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Исследовано влияние инсерции Т-ДНК в 3'-UTR область гена At3g58450 Arabidopsis thaliana, коди-
рующего универсальный стрессовый белок GRUSP (Germination-Related Universal Stress Protein).
Установлено, что данная мутация замедляет переход трансгенной линии grusp-115 к цветению на
длинном дне из-за сниженного содержания эндогенных биоактивных гиббереллинов ГК1 и ГК3 по
сравнению с растениями дикого типа Col-0. Экзогенные ГК ускоряли цветение растений обеих ли-
ний, однако не изменяли временную разницу наступления цветения между Col-0 и grusp-115. По-
мимо изменений в метаболизме ГК, у grusp-115, очевидно, имеются нарушения процессов реализа-
ции сигнала, индуцирующего цветение. Это подтверждается результатами экспрессии генов фло-
рального интегратора FLOWERING LOCUS T (FT) и флорального репрессора FLOWERING LOCUS C
(FLC), являющихся ключевыми регуляторами цветения и действующими разнонаправленно. Мы
предполагаем, что на формирование фенотипа grusp-115 также может влиять низкий уровень экс-
прессии FT, обусловленный повышенной экспрессией FLC.
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Переход к репродуктивной фазе является важ-
нейшим этапом в онтогенезе цветковых расте-
ний. У растения длинного дня (ДД) Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh ключевыми фитогормонами,
контролирующими индукцию цветения, являют-
ся гиббереллины (ГК) [1], которые строго необ-
ходимы и в условиях короткого дня (КД) [2]. На
ДД гиббереллины вовлекаются в индукцию цве-
тения опосредованно через регуляцию экспрес-
сии и функционирования основных флоральных
интеграторов фотопериодического пути цветения
FLOWERING LOCUS T (FT) и SOC1. Накопле-
ние ГК в листьях приводит к деградации тран-
скрипционных репрессоров группы DELLA и ин-

дуцирует транскрипцию гена FT [3, 4] за счет ак-
тивации транскрипционных факторов CO и SPL
[5]. В апикальной меристеме ГК-зависимая де-
градация DELLA-белков приводит к активации
экспрессии LEAFY и SOC1, что, в свою очередь,
обеспечивает переход к цветению [6].

Помимо гиббереллинов, важная роль в зацве-
тании принадлежит абсцизовой кислоте (АБК). В
зависимости от условий произрастания и физио-
логического состояния растения воздействие
АБК способно как ускорять, так и задерживать
переход от вегетативной стадии онтогенеза к ре-
продуктивной [7]. В основе задержки цветения
растений в условиях ДД лежит функционирова-
ние АБК-зависимых транскрипционных факто-
ров ABI4 и ABI5 [8, 9]. ABI4 ингибирует переход к
цветению, подавляя биосинтез ГК и стимулируя
экспрессию флорального репрессора FLOWERING
LOCUS C (FLC) [8–10]. Дополнительный вклад в
активацию FLC вносят DELLA-белки, обеспечи-
вая тем самым тесную взаимосвязь с ГК-зависи-
мыми ответами [11].
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Универсальный стрессовый белок GRUSP
(Germination-Related Universal Stress Protein), ко-
дируемый геном At3g58450 A. thaliana [12, 13], яв-
ляется потенциальным участником механизмов,
контролирующих баланс между АБК и ГК на раз-
ных стадиях развития растения. Экспрессия
At3g58450 значительно возрастает в проростках
Col-0, обработанных АБК, а нарушение его тран-
скрипции приводит к АБК–гиперчувствительно-
сти трансгенных семян grusp-115 [12].

Цель данного исследования заключается в
том, чтобы впервые изучить взаимосвязь поздне-
цветущего фенотипа трансгенной линии grusp-115,
характеризующейся пониженной экспрессией
гена At3g58450 из-за вставки Т-ДНК в его 3’-UTR
область, с содержанием эндогенных гибберелли-
нов и экспрессией генов, контролирующих пере-
ход растения к репродуктивному развитию.

В исследовании использовали растения дико-
го типа A. thaliana (L.) Heynh экотипа Columbia
(Col-0)  и  гомозиготной  трансгенной линии
GABI_kat 115C08 (grusp-115) [12]. Растения выра-
щивали в почве в климатической камере с 16-ча-
совым фотопериодом при интенсивности осве-
щения 100 мкE м–2 с–1 и температуре +21°С.

Развитие растений Col-0 и grusp-115 анализи-
ровали в соответствии со шкалой стадий роста,
которая используется для идентификации и ин-
терпретации фенотипических различий и опреде-
ления конкретных стадий роста у A. thaliana так,
как описано ранее [14]. Индикатором наступле-
ния генеративной стадии является появление го-
ловки соцветия в розетке растения. Время цвете-
ния выражено в количестве дней после стратифи-
кации или количестве розеточных листьев на
момент появления цветочной почки.

Содержание активных ГК определяли в 10 мг
лиофилизированных образцов, полученных из
розеточных листьев 4-недельных растений Col-0
и grusp-115 [15]. Из исследований, основанных на
использовании изотопов, известно, что обработ-
ка экзогенными ГК приводит к эффективному
поглощению ГК листьями и к их последующему
транспорту в апексы побегов в биологически ак-
тивной форме [16]. В связи с чем реакцию расте-
ний на экзогенные ГК изучали с использованием
100 мкМ водного раствора ГК4 + 7 (“Sigma”,
США). Для этого проростки, начиная с возраста
14 дней, дважды в неделю в течение 12 нед опрыс-
кивали раствором ГК в присутствии 0.02% (v/v)
Твин-20. Контрольные растения опрыскивали рас-
твором, содержавшим только 0.2% (v/v) Твин-20.

Уровни транскриптов генов FLC (At5g10140) и
FT (At1g65480) оценивали методом ПЦР в режиме
реального времени (qRT-PCR) так, как было опи-
сано ранее [13]. Для амплификации фрагментов
генов использовали пары праймеров: FLC 5'–
AAAGTAGCCGACAAGTCACC–3' и 5'-GGATGC-

GTCACAGAGAACAG–3'; FT 5'–GCCAGAA-
CTTCAACACTCGC–3' и 5′-AGCCACTCTCCCTC-
TGACAA–3'. Эксперименты проводили в 3-крат-
ной биологической повторности. Достоверность
различий проверяли при помощи критерия
Стьюдента (t-критерий).

Установлено, что задержка прорастания
трансгенных семян grusp-115 является результа-
том изменений в экспрессии генов метаболизма
ГК, в том числе генов биосинтеза, GA20ox1 и
GA3ox1 [13]. Снижение интенсивности экспрес-
сии генов биосинтеза ГК также может быть при-
чиной и более длительной стадии вегетативного
роста, наблюдаемой у grusp-115 (рис. 1а).

У Col-0 через 28–30 дней после стратифика-
ции сформировалась хорошо видимая головка
соцветия, в то время как у grusp-115 наблюдалась
задержка формирования соцветия до 35 дней. Бо-
лее того, удлинение стебля у Col-0 началось через
3–5 дней после появления цветочной почки, в то
время как у grusp-115 этого не происходило, и го-
ловка соцветия дольше сохранялась внутри
листьев розетки (рис. 1б; номер 2 – растения
35-дневного возраста). Полноразмерные побеги с
цветками и стручками сформировались у 45-днев-
ных растений Col-0, в то время как grusp-115 в
этом возрасте находился на стадии удлинения
побега и раскрытия первых цветочных почек
(рис. 1б, номер 3–45-дневные растения). Таким
образом, временная разница между Col-0 и
grusp-115 составила 10 дней с момента образова-
ния соцветия и удлинения побега. Впоследствии
grusp-115 сформировал полукарликовый побег со
стручками, измененными по длине и форме, с не-
большим количеством семян (рис. 1б). Полно-
ценные побеги с развитыми стручками развились
только через 50–55 дней.

На ДД как минимум два фактора могут играть
ключевую роль при переходе растения от вегета-
тивной стадии развития к генеративной: фотопе-
риодизм и гиббереллины [4]. При этом фотопе-
риодический путь играет основную роль в индук-
ции цветения, а ГК выполняют вспомогательную
функцию [4].

Наши результаты демонстрируют, что позднее
зацветание grusp-115, вероятно, связано со сни-
женным содержанием биологически активных
ГК1 и ГК3 (рис. 2) и может быть устранено обра-
боткой растений экзогенными ГК (рис. 3). Важ-
ным параметром роста и развития A. thaliana яв-
ляется количество розеточных листьев [2, 14]. В
условиях ДД Col-0 формирует 10–14 розеточных
листьев, после чего апикальная меристема побега
перестраивается в меристему соцветия [14]. В на-
шем исследовании растения Col-0 сформировали
в среднем по 11 розеточных листьев за период ве-
гетативного роста, в то время как grusp-115 пере-
ходили к цветению только при наличии 14 ли-
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стьев (рис. 3а). Обработка растений экзогенными
ГК ускоряла переход к репродуктивной стадии
Col-0, который наблюдался при наличии у расте-
ний не 11, а лишь 9 листьев. Растения grusp-115 ре-
агировали на обработку ГК сходным образом
(рис. 3б). Они зацветали так же, как Col-0, после
формирования 9 розеточных листьев (рис. 3а).
Таким образом, отставание в переходе к цветению,

выраженное в количестве розеточных листьев,
полностью устранялось у grusp-115 при обработке
экзогенными гиббереллинами. ГК-зависимое вос-
становление позднецветущего фенотипа grusp-115
до фенотипа Col-0 подтверждает идею о том, что
трансгенная линия испытывает дефицит эндо-
генных ГК (рис. 2). В то же время обработка ГК
grusp-115 не устраняла более поздний (на 10 дней)

Рис.1. Характеристика растений Col-0 и grusp-115 в условиях роста на длинном дне: а – диаграмма развития растений
согласно Бойес (Boyes) [14]. Цифрами обозначена группа растений, чей возраст соответствует (1) – 23, (2) – 34 и (3) –
42 дням роста после стратификации, и у которых были собраны образцы розеточных листьев для анализа содержания
транскриптов генов FT и FLC методом qRT-PCR; б – внешний вид (1) – 23, (2) – 34 и (3) – 42- дневных растений.

Сol-0

Сol-0

Сol-0 Сol-0

grusp-115

grusp-115

grusp-115grusp-115

10 20

1 2 3

1 2 3

30

(a)

(б)

40
Возраст растений, дни

Раскрытие первых
цветочных почек

Вегетативная
розетка Стебель

500

Рис. 2. Содержание биоактивных гиббереллинов ГК1 и ГК3 в тканях 4-недельных вегетативных розеток растений Col-
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переход к цветению трансгенной линии по срав-
нению с Col-0 (рис. 3а).

Для поиска других возможных причин вре-
менного отставания перехода к цветению линии
grusp-115 от Col-0 был проанализирован уровень

экспрессии ключевых флоральных генов FT и
FLC в розетках двух сравниваемых линий на раз-
ных стадиях развития растений (рис. 4). Для этого
использовали розеточные листья растений 23-,
34- и 42-дневного возраста, обозначенные под

Рис. 3. Реакция растений Col-0 и grusp-115 на обработку 100 мкМ раствором экзогенных гиббереллинов ГК4+7: а – вре-
мя цветения растений, выраженное в количестве дней после стратификации и количестве розеточных листьев на мо-
мент появления цветочной почки в розетке; б – фенотип растений до и после обработки ГК через 42 дня роста. Звез-
дочками обозначены статистически достоверные различия между Col-0 и grusp-115 согласно критерию Стьюдента
(** – p < 0.05).
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номерами 1, 2, и 3 соответственно. Ген FT экс-
прессировался на низком уровне в листьях любо-
го возраста (рис. 4), но с максимальной интенсив-
ностью в возрасте 42 дней (3), что соответствует
цветущему растению со сформированными со-
цветиями (рис. 1б). Растения grusp-115 демон-
стрировали сниженный уровень экспрессии гена
FT как на стадии вегетативного роста в возрасте
23 дней (1), так и на стадии перехода к цветению в
возрасте 42 дней (рис. 4; (3)).

Репрессор цветения FLC, подавляющий экс-
прессию ряда флоральных генов, в том числе и
FT, тормозит переход к генеративной стадии раз-
вития [6]. На рис. 4 видно, что уровень экспрес-
сии гена FLC выше у grusp-115 на всех изученных
стадиях роста (1–3; рис. 1а), чем у Col-0. Эта раз-
ница максимальна в возрасте 34 дней (2), когда
растения Col-0 уже находятся на стадии форми-
рования побегов соцветия, а grusp-115 все еще на-
ходятся в вегетативном состоянии. Более того,
уровень транскриптов FLC повышен у grusp-115
даже после появления бутонов (3), что объясняет
у него пониженную экспрессию гена FT.

Таким образом, мы впервые показали, что в ос-
нове более позднего перехода к цветению Т-ДНК
инсерционной трансгенной линии grusp-115
A. thaliana по сравнению с диким типом является
низкое содержание биологически активных эн-
догенных ГК1 и ГК3, а также слабая экспрессия
гена FT из-за повышенного накопления флораль-
ного репрессора FLC. Мы предполагаем, что бе-
лок GRUSP является новым регуляторным ком-
понентом в сигнальных путях, обеспечивающих
переход к цветению.
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GRUSP, AN UNIVERSAL STRESS PROTEIN, IS INVOLVED 
IN GIBBERELLIN-DEPENDENT INDUCTION OF FLOWERING 

IN Arabidopsis thaliana
D. S. Gorshkovaa,b, I. A. Getmana, L. I. Sergeevaa,c,

Corresponding Member of RAS Vl. V. Kuznetsova,b, and E. S. Pojidaevaa,#

a К.А. Timiryazev Institute of Plant Physiology RAS, Moscow, Russian Federation
b Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, Russian Federation

c Wageningen University & Research, Wageningen, The Netherlands
#e-mail: alenapoj@mail.ru

The effect of T-DNA insertion in the 3'-UTR region of Arabidopsis thaliana At3g58450 gene encoding the
Germination-Related Universal Stress Protein (GRUSP) was studied. It was found that under a long-day
condition this mutation delays transition to f lowering of grusp-115 transgenic line that due to a reduced con-
tent of endogenous bioactive gibberellins GA1 and GA3 in comparison to the wild-type plants (Col-0). Ex-
ogenous GA accelerated f lowering of both lines but did not change the time of difference in the onset of f low-
ering between Col-0 and grusp-115. In addition to changes in GA metabolism, grusp-115 evidently has dis-
turbances in realization of the signal that induces f lowering. This is confirmed by the results of gene
expression of the f loral integrator FLOWERING LOCUS T (FT) and the f loral repressor FLOWERING
LOCUS C (FLC), which are key flowering regulators and acting opposite. We hypothesize that the formation of
grusp-115 phenotype can also be affected by a low expression level of FT due to up-regulated FLC expression.

Keywords: f lowering, phytohormones, universal stress protein, At3g58450, GRUSP
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