
Почему выживают нокауты. 
История одного растения (A. thaliana). 

http://www.instapics.ru/ 

Дикий тип 

vserisunki.ru 

Нокаут 



Прямая и обратная задачи поиска функции гена 



Решение обратной задачи генетики.  
Миссия невыполнима? 

Le Lay and Kurzchalia, 2005 



Ключевые в развитии гены – часто 
представители мультигенных семейств 
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Функциональная избыточность 

Сайты связывания TF паралогов 
(Mascher et al., 2007) 

Тканеспецифичная экспрессия PIN транспортеров в корне 

PIN1 PIN2 PIN3 PIN4 PIN7 



Двойные, тройные, тетра-, пента- … 
Vieten et al., 2005 



Как нокаутированному гену находится  дублер? 



Фитогормон ауксин 
– морфоген растений. 
 

indole-3-acetic acid 
(natural auxin) 

From Rybel et al., 2009 



Неравномерное распределение ауксина в ткани 

В зародыше 
В меристеме 

побега В листе В корне 

Концентрация, µM 

Рост 

Деление 

Стволовая клетка 

Покой 

Сосудистая система 



Почему так важен активный транспорт ауксина? 

цитозоль 

Ассиметрично 
локализованные на 
мембране 
транспортеры ауксина 

IAA- 

IAAH 

pH 7 

pH 5 

IAAH 

H+ 

IAAH 

IAA-  + H+ 

IAA-  + H+ 

Межклеточное 
пространство 

диффузия 

диффузия 

IAA- IAA- 

PGP 

AUX 

indole-3-acetic acid (IAAH) 

PIN PIN 

IAAH IAA-  + H+ 



Семейство транспортеров ауксина PIN 
PIN1 PIN2 PIN3 PIN4 PIN7 Auxin Паралоги PIN Арабидопсиса 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 



Экспериментальная проверка 

IAA treatment 

0.001 – 1 mM  
Fluorescent 

microscopy 
Surface  Plot  

in ImageJ 

PIN1::PIN1-GFP, PIN2::PIN2-GFP  

and  PIN7::PIN7-GFP lines were used 

50 mm 
The 

length, mm 

Intencity,cu 



Экспериментальная проверка: результаты 

Экзогенный 
ауксин, µM 

Гипотеза Результат 

1 

2 

0 0.1 0.01 0.001 

PIN2 PIN7 PIN1 

PIN3 

PIN4 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 



Что дозо-зависимая экспрессия значит для 
функциональной избыточности? 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 

Дикий тип 

прокамбий 

pin1 мутант 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN7 PIN3 

прокамбий прокамбий 



Регуляция полярности  

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 



ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 

2. Математическая модель 

Какая концентрация ауксина в клетке? 

Направление транспорта 

Набор PIN транспортеров 

Клеточный 
ансамбль 



Формирование стационарного решения 

Time 



Стационарное решение 

Формирование структуры меристемы может быть объяснено простыми 

морфогенетическими правилами регуляции ауксином экспрессии и 

полярности своих транспортеров 

PIN1 PIN2 PIN3 PIN4 PIN7 Auxin 



Modeling pin mutants 

Vieten A et al. 2005 

Дикий тип pin1 мутант  

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 

PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN7 PIN3 



Формирование распределения 
ауксина в «мутантах» 

pin1 norma 

Max(Aux) ~ 4 

Alfa=0.03 

Max(Aux) ~ 20 

Alfa=0.08 

pin2 

Max(Aux) ~ 20 

Alfa=0.08 

Max(Aux) ~ 20 

Alfa=0.09 

Pin3 (pin7) Pin4 

Max(Aux) ~ 5 

Alfa=0.035 



35S::PIN1 norma 

Max(Aux) ~ 5 

Alfa=0.04 

Max(Aux) ~ 20 

Alfa=0.08 

pin1 pin2 

Max(Aux) ~ 5 

Alfa=0.03 

Max(Aux) ~ 5 

Alfa=0.015 

pin1 pin4 pin3 pin7 

Max(Aux) ~ 15 

Alfa=0.1 

Формирование распределения 
ауксина в «двойных мутантах» 



Эволюция PIN белков с точки зрения 
чувствительности к ауксину 

Very low 

high 

Low&High 

Low&High 

Low 

Not responsive 

Not responsive 

Not responsive 

Чувствительность 
к ауксину 

Полярность 

базальная 

базальная неполярная 

базальная неполярная 

базальная неполярная 
апикальная 

Внутри клетки 

Внутри клетки 

Внутри клетки 

базальная 

PIN 

Mironova et al., 2010 



Эволюция PIN белков с точки зрения 
чувствительности к ауксину 

ауксин, 
µM 

PIN 

Предок сосудистых растений 

PIN 

Предок наземных растений 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 

Арабидопсис 

Prigge and Bezanilla, 2010 

Меристема побега Меристема корня 



Почему выживают pin мутанты? 

1. Для формирования максимума ауксина достаточно одного 
транспортера 

2. Между экспрессией PIN транспортеров и ауксином существует 
обратная связь: 

 

IAA- 

H+ 

IAAH 

PIN 

PIN IAA- 

H+ 

IAAH 

PIN 

PIN 

3.  Если один из транспортеров нокаутирован, концентрация 
ауксина в клетке увеличивается и вызывает экспрессию другого 
транспортера 



Если нокаут выжил? 

1. Ген не так важен 

2. Есть паралог-дублер, который экспрессируется там же 

3. Есть паралог-дублер, который экпрессируется эктопически 

 



Спасибо за внимание! 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN1 PIN7 PIN3 

Дикий тип 

прокамбий 

pin1 мутант 

ауксин, 
µM PIN2 PIN4 

PIN3 

PIN7 

PIN7 PIN3 

прокамбий 



PIN4 in pin7 PIN2 in pin3 PIN1 in pin2 PIN7 in pin3 

Study of PINs expression pattern in pin mutants 

Immunolabeling of PIN1, PIN2, PIN4 and PIN7 in different pin mutants has been 

done in University of Freiburg by Taras Pasternak  



Changes observed in 35S::PIN1 
PIN1 PIN2 PIN4 PIN7 

Everywhere,  

but polarly 

Enlarged doman 
Wider in 

columella, shorter 

in vasculature 

Domain starts 

closer to QC 



“wild type” 

“35S::PIN1” 


