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В силу прикрепленного образа жизни расте�
ния располагают множественными системами
регуляции, определяющими их ответные реакции
на внешние стимулы и адаптацию растений к не�
благоприятным условиям обитания. Важнейший
фактор внешней среды – свет, выполняет не толь�
ко фотосинтетическую функцию, но и регулятор�
ную. Для реализации программы светового разви�
тия, координируемой фоторецепторами, у расте�
ний сформированы сигнальные каскады, важным
звеном которых выступают фитогормоны. При�
чем свет в зависимости от его спектрального со�
става и интенсивности регулирует не только чув�
ствительность растений к гормонам, но и их эн�
догенный уровень. В свою очередь некоторые
гормоны растений, такие как цитокинины и осо�
бенно брассиностероиды (БС), могут “имитиро�
вать” действие света, запуская типичные свето�
вые реакции от экспрессии светорегулируемых
генов до морфологических изменений пророст�
ков. Совокупность этих процессов, контролируе�
мых брассиностероидами, и приводит к форми�
рованию светового фенотипа растений в отсут�
ствие света [1–4]. Кроме активации светового
развития в темноте брассиностероиды влияют на
протекание многих процессов на молекулярном,
клеточном и организменном уровнях, начиная от
стимуляции синтеза ДНК, РНК и белков, актива�
ции деления и растяжения клеток, биосинтеза
компонентов клеточной стенки до регуляции до�
норно�акцепторных отношений, цветения, про�
растания семян и старения [5]. Способность БС
активировать протекание фотосинтетических
процессов впервые была показана в 1984 г. [6].
Дальнейший прогресс исследований в этом на�
правлении может быть связан с изучением экс�
прессии светорегулируемых фотосинтетических

генов в растениях, различающихся по эндогенно�
му уровню брассиностероидов [1, 7].

В этой работе нами исследовано влияние брас�
синостероидов на транскрипцию пластидных ге�
нов, кодирующих функционально различные
белки и РНК, у однодольных (Hordeum vulgare L.)
и двудольных (Arabidopsis thaliana L.) растений.
Методом run�on�транскрипции впервые показа�
но, что брассиностероиды дифференциально ре�
гулируют транскрипцию как “фотосинтетиче�
ских” генов, так и генов “домашнего хозяйства”. 

Для изучения регуляции транскрипции пла�
стидных генов брассиностероидами были исполь�
зованы представители двудольных растений – Ar�
abidopsis thaliana, отличающиеся по эндогенному
уровню брассиностероидов: родительская линия
экотипа Columbia (Col�0), которая характеризует�
ся нормальным эндогенным уровнем брассино�
стероидов, и ее мутантная форма det2 с нарушен�
ным синтезом брассиностероидов, у которой со�
держание этих гормонов в 10 раз ниже, чем у
исходной линии [1, 8]. Семена обеих линий рас�
тений были получены из Arabidopsis Biological Re�
source Center (Ohio State University, Columbus,
США). Представителем однодольных растений
являлся ячмень (Hordeum vulgare L.). В ходе экспе�
риментов листья, отделенные от растений Arabi�
dopsis и ячменя, обрабатывали экзогенным
эпибрассинолидом.

Интенсивность транскрипции хлоропласт�
ных генов изучали в лизатах интактных хлоро�
пластов розеточных листьев 3.5�недельных рас�
тений A. thaliana родительской и мутантной ли�
ний, выросших в условиях фитотрона на белом
свету (плотность потока падающих квантов состав�
ляла 220 мкмоль/м2 · с) при фотопериоде 16 ч/8 ч и
температуре 20–22°С. Для изучения влияния эк�
зогенных брассиностероидов розеточные листья
Arabidopsis исходного фенотипа и первые настоя�
щие листья (далее – первые листья) 8�суточных
проростков ячменя инкубировали на растворе
1 мкМ эпибрассинолида в течение 16 ч. Выращи�
вание растений и инкубацию листьев ячменя
проводили в отсутствие света.
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Выделение пластид и run�on� транскрипцию в
их лизатах проводили согласно методике, опи�
санной ранее [9]. Хлоропласты из розеточных ли�
стьев Arabidopsis и первых листьев ячменя выде�
ляли с помощью ступенчатого градиента перкола
(40 и 70%) при +4°С. Транскрипцию in vitro про�
водили 10 мин при 25°С в лизате 5 ⋅ 107 хлоропла�
стов в объеме 100 мкл в буфере следующего соста�
ва: 50 мМ трис HCl pH 8.0, 10 мМ MgCl2, 0.2 мМ
ЦTФ, ГТФ, АТФ, 0.01 мМ УТФ, 50 мкКи [α�32P]�
УТФ (“Amersham”, Великобритания), 20 е.а. инги�
битора РНКаз (“Fermentas”, Lithuania), 10 мМ
β�меркаптоэтанола. Реакцию транскрипции
останавливали добавлением равного объема
стоп�буфера (50 мМ трис HCl pH 8.0, 25 мМ
ЭДТА, 5% саркозил). 32P�меченная РНК, синте�
зированная в процессе транскрипции, была вы�
делена из реакционной среды и использована для
гибридизации. В ходе исследования была проана�
лизирована транскрипция 12 хлоропластных
генов ячменя, высоко гомологичных генам Arabi�
dopsis. Детальное описание генов и ген�специ�
фичных фрагментов, использованных в качестве
гибридизационных зондов, приведено в публика�
циях [10, 11]. По 1 мкг каждого из фрагментов
изучаемых генов наносили в двухкратной по�
вторности на нейлоновую мембрану Hybond�
N+ (“GE Healthcare”, США). После их гибриди�
зации с 32P�меченными РНК, полученными в хо�
де транскрипции in vitro, радиоактивные сигналы
были сканированы и оцифрованы с использо�
ванием Phosphorimager Typhoon Trio (сканер Ty�
phoon TRIO+ Variable Mode Imager с пакетом Ty�
phoon Scaner Control) и ImagerQuant TL Control
Centre (“GE Healthcare”, США). Каждый экспе�

римент проводили не менее трех раз. Результаты
опытов представлены на рисунках как средние
арифметические и их стандартные ошибки. Из�
менение интенсивности транскрипции считали
достоверным, если интенсивность сигнала отли�
чалась от контроля в два раза (lg2 = 0.3) или более.

Радиоавтограмма результатов run�on�тран�
скрипции (рис. 1) показывает, что хлоропластные
гены листьев контрольных растений (для Arabi�
dopsis – родительская линия, Columbia�Col�0, для
ячменя – необработанные гормоном первые ли�
стья) характеризуются разной транскрипцион�
ной активностью. Так, к генам A. thaliana с высо�
кой интенсивностью транскрипции можно отне�
сти ген 16S�рибосомной РНК (rrn16) (рис. 1а).
Несколько слабее транскрибируются гены, про�
дукты которых выполняют первостепенную роль
для реализации процесса фотосинтеза – гены фо�
тосистемы I – psaA и psaB, фотосистемы II – psbA
и psbD, ген большой субъединицы РБФК (rbcL),
23S�рибосомной РНК (rrn23) и гены тРНК�Глу и
тРНК�Тир (trnE+Y). Слабую транскрипционную
активность можно отметить для следующих ге�
нов: psbK, кодирующего К�субъединицу (3.9 кДа)
фотосистемы II; ndhF, кодирующего F�субъеди�
ницу НАДН�пластохиноноксидоредуктазы; atpB,
кодирующего β�субъединицу АТФ синтазы и rpoB
гена, кодирующего β�субъединицу РНК�полиме�
разы бактериального типа (рис. 1а). Аналогичное
распределение генов по группам, связанное с их
транскрипционной активностью, наблюдалось и
для представителя однодольных растений
(рис. 1б). Исключение составляли изученные ге�
ны первой фотосистемы и 23S�рибосомной РНК,
которые условно можно отнести к низко транс�
крибируемым генам, а также гены psbK и rrn16,
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Рис. 1. Радиоавтограмма результатов run�on�транскрипции хлоропластов из розеточных листьев 3.5�недельных расте�
ний Arabidopsis (а) и этиопластов первых листьев 8�дневных этиолированных проростков ячменя (б). (–) ЭБЛ и
(+) ЭБЛ – листья инкубировали на дистиллированной воде и растворе эпибрассинолида соответственно в течение
16 ч.
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которые характеризуются средней активностью
транскрипции.

Сравнительный анализ интенсивности тран�
скрипции хлоропластных генов показал, что сни�
жение эндогенного уровня брассиностероидов в
мутантной линии det2 способствовало активации
транскрипции изучаемых хлоропластных генов
(рис. 1а, 2). Наибольшая активация (8–12 раз) от�
мечена для генов ndhF, psbK и atpB. Высокая акти�
вация интенсивности транскрипции (в 3–4 раза)

показана для psaA, psaB, psbA, rbcL, rrn23, trnE+Y и
rpoB генов. В меньшей степени активировалась
транскрипция psbD и rrn16 генов, имевших наи�
большую интенсивность транскрипции в кон�
трольных растениях (рис. 2).

Анализ представленных результатов свидетель�
ствует о том, что экзогенный эпибрассинолид в вы�
сокой концентрации (1 мкМ) активировал тран�
скрипцию некоторых хлоропластных генов в ли�
стьях однодольных и двудольных растений (рис. 3).
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Рис. 2. Отношение интенсивности транскрипции пластидных генов мутантной линии det2 к интенсивности тран�
скрипции генов родительской линии Col�0. 
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Рис. 3. Отношение интенсивности транскрипции пластидных генов листьев, обработанных эпибрассинолидом, к ин�
тенсивности транскрипции генов необработанных листьев Arabidopsis родительской линии Col�0 (а) и ячменя (б).
Данные представлены в виде десятичного логарифма отношения скорости транскрипции пластидных генов на рас�
творе гормона к скорости транскрипции на воде. Значения lg2 = 0.3 соответствуют достоверной регуляции интенсив�
ности транскрипции. 
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Так, в хлоропластах розеточных листьев Arabidop�
sis, обработанных экзогенным эпибрассиноли�
дом, наблюдалась незначительная активация
транскрипции большинства (десяти) изученных
генов, среди которых для пяти генов (psaB, psbK,
ndhF, rrn23 и atpB) были показаны достоверные
различия (рис. 3а). Для двух других генов – psbD и
rpoB отмечена тенденция к снижению интенсив�
ности транскрипции. Активация транскрипции
пластидных генов наблюдалась и в семядолях
проростков Arabidopsis родительской линии (дан�
ные не показаны). Высокую чувствительность к
экзогенному эпибрассинолиду обнаруживали и
первые листья этиолированных проростков яч�
меня (рис. 3б). Эффект гормона в данном случае
выражался в достоверном усилении транскрип�
ционной активности у 11 пластидных генов. 

Представленные выше данные об активации
транскрипции генов, необходимых для реализа�
ции фотосинтетической функции света, при низ�
ком эндогенном уровне брассиностероидов или
при экзогенном воздействии эпибрассинолида
свидетельствуют в пользу того, что брассиносте�
роиды включаются в реализацию световой про�
граммы развития растений, начиная с изменения
интенсивности экспрессии пластидных генов.
Ранее было убедительно продемонстрировано,
что брассиностероиды могут переключать про�
грамму развития растений в темноте, т.е. ското�
морфогенез, на фотоморфогенез, или могут уси�
ливать деэтиолированный фенотип растений, что
приводит к формированию растений со сверхде�
этиолированными признаками [1–4]. 

В исследованиях Кори [1] отмечалось, что уро�
вень мРНК некоторых светорегулируемых пла�
стидных генов значительно повышался в пророст�
ках мутанта det2 в темноте, однако вопрос о том,
обусловлено ли это повышение содержания мат�
риц транскрипционными или пост�транскрипци�
онными событиями, оставался в течение длитель�
ного времени открытым. В наших экспериментах
впервые показано, что в проростках мутанта
A. thaliana det2, в которых уровень эндогенных
брассиностероидов снижен примерно в десять
раз в сравнении с растениями дикого типа, на�
блюдается активация транскрипции пластидных
генов. Аналогичный активирующий эффект
транскрипции пластидных генов обнаружен и
при обработке экзогенным эпибрассинолидом (1
мкМ) розеточных листьев A. thaliana дикого типа,
а также первых листьев этиолированных растений
ячменя. Ранее было показано, что экзогенный
эпибрассинолид ингибирует рост гипокотилей A.
thaliana в темноте и в той же самой концентрации
активирует рост гипокотилей на свету [13]. 

Столь необычные эффекты эпибрассинолида,
вероятно, являются отражением исключительно

многогранного и сложного воздействия этого фи�
тогормона на растительную клетку. Возможной
причиной активации транскрипции хлоропласт�
ного генома в растениях с низким уровнем брас�
синостероидов может быть запуск компенсатор�
ных механизмов при нарушении синтеза этих
гормонов. Повышение активности транскрипции
пластидных генов в ответ на воздействие экзоген�
ного эпибрассинолида может происходить из�за
подавления экзогенным гормоном биосинтеза
эндогенных брассиностероидов по типу обратной
связи, что может создать оптимальную для акти�
вации транскрипции концентрацию гормона.

Установлено, что у брассиностероидов суще�
ствует регуляция их биосинтеза по типу обратной
связи на уровне четырех ферментов (CPD, DWF4,
ROT3 и BR6ox) [12]. Кроме того, известно, что
любой процесс в растительной клетке одновре�
менно регулируется несколькими или многими
фитогормонами. Это делает крайне важным под�
держание определенного гормонального баланса
в организме, от которого зависит реализация спе�
цифики регуляторного действия каждого из фито�
гормонов. С этой точки зрения брассиностероиды
выполняют особую роль в растительной клетке,
активно влияя на баланс других фитогормонов.
В подтверждение данной точки зрения свиде�
тельствует тот факт, что брассиностероиды акти�
вируют или подавляют в разных физиологиче�
ских состояниях биосинтез или сигналлинг аук�
синов, гиббереллинов, жасмоновой кислоты,
этилена и цитокинина [14]. Все эти свойства, ве�
роятно, и определяют столь нетипичные регуля�
торные эффекты брассиностероидов у растений.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке РФФИ (11–04–90806�моб_ст, 12–04–
90716�моб_ст, 10–04–00594) и Программы фун�
даментальных исследований Президиума Рос�
сийской Академии наук “Молекулярная и кле�
точная биология”.
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