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ВВЕДЕНИЕ

У растений как организмов, ведущих прикреп�
ленный образ жизни, сформировались специали�
зированные сигнальные системы, позволяющие
им адекватно реагировать на изменяющиеся
условия среды. В частности, свет и температура
являются факторами, регулирующими метабо�
лизм и выполняющими информационно�сиг�
нальную функцию [1]. 

Растения воспринимают световые сигналы,
используя специальные фоторецепторы – фито�
хромы. Температурная чувствительность фито�
хромов [2] позволяет рассматривать их как воз�
можных кандидатов на роль температурного сен�
сора у растений [3−5]. Даже небольшое
варьирование температуры может повлиять на
фитохромный сигналинг путем изменения взаи�
мосвязей между различными фитохромами [6].

Одним из наиболее широко распространен�
ных фитохромов у растений, выращиваемых на
свету, является фитохром В [7], который прини�
мает участие в термопериодических реакциях

растений [8], формировании морозоустойчиво�
сти [6], экспрессии защитных PR генов и разви�
тии реакции сверхчувствительности в ответ на за�
ражение [9], регуляции засухоустойчивости [10] и
водного обмена [11]. Ранее нами было показано,
что фитохром В задействован в процессе повыше�
ния холодостойкости растений огурца при кратко�
временных периодических низкотемпературных
воздействиях и не участвует в ответной реакции на
длительные низкотемпературные воздействия как
в условиях короткого, так и длинного дня [12].
Причем кратковременное снижение температуры
в ночной период индуцировалo значительно бо�
лее высокий прирост холодоустойчивости у огур�
ца, чем действие постоянной низкой температу�
ры в суточном цикле, что было показано на раз�
ных видах растений [13, 14]. Участие фитохрома В
в ответной реакции растения на низкотемпера�
турное воздействие и его последействии на свету
и в темноте остается неисследованным. Решение
этого вопроса позволит объяснить особенности
жизнедеятельности растений в естественных
условиях высокоширотных местообитаний и при
выращивании в защищенном грунте.

Цель работы заключалась в изучении участия
фитохрома В в закаливании и “раззакаливании”
растений на свету и в темноте. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Опыты проводили на растениях огурца (Cucu/
mis sativus L.) дикого типа и мутанте, дефицитном
по фитохрому В (lh�мутант). Мутант (lh) огурца (с
длинным гипокотилем) был получен в лаборатории
генетики Университета Вагенингена (Нидерлан�
ды), а в работе López�Juez с соавт. [15] он был оха�
рактеризован как дефицитный по фитохрому В. 

Семена огурца проращивали двое суток в тер�
мостате при температуре 28°С, высаживали в ва�
зоны с песком (полив питательным раствором
Кнопа с добавлением микроэлементов, pH 6.2−
6.4) и помещали в камеры искусственного клима�
та с относительной влажностью воздуха 60−70%,
интенсивностью света 100 Вт/м2 (освещение лам�
пами ДРЛ�400) и 16�часовым фотопериодом
(день/ночь = 16/8 ч) или с круглосуточным осве�
щением. До начала эксперимента растения выра�
щивали 2 суток при 30°С до “выноса” семядолей
и затем 2 суток при 23°С. 

По достижении фазы полностью раскрытых
семядолей растения подвергали в течение 6 суток
низкотемпературным обработкам: выращивали
при постоянной низкой температуре (ПТН) 12°С
или снижали температуру с 20 до 12°С на 2 ч еже�
суточно путем перестановки растений в другую
камеру. В условиях 16�часового фотопериода
кратковременное снижение температуры прово�
дили в конце ночного или в начале светового пе�
риода, а при круглосуточном освещении – в кон�
це 24�часового цикла. Растения контрольного ва�
рианта выдерживали при температуре 20°С на
протяжении всего эксперимента. К концу низко�
температурных обработок (на 11�е сутки экспери�
мента) растения находились в ювенильном воз�
растном состоянии [16]: в контроле и в варианте
краткосрочных снижений температуры имели
развернутый, а в варианте ПНТ развертывающийся
1�й настоящий лист. По окончании низкотемпера�
турных воздействий часть опытных растений брали
на анализ, а остальные выдерживали еще трое суток
(далее “последействие” или “раззакаливание”) при
температуре 23°С, причем одну группу растений
выдерживали на свету при 16�часовом фотоперио�
де, а другую группу – в темноте.

Холодоустойчивость растений изучали на се�
мядольных листьях после низкотемпературных
обработок и после окончания “раззакаливания”.
Определяли температуру (ЛТ50), вызывающую
гибель 50% палисадных клеток на высечках из се�
мядольного листа (площадью 0.5 см2) после их 5�
минутного тестирующего промораживания в тер�
моэлектрическом термостате ТЖР�02�20 (“Ин�
терм”, Россия) в интервале температур от −10 до −
15°С с шагом 0.4°С [17]. 

На рисунках приведены средние арифметиче�
ские значения из трех независимых опытов и их
стандартные ошибки. Повторность при оценке
холодоустойчивости – 6�кратная. Данные обра�
ботаны статистически с использованием пакета
программ Statgraphics for Windows 7.0. В статье об�
суждаются величины, достоверно различающие�
ся при Р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Как постоянное, так и кратковременное низ�
котемпературное воздействие вызывали увеличе�
ние холодостойкости растений в условиях фотопе�
риода и при круглосуточном освещении, причем
независимо от продолжительности закаливающего
воздействия (2, 16 или 24 ч) на свету не выявлено
различий по приросту холодоустойчивости у рас�
тений огурца дикого типа и дефицитных по фито�
хрому В (рис. 1а). При длительном действии (16 и
24 ч) закаливающей температуры величина при�
роста устойчивости составляла у растений обоих
генотипов 0.7°С при 16�часовом фотопериоде и
1.1°С при круглосуточном освещении и была зна�
чительно ниже, чем при ежесуточных кратковре�
менных (2 ч) низкотемпературных воздействиях
на свету, при которых прирост холодоустойчиво�
сти достигал 1.5−2.0°С (рис. 1а).

Однако, если кратковременное ежесуточное
снижение температуры проводили в темноте (в
конце ночного периода), то холодостойкость рас�
тений огурца дикого типа была значительно выше
(2.8°С), чем у мутанта (1.3°С) (рис. 1б).

По завершении кратковременных низкотемпе�
ратурных обработок (на свету при фотопериоде)
растения переносили на “раззакаливание” в опти�
мальные температурные условия в темноту или на
16�часовой фотопериод. В условиях фотопериода
на третьи сутки “последействия” прирост холодо�
устойчивости растений огурца дикого типа снизил�
ся с 2.5°С до 1.3°С, а у мутанта сохранился на высо�
ком исходном уровне 2.5°С. На третьи сутки посто�
янной темноты прирост устойчивости у дикого типа
снизился до 0°С, у мутанта – до 0.6°С (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Мутантные растения с отсутствием или избыт�
ком отдельных фитохромов или их комбинаций
широко используются не только для выявления
функций фитохромов, но и для изучения взаимо�
действия световых сигналов с другими факторами
внешней среды, в частности, с действием низкой
температуры [18].

Независимо от длительности фотопериода,
прирост холодоустойчивости как у растений ди�
кого типа, так и у lh�мутанта при кратковремен�
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Рис. 1. Прирост холодоустойчивости растений огурца дикого типа и дефицитного по фитохрому В lh�мутанта при еже�
суточном действии низкой закаливающей температуры (12°С) на свету (а) и в темноте (б). 
1 – дикий тип, 2 – lh�мутант.
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ном снижении температуры был в 2−3 раза выше
по сравнению с ее постоянным действием. Факт
более высокой устойчивости при краткосрочных
периодических низкотемпературных воздействи�
ях по сравнению с действием ПНТ ранее отмеча�
ли у различных видов и сортов растений, и было
высказано предположение о существовании раз�
ных механизмов ответной реакции [13, 14, 19].
Как показали наши предыдущие исследования,
реакция растительного организма на ежесуточное
кратковременное снижение температуры может
трактоваться как стрессовая реакция [13]. Кроме
того, мы установили, что при коротком и длинном
фотопериоде фитохром В необходим для повыше�
ния холодоустойчивости растений при краткосроч�
ных низкотемпературных обработках [12]. Включе�
ние в настоящее исследование наряду с фотоперио�
дом условий круглосуточного освещения
позволило изучить роль фитохрома В при дей�
ствии низкой температуры на свету и в темноте. 

Оказалось, что при постоянном действии низ�
кой температуры величина прироста холодо�
устойчивости была сходной у растений дикого ти�
па и lh�мутанта. Аналогичная закономерность
была выявлена и при кратковременном низко�
температурном воздействии в начале светового
дня, а также при круглосуточном освещении. Од�
нако при краткосрочном низкотемпературном
воздействии в конце ночи величина прироста
устойчивости у мутанта была значительно ниже,
чем у растений дикого типа. Причем, как показа�
ли наши предыдущие исследования [12], этот эф�
фект наблюдался и при более длительных ночных
снижениях температуры. Полученные данные
могут свидетельствовать о включении фитохрома
В в формирование устойчивости растений огурца,
что обнаружилось при краткосрочных снижениях
температуры ночью. 

Принципиальное отличие краткосрочных
низкотемпературных воздействий от продолжи�
тельных связано с наличием периодичности дей�
ствия низкой температуры, что связывает меха�
низмы формирования холодоустойчивости с ра�
ботой биологических часов. Так, известно, что
индукция CBF генов низкотемпературными воз�
действиями может генерироваться циркадными
часами [20], которые, в свою очередь, модулиру�
ют отклики растений на холод в большей степени
днем, чем ночью [21]. Известно, что фитохром ре�
агирует на соотношение красного/дальнего крас�
ного света, а низкая температура в ночное время
воспринимается им как действие дальнего крас�
ного света [6]. Сочетание низкотемпературного и
светового сигналов удваивало индукцию холодо�
вого гена Cor14 у растений ячменя [3]. У араби�
допсиса при действии низкой температуры на
свету выявлена экспрессия 471 гена, а в темноте –

лишь 117 генов [22]. Это дает основание предпо�
ложить, что независимо от длительности фотопе�
риода при действии постоянной низкой темпера�
туры растение реагирует только на температур�
ный сигнал, а при кратковременных
воздействиях наблюдается взаимодействие тем�
пературной и световой сигнальных систем. Хоро�
шо известно, что в природе периодические дей�
ствия низкой температуры на свету (в осенний
период) служат для растения сигналом о прибли�
жении неблагоприятных условий, связанных с се�
зонными изменениями, и растение, перестраива�
ясь, реагирует на такую информацию повышени�
ем устойчивости [23, 24]. В работе Robertson с
соавт. [24] показано, что действие низкой темпе�
ратуры в ночной период не несет растению си�
стемной информации, что, на наш взгляд, позво�
ляет в этом случае рассматривать ответную реак�
цию организма как стрессовую. Причем этот
эффект, как было установлено в наших предыду�
щих исследованиях [12], не зависит от длительно�
сти фотопериода. Данные, полученные в настоя�
щей работе, показали, что участие фитохрома В в
повышении холодоустойчивости растений огурца
отмечается только в варианте с действием кратко�
срочных снижений температуры именно в ноч�
ной период. Таким образом, можно предполо�
жить, что при закаливании растений фитохром В
включается в формирование холодоустойчивости
только в условиях стресса. В качестве возможного
молекулярного механизма регуляции формиро�
вания холодоустойчивости с участием фитохрома
В, на наш взгляд, может выступать ремоделирова�
ние хроматина [4]. 

После переноса опытных растений в условия
оптимальной температуры (“раззакаливание”)
спустя трое суток у растений дикого типа в усло�
виях фотопериода холодоустойчивость снизилась
почти в 2 раза, а в темноте – соответствовала
уровню контроля. Известно, что свет играет боль�
шую роль при “раззакалке” растений [25, с. 255−
256]. Так, морозоустойчивость растений капусты
снижалась в темноте быстрее, чем на свету [26], а
на одном из сортов огурца показано, что в после�
действии кратковременных ежесуточных сниже�
ний температуры после 2 суток “раззакалки” в
темноте холодоустойчивость резко снизилась, а
на 6�е сутки последействия растения погибли
[27]. Снижение устойчивости и даже гибель рас�
тений при “раззакаливании” в темноте связыва�
ют с быстрой тратой сахаров [13, 26, 27]. У мутан�
та, дефицитного по фитохрому В, при трехсуточ�
ном периоде “раззакалки” в условиях
фотопериода холодоустойчивость оставалась на
уровне закаленного растения и только при экспо�
зиции в темноте отмечали ее снижение почти на
80%. Эти опыты также показали участие фито�
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хрома В в ответной реакции растений огурца при
“раззакаливании” в темноте. Из литературы из�
вестно, что мутанты, дефицитные по фитохрому
В, обладают наименьшей степенью компактно�
сти хроматина [28], от которой зависит тран�
скрипционная активность [29, с. 43] и, как след�
ствие, регуляция стрессовых генов [30], в том чис�
ле и COR генов. Вероятно, именно это позволяет
мутантным растениям поддерживать высокий
уровень холодоустойчивости в разных условиях
“раззакалки”. 

Таким образом, проведенное исследование
показало, что фитохром В включается в форми�
рование холодоустойчивости в стрессовых усло�
виях как в период действия краткосрочного сни�
жения температуры в темноте при закалке расте�
ний огурца, так и в “последействии”.
Следовательно, можно предположить, что фито�
хром В необходим растениям для координации
физиологических процессов с циркадной ритми�
кой в условиях кратковременных низкотемпера�
турных воздействий, которые соответствуют
стрессовым для растительного организма. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (грант № 10�04�00097_а).
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