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Изучали роль криптохрома 1 (CRY1) и фитохромов в фотоморфогенетических реакциях растений 
на средневолновом участке спектра ФАР. Проведен сравнительный анализ действия зеленого света 
(ЗС) на рост, активность и содержание фитогормонов (ГК, А Б К и ИУК) при деэтиоляции пророст-
ков двух линий Arabidopsis thaliana (L.) Heynh экотипа Landsberg erecta (дикий тип Lev и мутант hy4). 
а также Phaseolus vulgaris L. Отмечена наибольшая ответная ростовая реакция гипокотилей у про-
ростков Lег на действие З С с длиной волны 515 нм. а семядолей - с длиной волны 542 нм по сравне-
нию с проростками мутанта Иу4, у которого нарушен синтез CRY1. Последействие дальнего красно-
го света (730 нм) аннулировало э ф ф е к т действия З С (553 нм) на комплекс фитогормонов первично-
го листа фасоли. Совокупность полученных данных позволяет предполагать существование у 
растений нескольких фоторегуляторных систем, работающих на З С при более высоких энергиях 
излучения с длиной волны 515 нм и низких - при 542-553 нм. Обсуждается работа других рецепто-
ров ЗС, функционирующих наряду с CRY 1 и фитохромами. 

Arabidopsis thaliana - Phaseolus vulgaris - зеленый счет - криптохром 1 - фитохромы - ГК -АБК -
ИУК 

ВВЕДЕНИЕ 

Поглощение света растением происходит бла-
годаря фоторецепторам, среди которых выделя-
ют регуляторные пигменты. Они контролируют 
все фазы развития растений путем адаптации фи-
зиологических процессов в растении в соответст-
вии с изменением условий освещения, выполняя 
решающую роль при переходе растений от ското-
морфогенеза (греч. skotos - темнота) к фотомор-
фогенезу [1,2]. Показана спектральная специали-
зация регуляторных фоторецепторов: красный 
(КС) и дальний красный свет (ДКС) поглощают 
фитохромы (PHYA - PHYE), синий свет (СС) -
фототропины (РНОТ1 - РНОТ2), синий и УФ-А -
криптохромы (CRY1 - CRY5) и красный и синий 
свет - суперхром (PHY3) [3. 4]. Однако до сих пор 
не найдены регуляторные пигменты зеленого 
света (ЗС). 

Сокращении: Е - облученность: ЗС - зеленый свет; ДКС -
дальний красный свет; КС - красный свет: СС - синий свет; 
ими. - импульс: CRY 1 - криптохром 1. 
Адрес для корреспонденции: Головацкая Ирина Феокгис-
товна. 6.34050 Томск, мр. Ленина, 36. Томский государствен-
ный университет, биолого-почвенный факультет, кафедра 
физиологии растений и биотехнологии. Электронная почта: 
lapgol@mail.tomsknet.ru 

Оценивая степень изменений физиологичес-
ких процессов по отношению к количеству пиг-
мента в биологической системе, ряд авторов 
предположили существование механизма усиле-
ния светового сигнала [5-9]. В числе внутрикле-
точных транедукторов светового сигнала, погло-
щенного криптохромом и фитохромом, называ-
ют G-белки. цГМФ. фосфолипазу D, Са2+, Са2+-
связывающие белки (кальмодулин и др.) и кина-
зы; на тканевом уровне функционируют гормо-
ны. Показано, что у проростков мутанта Arabi-
dopsis hy4 с нарушенным синтезом CRY1 изменя-
ется уровень фитогормонов как на СС, так и на 
З С [10, 11]. Предполагают, что фитохромный 
контроль роста злаков на КС осуществляется че-
рез изменение уровня ГК [12]. Появляются дока-
зательства того, что каскады передачи сигналов, 
индуцированных цитокининами и брассиностеро-
идами [ 13-15] модулируют передачу сигналов фи-
тохрома на генном и цитоплазматическом уров-
нях. Показано также, что свет воздействует на пе-
редачу гормональных сигналов, регулируя 
экспрессию/активность ключевых элементов, 
участвующих в биосинтезе гормонов [16]. 

Зависимые от фитохрома изменения активно-
сти ГК показаны в основном на КС, тогда как 
спектр действия фитохрома распространяется на 
всю область ФАР [ 17]. Возникает необходимость 
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изучения участия фитохромной системы в регу-
ляции гормонального баланса листа при освеще-
нии растений ЗС. 

В связи с этим целью работы было изучение 
роли криптохрома 1 и фитохромов в регуляции 
ростовых реакций и изменении уровня фитогор-
монов растений на средневолновом участке спек-
тра ФАР. 

М Е Т О Д И К А 

Стерилизованные в 3%-ной H : O i в 80%-ном 
этаноле семена Arabidopsis высевали в чашки Пе-
три на стерильную жидкую питательную МС-сре-
ду. Для синхронизации прорастания семена вы-
держивали в течение 3 суток при 6°С, затем 3 ч 
освещали (люминесцентные лампы ЛД-40, интен-
сивность света - 33 Вт/м2) и помещали в темноту. 

3.5-дневные этиолированные проростки Arabi-
clopsis thaliana (L.) Heynh экотипа Landsberg erecta 
исходной линии her и мутанта h\4, дефектного по 
криптохрому 1 (CRY1), подвергали воздействию 
узкополосного импульсного (имп.) лазерного из-
лучения зеленой области спектра (длина волны 
515, 532 и 542 нм, энергия имп. 2.0, 2.0 и 5.5 мДж, 
соответственно, длительность имп. 10 не. частота 
1 Гц). Это излучение при помощи оптической си-
стемы. состоящей из короткофокусной линзы и 
поворотного зеркала, равномерно распределя-
лось на площади 25 см2 и падало на чашку Петри 
с облучаемыми растениями. Чашка Петри распо-
лагалась на вращающемся столике, что увеличи-
вало однородность облучения. Растения освеща-
ли 30 и 300 имп. ЗС. Облученность (Е) растений с 
учетом отражения крышки чашки Петри (13%) 
была равна 0.7, 0.7 и 1.9 Вт/м2 соответственно при 
Х = 515, 532 и 542 нм. 

После деэтиоляции на З С проростки выдер-
живали в течение 3.5 суток в темноте и затем 
фиксировали. Длину гипокотилей у 100 7-днев-
ных проростков Arabidopsis каждого варианта из-
меряли под лупой БМ-51-2 (увеличение 8.75х), а 
площадь семядолей - под микроскопом МикМед-
1 ВАР.1 с помощью винтового окулярного мик-
рометра MOB-1-15 (увеличение 150х) ("ЛОМО", 
Россия). 

Содержание и активность фитогормонов оп-
ределяли в первичном листе 10-дневных этиоли-
рованных проростков фасоли Phaseolus vulgaris L. 
сорта Белозерная, выращенных на водопровод-
ной воде. Для деэтиоляции проростков использо-
вали свет, выделенный с помощью интерферен-
ционных светофильтров (максимумы при 436,553 
и 670 нм, полуширина пропускания 7-14 нм) от 
кинопроекционной лампы накаливания мощнос-
тью 400 Вт. Свет был выровнен по поглощенным 
квантам, и его интенсивность составила соответ-
ственно 2.1. 3.3 и 2.8 Вт/м2 синего (СС), зеленого 

(ЗС) и красного света (КС). Дальнюю красную 
(ДКС) радиацию убирали 0.2%-ным раствором 
CuS04 . После 1 мин действия селективного света 
растения выдерживали 15 мин в темноте или на 
ДКС (максимум при 730 нм с полушириной пропу-
скания 7 нм) интенсивностью 1.29 Вт/м2 (для сня-
тия фитохромного эффекта). 

В первичном листе фасоли определяли актив-
ность ГК и содержание ИУК и А Б К . Листья рас-
тений фиксировали жидким азотом. Выделение 
фракции свободных ГК проводили по методу, 
включающему экстракцию 70%-ным этанолом, 
упаривание экстракта до водного остатка и экс-
трагирование последнего при рН 2.7-3.0 этило-
вым эфиром уксусной кислоты [18]. Для опреде-
ления уровня связанных форм ГК водный остаток 
подвергали щелочному гидролизу, и выделенные 
в результате этой процедуры свободные формы 
ГК повторно экстрагировали этиловым эфиром 
уксусной кислоты при рН 2.7-3.0. Разделение фи-
тогормонов проводили с помощью ТСХ на плас-
тинках Silufol UV-254 ("Kavalier", Чехия) в системе 
растворителей: хлороформ : этилацетат : уксусная 
кислота (70 : 30 : 5, по объему) [19]. Для идентифи-
кации веществ на хроматограмме использовали 
метчики ГК,, ГК,, ГК4 ("Serva", Германия) и ГКЧ 
(любезно предоставлен к.б.н. А.В. Холодарем, Ин-
ститут цитологии и генетики СО РАН). В силу от-
сутствия хорошего разделения на хроматограмме 
ГК, и ГК3, а также ГК4 и ГК7, анализировали об-
щую активность ГК, + , и ГК4 + 7. Биологическую 
активность кислых ГК определяли по степени 
стимуляции активности амилазы в алейроновом 
слое ячменя (Hordeum sativum L.) сорта Гималай-
ский [20]. 

Выделение свободных форм ИУК и А Б К про-
водили по методу, включающему экстракцию 
70%-ным этанолом, упаривание экстракта до вод-
ного остатка и экстрагирование последнего при 
рН 2.7-3.0 диэтиловым эфиром [21]. Для опреде-
ления содержания связанных форм И У К и А Б К 
водный остаток подвергали щелочному гидроли-
зу, и полученные свободные формы гормонов по-
вторно экстрагировали диэтиловым эфиром при 
рН 2.7-3.0. Разделение фитогормонов проводили 
с помощью ТСХ на пластинках Silufol UV-254 в 
системе растворителей этилацетат : хлороформ : 
: уксусная кислота (100 : 100 : 1. по объему). Для 
идентификации веществ на хроматограмме ис-
пользовали стандартные образцы ИУК ("Serva") 
и А Б К ("Sigma", США). 

Количественное определение фитогормонов 
проводили с помощью твердофазного иммуно-
ферментного метода [22], используя монокло-
нальные антитела к свободным формам И У К и 
А Б К и антивидовые антитела, меченные перок-
сидазой ("Фармхиминвест", Россия). 
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Рис. 1. Влияние расфокусированного импульсного лазерного излучения зеленой области ФАР на рост гипокотилей и 
семядолей 7-дневных проростков исходной линии Lег и мутанта hy4 Arabidopsis. 
I - 30 имп., 2 - 300 имп. Стандартная ошибка средних значений не превышала 2%. 

На графиках приведены средние арифметиче-
ские из двух независимых экспериментов, каж-
дый из которых был проведен в 3, 30 и 100 биоло-
гических повторностях, соответственно, для оп-
ределения содержания ИУК и А Б К (п = 2 х 3), 
биологической активности ГК листа фасоли (п = 
= 2 х 30) и ростовых параметров проростков Ara-
bidopsis (п = 2 х 100) и их стандартные ошибки. 

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы И О Б С У Ж Д Е Н И Е 

Изучение роста деэтиолированных пророст-
ков Arabidopsis показало (рис. 1), что эффект 
кратковременного действия З С состоял в умень-
шении длины гипокотилей, разворачивании семя-
долей и увеличении их площади по сравнению с 
ростом в темноте. Действие З С на рост гипокоти-
лей дикого типа Lег зависело от длины волны, 
уровня облученности (Е) и продолжительности 
облучения (рис. 1а). Отмечена большая эффек-
тивность действия З С с длиной волны 515 нм 
(30 имп., Е - 0.7 Вт/м2) по сравнению с 542 нм 
(30 имп., Е = 1.9 Вт/м2), так как для одинаковой 
величины ингибирования роста осевого органа 
(на 13 и 11% соответственно по сравнению с тем-
нотой) требовался меньший уровень облученнос-
ти. С увеличением продолжительности облуче-
ния (300 имп., Е = 0.7 Вт/м2) ростовой ответ на 
действие З С с длиной волны 515 нм повышался на 
10% по сравнению с облучением 30 имп. Эффек-
тивность действия ЗС с длиной волны 532 нм 
(300 имп., Е = 0.7 Вт/м2) была равна эффективно-
сти действия 542 нм (30 имп., Е = 1.9 Вт/м2). 

На рис. 16 показано, что при отсутствии фото-
рецептора CRY1 у мутанта Иу4 эффективность 
З С (длина волны 515 и 542 нм, 30 и 300 имп.) в ре-
гулировании роста гипокотилей снижалась в 2 раза 
по сравнению с Lег (рис. 1а). 

Отмечена одинаковая ростовая реакция семя-
долей Ler на действие З С с разными длинами волн 
(515 и 532 нм, 30 имп., Е - 0.7 Вт/м2): увеличение 
площади на 14 и 16%, соответственно, по сравне-
нию с темнотой (рис. 1в). Эффективность дейст-
вия З С (515 нм) возрастала еще на 11% при десяти-
кратном увеличении продолжительности облуче-
ния. Влияние З С с длиной волны 542 нм (30 имп., 
Е = 1.9 Вт/м2) сильнее всего увеличивало растя-
жение семядолей (на 27% по сравнению с темно-
той). С повышением продолжительности облуче-
ния эффект З С этой длины волны снижался. 

У мутанта Иу4 уменьшалась эффективность дей-
ствия З С (515 нм при 300 имп. и 542 нм при 30 имп.) 
на рост семядолей по сравнению с диким типом 
(рис. 1г). 

Сравнительный анализ ростовых реакций ги-
покотилей и семядолей Ler показал одинаковый 
по величине ответ на действие З С с длиной волны 
515 нм (30 и 300 имп.), тогда как при освещении 
З С с длиной волны 532 нм (30 и 300 имп.) и 542 нм 
(30 имп.) ростовой ответ семядолей был сильнее, 
чем ростовой ответ гипокотилей. Это показыва-
ет, что больший вклад в регуляцию роста семядо-
лей осуществляют фоторецепторы, поглощаю-
щие более длинноволновый участок зеленой об-
ласти спектра ФАР. 

Нарушение работы фоторецептора CRY1 при-
вело к уменьшению в 2 раза ростового ответа се-
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Рис. 2. Влияние селективного света на активность свободных (!) и связанных (2) форм ГК в первичном листе 10-днев-
ных проростков фасоли. 
а - КС и ДКС, б - ЗС и ДКС. в - СС и ДКС. Т - темнота. Цифрами при буквах на оси X обозначена продолжительность 
освещения (мин). 

мядолей мутанта Иу4 по сравнению с реакцией гипо-
котилей на действие продолжительного (300 имп.) 
облучения З С с длиной волны 515 нм. Однако при 
отсутствии CRY 1 ростовая реакция семядолей по 
сравнению с реакцией гипокотилей на действие 
ЗС с длиной волны 532 и 542 нм (30 и 300 имп.) 
была все же больше. 

Отмеченные различия ростовых реакций ги-
покотилей и семядолей Lег и Иу4 на действие З С 
позволяют предполагать или существование от-
личного от CRY1 фоторецептора ЗС, или разный 
уровень активности фоторецепторов в разных 
частях проростка, а т акже сложное взаимодейст-
вие между разными фоторецепторами, поглоща-
ющими ЗС. 

Для Arabidopsis показано функционирование 
двух криптохромов, CRY1 и CRY2 [23], которые 
благодаря хромофорам, метенилтетрагидрофо-

лату и ФАД в флавосемихиноновой форме [24], 
поглощают УФ-А, СС и определяют некоторую 
чувствительность проростков к ЗС. Для CRY1 и 
CRY2 отмечены перекрывание их функций и раз-
ная фотостабильность их белков [25]. Так, CRY2 
быстро разрушается при освещении УФ-А. СС и 
ЗС. Накопление CRY2 при действии низкой ин-
тенсивности света, позволяет предполагать его в 
качестве основного фоторецептора в условиях 
лимитированного освещения. 

Изучение формирования гормонального ком-
плекса первичного листа фасоли показало изме-
нения активности ГК при деэтиоляции на свету 
разного спектрального состава (рис. 2). Деэтио-
ляция проростков на КС (670 нм) в течение 1 мин 
увеличила активность свободных и связанных форм 
ГК, + , , связанных форм ГК4 + 7 и ГКЧ (рис. 2а), воз-
можно. за счет их синтеза de novo. Действие 
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листе 10-дневных проростков фасоли. 
Обозначения, как на рис. 2. 

СС (436 нм) повысило активность свободных 
ГК, + з, вероятно, вследствие высвобождения из 
связанных форм (рис. 2в). Кратковременная экс-
позиция на З С (553 нм) существенно снизила ак-
тивность свободных форм ГК, + з за счет активно-
го связывания гормонов, но повысила уровень 
свободной ф о р м ы ГКЧ (рис. 26). Учитывая, что 
биологический э ф ф е к т ГКЧ обусловлен его мета-
болизмом до активных гиббереллинов. ГК4 и ГК, 
[26], можно предположить замедление преобра-
зования ГК на ЗС . Наблюдаемый эффект дейст-
вия селективного света на ГК первичного листа 
фасоли, проявляющийся в увеличении активнос-
ти свободных форм ГК, + з на К С и ГК9 на ЗС, был 
отмечен нами ранее для листа овса сорта Таеж-
ный [27]. 

В результате исследования фитохромных эф-
фектов на СС и З С отметили, что ДКС "отменял" 
действие З С на активность ГК1 + ,, ГК4 + 7 и ГКЧ 
(рис. 26). Эти данные подтверждают предположе-
ние о существовании на З С фотоконверсии фито-
хрома из неактивной (Фк) в активную (Фдк) форму 
[17. 28]. Д К С обращал также эффект действия 

СС на ГК, + з (рис. 2в), что согласуется с данными 
других авторов, показавших участие фитохрома 
наряду с фоторецептором СС в становлении гиб-
береллинового статуса растений [29]. 

На рис. 3 показана зависимость содержания 
А Б К и И У К от действия селективного света. 
Снижение свободных форм А Б К после действия 
света разного спектрального состава обращалось 
действием ДКС (рис. За). Однако, если действие 
КС полностью снималось ДКС, то действие З С -
только наполовину, что дает основание предпо-
лагать существование другого фоторецептора 
ЗС. Содержание свободной А Б К на Д К С после 
СС превышало темновой контроль в два раза. На-
блюдаемое обращение э ф ф е к т о в СС, З С и КС 
дальним красным светом говорит об участии фи-
тохрома в регуляции содержания ингибитора рос-
та. Наши данные согласуются с данными по фи-
тохромной регуляции уровня А Б К на К С у Lenma 
gibba [30]. Различия в содержании А Б К на свету 
разного спектрального состава могут б ы т ь обус-
ловлены взаимодействием других фоторецепто-
ров с фитохромом. 
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Кратковременная деэтиоляция проростков 
фасоли на селективном свету изменила уровень 
ИУК в первичном листе (рис. 36). Действие КС и 
СС снижало, а З С повышало содержание свобод-
ной формы ИУК. ДКС обращал эффекты КС и 
ЗС. Другие авторы также связывают с фитохро-
мом изменения уровня ИУК в ходе деэтиоляции 
[31]. Эффекты 1 мин З С + 15 мин ДКС и 1 мин СС + 
+ 15 мин ДКС на содержание ИУК демонстриро-
вало сложное влияние фоторецепторов КС и СС. 

Взаимодействия между реакциями, опосредо-
ванными фитохромами и фоторецепторами 
СС/УФ-А. описаны для ростовых реакций расте-
ний. Так. предварительная обработка КС увели-
чивает фототропический ответ при последующей 
обработке СС [32]. Фоторецепторы PHYA и 
CRY1 регулируют рост гипокотилей на СС, при 
этом PHYA частично подавляет действие CRY1 
на рост гипокотилей и семядолей. В ингибирова-
нии роста гипокотилей на белом свету участвуют 
преимущественно PHYB и CRY1. 

Взаимодействие между CRY и PHY также по-
казано на примере активации киназы высоко-
энергетических реакций (HIRK), регулирующей 
фотоморфогенез растений на ранних стадиях отве-
та в проростках [9]. Регуляция процессов, опосре-
дованных СС. через CRY и PHY, возможно, обус-
ловлена как способностью фитохромов погло-
щать свет синей области спектра [17], так и 
прямого взаимодействия рецепторов КС и СС [31 ]. 
Прямое взаимодействие фитохромов и криптохро-
мов происходит через фосфорилирование мотива 
STAESSSS цитокининовым рецептором и JAK (от 
Janus tyrosine kinase), что ведет к трансдукции фо-
тосигнала через димеризацию фоторецепторов и 
их ядерную локализацию, и активацию транс-
крипции целевых генов [31]. 

Направление фотореакций зависит от взаимо-
действия между фоторецепторами: усиление ре-
акций возможно при положительном влиянии 
PHYA на РН YB, CRY 1 на РН YB. и PHYA на РН YD 
[33-37], тогда как ослабление - при негативном дей-
ствии PHYA на PHYB, CRY2 на РНYB [31, 35, 36]. 

Сравнительный анализ гормонального балан-
са первичного листа P. vulgaris, на ДКС после З С 
с таковым после КС и СС (рис. 2 и 3) показал не-
полную идентичность фитохромной регуляции 
уровня гормонов и совместного действия рецеп-
торов КС и СС. Усиление вызванного ДКС обра-
щения эффектов как СС, так и З С на уровень 
ГК4 + 7, вероятно, объясняется включением фото-
рецепторов СС в фитохромную регуляцию на 
обоих участках спектра ФАР. Неполное вызван-
ное ДКС обращение действия З С на содержание 
АБК, в отличие от усиливающего эффекта СС, 
позволяет предполагать работу фоторецепторов, 
отличных от фитохромов и криптохромов. Дру-
гие авторы также обсуждают существование фо-

торецепторов ЗС, взаимодействующих с фито-
хромом [38] или как с фитохромом, так и с крип-
тохромом [39]. Высказано мнение о присутствии 
у растений отдельных систем фоторецепторов 
для СС/УФ-А (PI) и З С (PII) [40,41]. Показана ре-
гуляторная роль З С в фототропизме, который, 
как правило, регулируется СС и УФ-А [42]. Неко-
торые авторы считают, что дефектный фоторе-
цептор NPH1 (или РНОТ1) у мутантов nphl явля-
ется фоторецептором как СС, так и З С [43]. 

Таким образом, исследование чувствительнос-
ти ростовых реакций проростков hy4 к З С (515, 
532 и 542 нм) и изменений гормонального баланса 
фасоли при действии З С (553 нм), а также имею-
щиеся в литературе данные позволяют предпола-
гать одновременное с CRY1 и фитохромами 
функционирование других фоторецепторов ЗС. в 
том числе CRY2. РНОТ1 и рецепторов, работаю-
щих при более высоких энергиях излучения с дли-
ной волны 515 нм и низких - с длиной волны 542-
553 нм. 
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