиях, но при воздействии стресса уровень их экспрессии мо-
жет значительно изменяться [4, 7, 8]. Например, у риса все 12 генов, экспрессирующихся в ли-
стьях, так или иначе отреагировали на стрессовые воздействия либо на обработку стрессовыми 
сигнальными молекулами, но уровни их экспрессии отличались [4]. Анализ экспрессии генов, 
кодирующих транскрипционные факторы семейства Trixelix у Phyllostachys edulis, одного из ви-
дов бамбука, показал, что большинство генов высоко экспрессируется в условиях засухи, однако 
при низких температурах и воздействии солевого стресса их экспрессия снижается [16]. 

Рис. 3. Профиль экспрессии гена MD13G1109800, кодирующего Trihelix, в условиях действия на подвои яблони сорта 
MM 106 пониженной температуры (4 °C), засоления (NaCl, 200 mM), повышенной температуры (40 °C),  

засухи на протяжении 0, 2, 4, 24 ч. Данные нормализованы относительно гена домашнего хозяйства яблони Ef1-α. 
Вертикальные полосы отображают стандартную ошибку среднего. Уровень значимости ‒ a = 0,05

Fig. 3. Profile of the MD13G1109800 gene encoding Trihelix under conditions of low temperature (4 °C), salinity  
(NaCl, 200 mM), elevated temperature (40 °C), drought on apple stocks of MM 106 variety for 0, 2, 4, 24 h.  

Data were normalized for the apple housekeeping gene Ef1-α. The vertical bars represent the standard error of the mean. 
Significance level is a = 0.05
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Заключение. Методами биоинформатики ген яблони MD13G1109800 идентифицирован как 
один из транскрипционных факторов семейства Trihelix. Анализ хромосомной локализации по-
казал, что он расположен на 13-й хромосоме и имеет четыре интрона. Кодируемый им гипотети-
ческий белок имеет длину 365 аминокислотных остатков, молекулярную массу 42097,23 Да, изо-
электрическую точку pI = 6,21. Оценка его внутриклеточной локализации показала, что он нахо
дится в ядре. Анализ промоторной области гена MD13G1109800 указывает на то, что кодируемый 
им белок является участником множества сигнальных путей, запускаемых как внешними, так  
и внутренними факторами. Уровень экспрессии гена MD13G1109800 у подвоя яблони ММ-106 
возрастает при воздействии засухи, низкой и высокой температуры, а также засоления.
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