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Изучали влияние 24-эпибрассинолида (БЛ) на уровень эндогенных гормонов и фотоморфогенез 
проростков Arabidopsis thaliana (L.) Heynh дикого типа (Ler), а также мутанта hy4, у которого нару-
шен синтез криптохрома 1 (CRY1). Этот продукт гена HY4 является фоторецептором синего света 
у дикого типа, но чувствителен и к зеленому свету. У 7-дневных проростков Иу4 соотношение А Б К 
и зеатина в темноте отличалось от такового у Ler. У мутанта было значительно снижено содержа-
ние зеатина и увеличено содержание свободной А Б К , что могло быть причиной замедления роста 
гипокотиля hy4 в темноте. Б Л в темноте тормозил рост гипокотилей и увеличивал площадь семядо-
лей у Иу4 сильнее, чем у Ler. З е л е н ы й свет не влиял на рост гипокотиля Иу4, но увеличивал площадь 
семядолей, что может быть сопряжено у h\4 со слабым повышением содержания свободной И У К и 
заметным уменьшением свободной А Б К , а т а к ж е падением уровня цитокининов в проростках. От-
ветная реакция семядолей Иу4 на зеленый свет, вероятно, связана с работой других фоторецепторов, 
отличных от CRY1. Действие Б Л на морфогенез проростков усиливалось на зеленом свету, как у 
Ler, так и у hy4, что также было сопряжено с изменением соотношения эндогенных ИУК. А Б К и 
цитокининов. Можно предположить, что Б Л участвует в фотоморфогенезе и взаимодействует с эн-
догенными гормонами, передающими световой сигнал, поглощенный фоторецепторами зеленого 
света. 

Arabidopsis thaliana - мутанты - криптохром - эпибрассинолид - зеленый свет - фитогормоны -
морфогенез 

Брассиностероиды широко распространены 
во всем растительном царстве и проявляют био-
логическую активность, увеличивая урожай, 
уменьшая опадение плодов, повышая устойчи-
вость к болезням и стрессу [1]. У Arabidopsis 
thaliana были изолированы четыре гена, контро-
лирующие уровень брассиностероидов, и все му-
тации по этим генам проявляли характерный кар-
ликовый фенотип, который не удавалось устра-
нить другими гормонами [2]. Ген Arabidopsis 
DET2 кодирует белок, который имеет значитель-
ное сходство с животными стероид-5-а-редуктаза-
ми. Мутации, меняющие экспрессию DET2 in vivo, 
ведут к нарушениям светозависимого развития рас-
тений [3], которые можно компенсировать добавле-
нием растительного стероида - брассинолида. 

Возможно, такой эффект брассинолида связан 
с регуляцией им уровня других эндогенных гор-
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монов, контролирующих рост и развитие расте-
ний на свету. Показано, что красный и синий свет 
регулируют фотоморфогенез растений, изменяя 
при этом их гормональный статус [4, 5]. Зеленый 
свет в отношении регуляции морфогенеза мало 
изучен [6] и этот диапазон ФАР продолжают счи-
тать неактивным. 

Цель данной работы - оценить влияние 24-эпи-
брассинолида на фотоморфогенез и соотношение 
эндогенных гормонов у проростков A. thaliana в 
связи с трансдукцией сигнала зеленого света. 

МЕТОДИКА 

В работе использовали две линии Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh экотипа Landsberg erecta: дикий 
тип (Ler) и мутант hy4, описанный Koornneef с со-
авт. [7]. Мутант hy4 с нарушенным синтезом фо-
торецептора синего света криптохрома 1 (CRY1) 
[8, 9] проявляет пониженную чувствительность к 
продолжительному облучению синим светом и 
УФ-А. CRY1 в определенной степени также чув-
ствителен к зеленому свету [10]. 
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Влияние БЛ на рост 7-дневных проростков Arabidopsis в темноте и при ежедневном 60-минутном досвечивании 
зеленым светом 

Условия выращивания 
Длина гипокотиля, мм Площадь семядоли, мкм2 х 103 

Условия выращивания 
Ler Иу4 Ler hy4 

Темнота 11.9 ± 0.10 8 . 5 1 0 . 1 3 1 6 5 1 3 1 4 8 1 2 
Темнота + БЛ 10.2 ± 0.08 6.2 + 0.17 1 8 7 1 5 181 1 3 
Темнота + Зеленый свет 8.8 ±0 .17 8 . 5 1 0 . 1 4 1 8 9 1 4 1 8 5 1 4 
Темнота + Зеленый свет + БЛ 7 . 7 1 0 . 2 0 6 . 0 1 0 . 1 0 235 1 8 2 6 9 1 7 

Семена обрабатывали 3%-ной Н 2 0 2 в 80%-ном 
этаноле, после чего помещали в чашки Петри на 
жидкую питательную среду, содержащую соли 
по МС и 24-эпибрассинолид (БЛ) в концентрации 
10~6 М, и выдерживали в течение 3 сут при 6°С. 
В контроле использовали среду без добавления БЛ. 
Для стимуляции прорастания семена освещали 16 ч 
люминесцентными лампами ЛД-40 (интенсивнос-
тью 33 Вт/м2), после чего экспонировали 7 сут в 
темноте или с ежедневным досвечиванием зеле-
ным светом по 60 мин. Зеленый свет выделяли с 
помощью интерференционного светофильтра от 
галогеновой лампы. Диапазон излучения с макси-
мумом 543 нм и шириной полосы 20 нм имел 
плотность потока квантов 3.7 мкмоль/(м2 с). 

Длину гипокотилей измеряли под лупой БМ-51-2 
(увеличение 8.75х), а площадь семядолей - под 
микроскопом МикМед-1 ВАР. 1 с помощью вин-
тового окулярного микрометра МОВ-1-15Х (уве-
личение 150х) ("ЛОМО", Россия). Для каждого 
варианта использовали сто проростков. 

Выделение свободной и связанной форм И У К 
и А Б К проводили по методу, включающему экс-
тракцию горячим 70%-ным этанолом, упарива-
ние экстракта до водного остатка и экстрагирова-
ние последнего при рН 2.7-3.0 диэтиловым эфи-
ром [11]. Для получения связанных форм И У К и 
А Б К водный остаток подвергали щелочному гид-
ролизу и повторно экстрагировали его диэтило-
вым эфиром при рН 2.7-3.0. Разделение фитогор-
монов проводили с помощью ТСХ на пластинках 
Silufol UV-254 ("Kavalier", Чехия) в системе рас-
творителей этилацетат : хлороформ : уксусная 
кислота (100 : 100 : 1, по объему). Для идентифи-
кации использовали стандартные образцы И У К 
("Serva", Германия) и А Б К ("Sigma", США). 

Выделение свободных цитокининов проводи-
ли по методу, предусматривающему экстракцию 
растительного материала 70%-ным этанолом, 
упаривание до водного остатка и последующую 
экстракцию (/г-)бутанолом при рН 8.0 [12]. Разде-
ление цитокининов осуществляли на пластинках 
Silufol UV-254 в дистиллированной воде. В каче-
стве стандартов использовали зеатин и зеатинри-
бозид ("Sigma"). 

Количественное определение фитогормонов 
проводили с помощью твердофазного иммуно-
ферментного метода [13, 14]. Для определения 
использовали реактивы от "Фармхиминвеста" 
(Россия). 

В таблице и на графиках приведены средние 
арифметические из двух независимых экспери-
ментов, каждый из которых проведен в 3 биоло-
гических повторностях (/7 = 6), 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 

Морфометрические исследования 7-дневных 
проростков A. thaliana, выросших в темноте, по-
казали, что длина гипокотилей и площадь семядо-
лей у мутанта h\4 были достоверно меньше, чему 
дикого типа (таблица). Это согласуется с описан-
ными показателями роста Иу4 [9, 15]. Мутант де-
фектен по CRY1, у него нарушен синтез рецепто-
ра синего света - CRY1, который также чувстви-
телен и к зеленому свету [16]. В темноте его 
проростки должны были мало отличаться от ди-
кого типа Ler. Однако, судя по данным таблицы, 
они значительно короче. Вероятно, у мутанта hy4 
имеются дополнительные мутации, тесно связан-
ные с нарушением гена CRY1 и отвечающие за 
удлинение гипокотиля в темноте. 

Добавление БЛ в темноте незначительно (на 
14%) снижало прирост в длину гипокотиля у Ler, 
тогда как у Иу4 это уменьшение составило 27% 
(таблица). Темновые проростки, обработанные 
БЛ, имели черты растений, находящихся на свету. 
При обработке Б Л растений A. thaliana, росших 
11 сут в темноте, другие авторы также наблюдали 
торможение роста гипокотиля [15, 17]. Площадь 
семядолей мутанта на БЛ увеличивалась замет-
нее, чем у Ler. Можно предполагать, что у семядо-
лей Иу4 экзогенный гормон компенсировал дефи-
цит эндогенного БЛ. 

Зеленый свет данной интенсивности тормозил 
рост гипокотиля проростков дикого типа по срав-
нению с полной темнотой и не влиял на рост у hy4, 
тогда как площадь семядолей у обеих форм воз-
растала, причем в большей степени у мутанта. 
Есть основания говорить о чувствительности к 
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Влияние БЛ на содержание свободной и связанной форм ИУК (а), цитокининов (зеатина и зеатинрибозида) (б) и сво-
бодной и связанной АБК (в) в 7-дневных проростках Arabidopsis, выращенных в темноте или при ежедневном 60-ми-
нутном досвечивании зеленым светом (ЗС). 
I - свободная форма, 2 - связанная форма. 3 - зеатин, 4 - зеатинрибозид. 

зеленому свету проростков дикого типа и предпо-
ложить, что эти проростки имеют фоторецепто-
ры зеленого света, в том числе CRY1. У мутантов 
hy4 с нарушенным синтезом CRY1 сохранилась 
ответная реакция на зеленый свет в семядолях. 

Из Arabidopsis выделены два гена, - CRY1 и 
CRY2, - каждый из которых кодирует белок, име-
ющий большое сходство N-концевой части с хро-
мофоросвязывающей областью микробных 
ДНК-фотолиаз первого типа. Эти флавиновые 
ферменты катализируют зависимое от синего 
света восстановление в ДНК пиримидиновых ди-
меров циклобутанового типа. Криптохромы 1 
(CRY1) и 2 (CRY2) отличаются по последователь-
ности их С-концевого участка. Фотолиазы обыч-
но содержат два хромофора, поглощающих синий 
свет, птеринметенилтетрагидрофолат, или деазо-
флавин, и восстановленный ФАД Н2 [9]. Апопро-
теин CRY1, экспрессированный Escherichia coli, 

связывает и метенилтетрагидрофолат, и ФАД, но 
не имеет фотолиазной активности. ФАД при 
этом стабильно связан в виде полувосстановлен-
ного флавина (флавосемихинона), поглощающе-
го зеленый свет [16]. Тем самым можно объяс-
нить некоторую чувствительность к зеленому 
свету проростков Ler с ненарушенным CRY1. 
У проростков ку4, по всей видимости, функцио-
нирует другой фоторецептор зеленого света, кон-
тролирующий рост семядолей, но не растяжение 
гипокотиля. 

Добавление БЛ при экспозиции на зеленом 
свету привело к увеличению размеров семядолей 
у Ler (на 24%) и hy4 (на 45 %) по сравнению с кон-
тролем (зеленый свет без БЛ). Однако для роста 
гипокотиля усиление ингибиторного действия БЛ 
и зеленым светом показано только для пророст-
ков Ler. По всей видимости, фоторецепторы зеле-
ного света контролируют не одну функцию. На-
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пример, показано, что фоторецептор CRY1 уча-
ствует в восприятии растениями Arabidopsis 
длины дня. Мутанты, недостаточные по фоторе-
цептору CRY1, проявляют нормальные фототро-
пические реакции. Вместе с тем некоторые алле-
ли мутанта nphl лишены фототропизма, так как у 
них нарушен другой фоторецептор NPH1, кон-
тролирующий фототропизм через синий свет 
[18]. На существование иных фоторецепторов зе-
леного света указывали данные, полученные при 
исследовании никтинастических движений листь-
ев альбиции [19]. Автор пришел к заключению, 
что существует пигмент, поглощающий зеленый 
свет - гелиохром, который взаимодействует как с 
криптохромом, так и с фитохромом. 

Различные ответные реакции растущих гипо-
котилей у Ler и Иу4 на БЛ и зеленый свет сопро-
вождались различиями в гормональном статусе 
проростков. У мутанта содержание свободной и 
связанной И У К в темноте было таким же, как у 
проростков дикого типа (рис. 1а). Добавление БЛ 
в темноте в несколько раз увеличивало уровень 
свободной формы ауксина у проростков дикого 
типа и мутанта, особенно значительно в пророст-
ках Ler, у которых также возрастало содержание 
связанной формы ИУК. Однако увеличение со-
держания ауксина под действием БЛ не способст-
вовало удлинению гипокотилей, хотя известно, 
что приток И У К необходим для удлинения гипо-
котилей Arabidopsis на свету, но не в темноте [20]. 
По-видимому, ауксин не важен для удлинения ги-
покотилей Arabidopsis в ходе темнового морфоге-
неза. Стимулирующее действие БЛ на уровень 
свободной И У К сохранялось и на зеленом свету 
(рис. 1а), но аддитивного эффекта не наблюда-
лось. Содержание связанной И У К в проростках 
Ler не менялось при совместном действии зелено-
го света и брассинолида, а у проростков Иу4 было 
достоверно ниже по сравнению с вариантом на зе-
леном свету. 

Причиной, определяющей более слабый рост 
проростков и меньшую площадь семядолей Иу4 в 
темноте, может быть пониженное содержание зе-
атина по сравнению с Ler (рис. 16). Б Л несколько 
повышал уровень зеатина у растений Ler и h\4, 
по-видимому, за счет некоторого понижения со-
держания зеатинрибозида. Действие зеленого 
света проявилось в снижении содержания зеати-
на, как у Ler, так и Иу4, по сравнению с темновым 
вариантом. При совместном влиянии зеленого 
света и БЛ наблюдали самое заметное повыше-
ние уровня цитокининов, что, возможно, приво-
дит к увеличению площади семядолей у Ler и Иу4 
(таблица). Поскольку в темноте БЛ слабо влиял 
на содержание зеатина и его рибозида, то силь-
ный эффект совместно действующих факторов 
(зеленого света и БЛ) позволяет рассматривать 
это явление как восстановление у мутанта уровня 
цитокининов, свойственного дикому типу, веро-

ятно, на уровне генома. Возможно участие стеро-
идного гормона в трансдукции сигнала зеленого 
света, причем цитокинины включаются в цепь 
фоторегуляторных реакций. Ответственность за 
восприятие сигнала зеленого света несет в основ-
ном рецептор CRY 1, судя по реакциям Ler, тогда 
как другие рецепторы, судя по реакции Иу4 (рис. 
16), участвуют в меньшей степени. 

Более короткий гипокотиль у проростков hy4 
в темноте можно рассматривать как результат 
высокого уровня свободной А Б К , в два раза пре-
вышающего ее содержание у Ler (рис. 1в). В про-
ростках дикого типа этот гормон находится в ос-
новном в связанном состоянии. БЛ в темноте уве-
личивал у Ler уровень свободной ф о р м ы АБК, 
вероятно, за счет перехода ее из связанного со-
стояния. Для проростков Иу4 было характерно 
увеличение под влиянием БЛ содержания связан-
ной А Б К в 3.5 раза при неизменном уровне сво-
бодной. В том и другом случае это сопровожда-
лось торможением роста гипокотилей (таблица). 
БЛ на зеленом свету многократно увеличивал 
уровень свободной А Б К у проростков Ler и h\4, 
но торможение роста гипокотиля происходило 
только у Ler. У мутанта не наблюдалось суммиро-
вание эффектов двух факторов на рост гипокоти-
ля, что согласуется с мнением о роли CRY1 в уд-
линении проростков [9]. Резкое возрастание 
уровня А Б К в варианте "зеленый свет + БЛ" по 
сравнению с зеленым светом, (рис. 1в) сравнимое 
с возрастанием цитокининов. также указывает 
косвенно на участие БЛ в реакциях, связанных с 
действием зеленого света, поглощаемого други-
ми фоторецепторами. 

Таким образом, подавление роста гипокотиля 
и увеличение площади семядолей у Ler в темноте 
при добавлении БЛ указывает на участие послед-
него в регуляции морфогенеза Arabidopsis. Эта 
регуляция осуществляется посредством измене-
ния соотношения уровней и форм эндогенных 
гормонов (ИУК, А Б К и цитокининов). Также 
очевидно специфическое действие стероидного 
гормона на фотоморфогенез проростков на зеле-
ном свету. Полученные результаты показывают, 
что 24-эпибрассинолид участвует в светоуправля-
емом росте Arabidopsis, и его действие связано с 
изменением статуса эндогенных гормонов, вклю-
чая И У К . А Б К , зеатин и его рибозид. 
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