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Аннотация

Теломеры – это высококонсервативные нуклеопротеиновые структуры, которые 
участвуют в защитных процессах эукариотических организмов. Различные биотиче-
ские и абиотические факторы могут влиять на изменение длины теломер, в том числе 
и стрессоры окружающей среды. Растения из-за прикрепленного образа жизни чаще 
всего подвергаются различным экологическим стрессам. В литературе практически от-
сутствуют данные о влиянии абиотических факторов на изменение длины теломер рас-
тений. Поэтому в работе оценено влияние теплового стресса на длину теломер растений 
Arabidopsis thaliana. Измерение длины теломер растений на отдельных хромосомных 
плечах показало, что гипертермия при 42 °С влияет на длину теломер некоторых хромо-
сомных плеч растений дикого типа A. thaliana, а также на некоторые длинные теломеры 
нокаут-мутанта по гену OLI5/RPL5A. Показано, что при воздействии высокой темпера-
туры на растения происходит укорачивание длины теломер, причем чем длиннее тело-
меры, тем больше влияние стресса на изменение их длины. Это позволяет предполагать, 
что сложная регуляция длины теломер может быть связана с воздействием стрессоров 
окружающей среды.
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Введение

Теломеры представляют собой эволюционно консервативные нуклеопроте-
иновые комплексы на физических концах линейных хромосом эукариот и за-
щищают ДНК от ошибочных процессов репарации и рекомбинации, помогают 
организовывать хромосомы и регулировать экспрессию генов [1]. Теломерная 
ДНК состоит из множества копий коротких G-богатых повторов: TTAGGG у 
позвоночных и TTTAGGG у большинства растений. Надлежащее исполнение 
функций зависит от динамического равновесия специализированных белковых 
структур, собранных вокруг теломерных повторов ДНК (шелтерины) [2]. Важно 
отметить, что специфичная для теломер структура хроматина зависит от коли-
чества единиц тандемных повторов, так что длина теломерной ДНК является 
решающим фактором, определяющим поддержание и функцию генома [3].

Длина теломер регулируется балансом между удлинением и эрозией тело-
мерной ДНК. Элонгация обычно опосредуется активацией работы специальной 
обратной транскриптазы, называемой теломеразой, или реже за счет процессов 
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гомологичной рекомбинации. Между тем эрозия теломер вызывается реплика-
цией концов ДНК, нуклеазами и рекомбиназами.

В соматических клетках некоторых позвоночных экспрессия теломеразы по-
давляется в конце эмбриогенеза, что приводит к прогрессирующему укорочению 
длины теломер [4]. Для других организмов характерна экспрессия теломеразы 
на протяжении всей жизни [5], а длина теломер не снижается с возрастом [6].  
У многих беспозвоночных и водных позвоночных постоянная активность 
теломеразы в соматических тканях может быть связана с их высоким  
регенеративным потенциалом.

Регуляция длины теломер – это сложный процесс. Ряд исследований показы-
вает, что различные виды стрессовых условий, например, повышенная темпера-
тура, приводят к укорочению длины теломер животных [7, 8]. В целом регуляция 
поддержания длины теломер определяется комбинацией генетических, биотиче-
ских и абиотических факторов, которые влияют на процессы, ответственные за 
удлинение и укорочение теломер.

Допустимый диапазон длины теломер для каждого вида – строго генетиче-
ски детерминированный признак. Интересно, что естественная длина теломер 
сильно различается между видами и внутри них, включая растения [9]. Изучение 
значений этих вариаций находится на стадии интенсивного исследования, в том 
числе оценка влияния на особенности жизненного цикла, а также адаптацию, 
позволяющую справляться с физиологическими и экологическими ограниче-
ниями [10–15]. Причинно-следственная связь между короткой длиной теломер, 
здоровьем и долголетием показана на генетических моделях растений, дрожжей, 
нематод, рыб-киллифишей, рыбок данио и мышей [16–21].

Экология теломер, исследование динамики длины теломер в экологическом 
контексте, является новой областью, которая стремится выявить эволюцию в 
длине теломер как части приспособленности к окружающей среде. Некоторые 
ранние работы, выполненные на птицах, показали, что выживаемость птиц 
Tachycineta bicolor выше у особей с более длинными теломерами по сравнению 
с особями с более короткими теломерами [22]. У Sterna hirundo длина теломер 
служит биомаркером репродуктивного успеха [23], а у Acrocephalus arundinaceus 
заражение малярийной инфекцией коррелирует с постепенной деградацией дли-
ны теломер, сокращением продолжительности жизни и снижением репродуктив-
ного успеха [24]. Кроме того, в 2021 г. опубликована статья, в которой выявлена 
обратная зависимость между естественной изначально установленной длиной 
теломер у генотипов риса, кукурузы и A. thaliana и временем цветения, рассма-
триваемого в качестве ключевого аспекта стратегии жизненного цикла [25]. Не-
смотря на эти наблюдения, практически отсутствуют данные о взаимодействии 
между поддержанием длины теломер и приспособленностью организма к изме-
нениям окружающей среды.

Ввиду своего прикрепленного образа жизни растения наиболее часто под-
вергаются различным экологическим стрессам. Абиотические стрессоры, на-
пример, нарушения водного режима, засоленность почв, аноксия, экстремально 
низкие и высокие температуры, оказывают значительное влияние как на рост 
и метаболизм растений, так и на биотический стресс, провоцируемый живыми 
организмами, в том числе бактериями [26].
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Согласно данным, абиотический стресс приводит к изменению окисли-
тельно-восстановительного статуса клеток, что, в свою очередь, по данным 
экспериментов, проведенных на животных, способствует уменьшению дли-
ны теломер [27]. В литературе практически отсутствуют данные о влиянии 
абиотических факторов на изменение длины теломер растений. Известно, 
что такие факторы, как засуха и фосфорное голодание, не изменяют длину 
теломер растений дикого типа [28]. Однако, согласно результатам исследо-
вания [29], температурный стресс способствует изменению экспрессии ге-
нов растений, связанных с теломеразной активностью, что может приводить  
и к уменьшению длины теломер.

В ходе предыдущих исследований установлено, что мутация в гене  
OLI5/RPL5A приводит к уменьшению длины теломер в A. thaliana [30]. Этот 
ген кодирует рибосомный белок L5A, который связывается с 5S рРНК и уча-
ствует в его экспорте из ядра в цитоплазму [31]. Кроме того, он играет важную 
роль в пролиферации клеток органов растений и регуляции их размеров [32]. 
В настоящей работе проведена оценка влияния теплового шока на растения  
Arabidopsis thaliana дикого типа и мутанта по рибосомному гену OLI5/RPL5A,  
в частности влияния гипертермии на длину теломер растений A. thaliana дикого 
типа с длинными теломерами и мутантных растений с короткими теломерами.

1. Материалы и методы
1.1. Объект исследования, условия роста и культивирования, ПЦР-ге-

нотипирование. Семена A. thaliana мутантов по гену OLI5/RPL5A, обозначен-
ные как oli5-2 [32], и экотип Columbia дикого типа (Col-0; CS6673) получены из 
сток-центра коллекции семян ABRC. Семена вернализовали в течение несколь-
ких дней при температуре 4 °C и стерилизовали в 50%-ном растворе гипохло-
рита натрия с добавлением 0.5% Triton Х-100, затем высевали на среду Мура-
сиге-Скуга (МС), содержащую 50% среды Murashige and Skoog Basal Medium 
(Sigma-Aldrich, США), 0.5% агара и 1% сахарозы. Растения выращивали в кли-
матической камере Sanyo (Япония) при 22 °C с фотопериодом 16 ч света и 8 ч 
темноты. Генотипирование проводили с использованием ДНК листьев, как это 
было описано ранее в работе [33]. Праймеры, используемые для генотипирова-
ния и других анализов, представлены в табл. 1.

1.2. Обработка растений тепловым шоком. Растения подвергали гипер-
термии в термостате Biosan (Латвия) при 37 °С и 42 °С в течение 1 ч на пя-
тый день роста в стерильных условиях на среде МС. Затем чашку возвращали в 
стандартные условия роста при 22 °C 16/8 ч света/темноты для восстановления.  
Материал для выделения ДНК и измерения длины теломер отбирали на 3-ий,  
18-ый ч роста после обработки теплом и на 7-ой день.

1.3. Анализ длины теломер с помощью амплификации теломерных по-
второв ПЦР-методом (PETRA). Наличие уникальных субтеломерных после-
довательностей у Arabidopsis позволило измерить длину теломер на отдельных 
хромосомных плечах. Метод основан на полимеразной цепной реакции, называ-
емой амплификацией повторов теломер с удлинением праймера (PETRA), кото-
рый требует наличия G-выступа, и позволяет точно определить длину теломер 
на нескольких концах хромосом из одного растения [34]. Геномную ДНК из от-
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дельных растений выделяли стандартным методом с использованием цетилтри-
метиламмония бромида [35]. PETRA-анализ включал два этапа: 1) добавление 
специфической нуклеотидной последовательности PETRA T, комплементарной 
3’концу теломер (PETRA T реакция); 2) амплификация теломерной последова-
тельности с использованием олигонуклеотида к субтеломерной области ДНК 
хромосомы (PETRA A реакция).

Табл. 1

Список олигонуклеотидов для генотипирования

Название 
исследуемого 

мутанта

Название 
олигонук-
леотида

Последовательность олигонуклеотида

oli5-2
25520-LP TGATCTAGTTCATCTTGTAGCAATG
25520-RP AGTCACACAATGAATCAGGCC

SALK T-DNA LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Праймеры для 
анализа PETRA

PETRA T CTCTAGACTGTGAGACTTGGACTACCCTAAACCCT
PETRA A CTCTAGACTGTGAGACTTGGACTAC

Специфичные 
праймеры к 

субтеломерным 
хромосомным 

плечам 
Arabidopsis

3L CATAATTCTCACAGCAGCACCGTAGA

4R TGGGTGATTGTCATGCTACATGGTA

5L AGGTAGAGTGAACCTAACACTTGGA

PETRA T реакция. Реакционная смесь объемом 20 мкл состояла из  
2000 нг ДНК, 10 мМ дезоксирибонуклеотида трифосфата, 10 мM PETRA-T оли-
гонуклеотида, ExTaq полимеразы (Takara, Япония). Программа амплификации:  
(65 °С – 5 мин, 55 °С – 1 мин, 72 °С – 10 мин) 1 цикл, 4 °С – ∞. 

PETRA A реакция. Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала 1 мкл 
продукта реакции PETRA T, 10 мМ дезоксирибонуклеотида трифосфата, 10 мМ 
олигонуклеотида PETRA А, 10 мМ олигонуклеотида к определенному плечу хро-
мосомы, полимеразу Dream Taq (ThermoFisher, США).

Для ПЦР-амплификации использовали праймеры к хромосомным плечам 
4R, 3L, 5L. Выбор определенных хромосомных плеч обоснован разнородно-
стью в средней длине теломер на этих плечах [34]. Программа амплифика-
ции: 96 °С – 4 мин, (94 °С – 30 с, 60 °С – 30 с, 72 °С – 3.5 мин) 16 циклов,  
72 °С – 7 мин, 4 °С – ∞.

Далее проводили анализ амплифицированной теломерной ДНК методом Са-
узерн-блоттинга, как это было описано ранее в работе [36]. Электрофорез по-
лученных ПЦР-продуктов проводили в 1%-ном агарозном геле, которые пере-
носили на нейлоновую мембрану (Amersham ™Hybond® GE Healthcare, США) и 
гибридизовали с зондом, меченным на 5’-конце дигоксигенином: 5’-Digoxigenin-
[TTTAGGG]4-3’. Теломерные сигналы сканировали с использованием молеку-
лярного трансилюминатора Chemidocs XRS+ (Bio-Rad, США) с программным 
обеспечением Image Lab™ (Bio-Rad, США). Данные анализировали с помощью 
программного обеспечения Quantity One v.4.6.5 (Bio-Rad, США).
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2. Результаты

2.1. Оценка изменения длины теломер растений при гипертермии 37 °С. 
По данным литературы, температура выше 30 °С негативно влияет на физиоло-
гию растений A. thaliana. Растения не погибают, однако высокая температура 
оказывает на них существенный стресс [37]. Для исследования влияния теплово-
го стресса на длину теломер пятидневные проростки растений подвергли гипер-
термии в течение 1 ч при 37 °С. Семена мутантов oli5-2, заказанные в сток-цен-
тре семян, изначально содержали аллель Т-ДНК в гомозиготном состоянии.  
С помощью генотипирования подтверждена гомозиготная аллель во всех иссле-
дуемых мутантных растениях. Измерение длины теломер отдельных хромосом-
ных плеч дикого типа и гомозиготных мутантов по Т-ДНК вставке рибосомного 
гена OLI5/RPL5A с помощью анализа PETRA проведено через 7 дней после воз-
врата на 22 °С для восстановления от теплового шока.

В результате проведенного анализа установлено, что на хромосомных пле-
чах 3L (рис. 1, а), 5L (рис. 1, б) и 4R (рис. 1, в) длина теломер дикого типа через 
неделю после гипертермии при 37 °С не изменяется. Подобные результаты на-
блюдаются у растений oli5-2, имеющих меньшую длину теломер, чем у дикого 
типа [30]. Длина теломер на тех же самых хромосомных плечах у мутантов по 
гену OLI5/RPL5A (рис. 1) через 7 дней после восстановления от гипертермии при 
37 °С и без воздействия теплового стресса находится на одном уровне.

Рис. 1. Саузерн-блот длины теломер растений дикого типа (WT) и гомозиготных мутан-
тов по гену OLI5/RPL5A в отсутствие теплового шока и после гипертермии в течение 1 ч  
при 37 °С. Анализ проводили через 7 дней после гипертермии (WT 37 °С, oli5-2 37 °С).  
Длина теломер левого плеча третьей хромосомы (3L) (а), левого плеча пятой  
хромосомы (5L) (б) и правого плеча четвертой хромосомы (4R) (в)
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2.2. Оценка изменения длины теломер растений при гипертермии 42 °С.  
Аналогичные исследования проведены при более высокой температуре окру-
жающей среды, так как, по данным Lee с соавторами [29], эффект изменения 
длины теломер наблюдается у мутантов по гену TEN1 через 3 и 18 ч после 
гипертермии при 42 °С в течение 1 ч. Такое тепловое воздействие рассмо-
трено на пятидневных проростках растений A.thaliana дикого типа (экотипа 
Columbia) и мутанта по гену OLI5/RPL5A. Измерение длины теломер хромо-
сомных плеч 5L и 4R через 3 и 18 ч после возврата растений в нормальные ус-
ловия роста показывает, что длина теломер на левом плече хромосомы 5 (5L) 
у дикого типа опускается ниже, чем у растения, которое росло при принятых 
как контрольные условиях (22 °С) (рис. 2, а). У мутанта по гену OLI5/RPL5A 
длина теломер через 18 ч после восстановления не меняется по сравнению с 
мутантом oli5-2, на который не воздействовали тепловым шоком (рис. 2, а). 
Вероятно, это связано с тем, что изначально у мутанта oli5-2 [30] были корот-
кие теломеры и длина на левом плече хромосомы 5 не могла опуститься ниже 
порогового значения. 

Длина теломер на правом плече хромосомы 4 (4R) у дикого типа через 3 ч 
после восстановления немного уменьшается, но не остается на определенном 
уровне. Через 18 ч после восстановления длина теломер стабилизируется и 
становится ниже, чем длина теломер дикого типа растений, не подвергшихся 
влиянию теплового шока (рис. 2, б). У мутантов по гену OLI5/RPL5A на правом 
плече 4-ой хромосомы (4R) также наблюдается некоторое уменьшение длины 
теломер при воздействии теплового шока по сравнению с мутантами, которые 
росли при обычных условиях. Причем через 3 ч происходит едва заметное из-
менение длины теломер, тогда как через 18 ч наблюдается неоднородное рас-
пределение теломер по размерам, половина из которых была ниже длины кон-
трольного мутанта (рис. 2, б). 

Рис. 2. Саузерн-блот длины теломер растений дикого типа (WT) и гомозиготных мутан-
тов по гену OLI5/RPL5A в отсутствие теплового шока и после гипертермии в течение 
1 ч при 42 °С. Анализ проводили через 3 и 18 ч после гипертермии (WT 42, oli5-2 42).  
Длина теломер левого плеча пятой хромосомы (5L) (а) и правого плеча четвертой  
хромосомы (4R) (б)
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3. Обсуждение результатов
Теломеры представляют собой довольно динамичную область генома, кото-

рая в каждом клеточном цикле колеблется от закрытой конформации до полно-
стью открытой, доступной для репликации [38]. В отличие от исследований на 
животных [39, 40], у различных экотипов Arabidopsis с короткой и средней дли-
ной теломер обнаружено мало доказательств пластичности длины теломер в от-
вет на условия окружающей среды. Исключением является мутант ku70 с длин-
ными теломерами, демонстрирующий некоторые доказательства укорочения 
теломер в ответ на сухую среду при температуре 22 °C [28]. Белок Ku 70/80 уча-
ствует как в восстановлении повреждений ДНК, так и в защите теломер [41, 42].  
Аномально длинные теломеры у мутантов Arabidopsis ku70 по своей природе 
нестабильны и склонны к усечению посредством механизма, подобного быстрой 
делеции теломер [28, 43]. Резкое укорочение теломер у Arabidopsis также заре-
гистрировано у мутанта по гену DDM1, кодирующему фактор ремоделирования 
нуклеосом, и у мутанта по гену TEN1, кодирующему белок теломерного ком-
плекса CST, защищающего концы хромосомы в ответ на воздействие факторов 
окружающей среды и геномные стрессоры [29, 44].

В настоящем исследовании установлено, что воздействие на растения вы-
сокой температурой, равной 37 °С, не приводит к изменению длины теломер 
растений как дикого типа, так и мутантных по гену OLI5/RPL5A. Этот ген ко-
дирует высококонсервативный рибосомный белок L5 [31], участвует в про-
лиферации клеток и в детерминации формы листьев растений [32], а также 
является компонентом теломерного пути растений A. thaliana [30]. При повы-
шении температуры до 42 °С растения испытывают больший стресс, что за-
метно сказывается на длине теломер исследуемых линий. Так, длина теломер 
дикого типа на различных хромосомных плечах заметно уменьшается. Это,  
вероятно, связано с тем, что дикий тип обладает довольно длинными теломе-
рами – от 2.5 до 5 тыс. п.о. [45] и при воздействии сильного стресса на такие 
нестабильные структуры, как теломеры, происходит их резекция. Для мутан-
тов oli5-2 изначально характерна короткая длина теломер (1.8 тыс. п.о.), и при 
воздействии на них высокой температуры никаких видимых изменений на ле-
вом плече 5 хромосомы (5L) не наблюдается. Вероятно, это связано с тем, что 
отсутствие экспрессии гена OLI5/RPL5A негативно сказывается на физиологии 
растения [32], в том числе и на длине теломер [30], поэтому при гипертермии 
не наблюдается дополнительный фенотип изменения длины теломер. Тем не 
менее при исследовании длины теломер правого плеча хромосомы 4 (4R), кото-
рое изначально обладает более короткими теломерами по сравнению с 5L [34], 
обнаружен фенотип изменения их длины у дикого типа (экотип Columbia) и у 
мутанта по гену OLI5/RPL5A, но только через 18 ч после обработки тепловым 
шоком. Изначально растения дикого типа обладают более длинными теломера-
ми на левом плече пятой хромосомы (5L) по сравнению с другими хромосом-
ными плечами [34]. Можно предположить, что быстрое укорочение длины те-
ломер дикого типа (через 3 ч) связано именно с длинными теломерами. Однако 
уменьшение длины теломер у мутантов по гену OLI5/RPL5A только на хромо-
соме 4R, вероятно, связано с характерной особенностью мутанта, в частности 
с тем, что длина теломер 4R плеча без воздействия гипертермии больше, чем 
5L плеча. Более длинные теломеры на 4R плече также обнаружены у некоторых 
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других теломерных мутантов (например, tert) [34]. Это позволяет считать, что 
тепловой шок при 42 °С оказывает влияние на длину теломер растений и спо-
собствует быстрому удалению длинных теломер (уже через 3 ч).

Таким образом, укорочение относительно длинных теломер осуществляется 
намного легче, чем коротких, так как поддержание гомеостаза длины теломер – 
это энергозатратный процесс [9]. Поскольку геномы растений чувствительны к 
воздействию окружающей среды, а различные абиотические стрессоры, включая 
радиацию [46], тяжелые металлы [47] и повышенную температуру [48], и биоти-
ческие стрессы в виде атаки патогенов [49] увеличивают частоту гомологичной 
рекомбинации, то можно предполагать, что воздействие высокой температуры 
оказывает влияние и на теломеры как важнейшие структуры генома эукариот, 
которые участвуют в защите хромосом.

Заключение

Полученные на растениях Arabidopsis thaliana данные показывают, что вли-
яние высокой температуры оказывает значительный эффект на стабильность ге-
нома, в частности на длину теломер. Установлено, что гипертермия при 42 °С 
приводит к резкому уменьшению длины теломер дикого типа и правого плеча 
четвертой хромосомы (4R) мутанта по рибосомному гену OLI5/RPL5A. Для бо-
лее коротких теломер, вероятно, существуют механизмы, не позволяющие те-
ломерам укорачиваться ниже определенного для этого организма критического 
порогового значения. Так как поддержание необходимой длины теломер – фун-
даментальный и эволюционно-консервативный клеточный процесс, напрямую 
влияющий на пролиферацию клеток и стабильность генома, проведенные иссле-
дования подтверждают влияние высокой температуры на этот процесс.
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Abstract

Telomeres are highly conserved nucleoprotein structures involved in the defense mechanisms of eu-
karyotic organisms. Their length depends on a variety of biotic and abiotic factors, such as environmental 
stressors. Being stationary, plants are particularly susceptible to environmental stresses. This article ex-
plores the effects of heat stress on telomere length in Arabidopsis thaliana. Telomere length was measured 
for individual chromosome arms. It was shown that hyperthermia at 42 °C altered telomere length in some 
chromosome arms of the wild-type A. thaliana plants, as well as in the long telomeres of the knockout 
mutants for the gene OLI5/RPL5A. The high temperatures caused the telomeres to become shorter, with 
the longer telomeres showing a stronger response to the stress. This suggests that the complex regulation 
of telomere length may be associated with exposure to environmental stressors.
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Figure Captions

Fig. 1. Southern blot of telomere length in the wild-type (WT) plants and homozygous mutants for the gene 
OLI5/RPL5A without heat stress and after hyperthermia for 1 h at 37 °C. The analysis was performed  
7 days after the heat exposure (WT 37 °C, oli5-2 37 °C). Telomere length for the left arm of chromo-
some 3 (3L) (a), the left arm of chromosome 5 (5L) (b), and the right arm of chromosome 4 (4R) (c).
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Fig. 2. Southern blot of telomere length in the wild-type (WT) plants and homozygous mutants for the 
gene OLI5/RPL5A without heat stress and after hyperthermia for 1 h at 42 °C. The analysis was 
performed 3 and 18 h after the heat exposure (WT 42 °C, oli5-2 42 °C). Telomere length for the left 
arm of chromosome 5 (5L) (a) and the right arm of chromosome 4 (4R) (b).
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