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Состав и содержание хлорофиллов у растений регулируется как стадией развития, 

так и внешними условиями (Lim et al., 2007). Известно, что воздействие внешних фак-
торов (холода или тепла, засухи, отсутствия света) может запустить процесс индуциро-
ванного старения, который сопровождается, в первую очередь, снижением содержания 
хлорофиллов и изменением их состава, и визуально проявляется пожелтением листьев 
(Ougham et al., 2008). Однако в условиях длительного отсутствия света двойной нокаут-
мутант Arabidopsis thaliana по генам NAD-зависимой глутаматдегидрогеназы демонст-
рирует более медленное пожелтение, чем растения арабидопсиса дикого типа. Это ука-
зывает на возможную связь между функцией глутаматдегидрогеназы и регуляцией экс-
прессии генов, ответственных за синтез или распад хлорофиллов. 

Прекурсором к синтезу всех тетрапирролов является 5-аминолевулиновая кислота 
(АЛК), поэтому о синтезе хлорофиллов можно судить по экспрессии генов, регули-
рующих ее биосинтез. Первым из них является GRS, который кодирует глутамил-тРНК 
синтетазу. Следующий ген – HEMA1 – кодирует глутамил-тРНК редуктазу и регулиру-
ет лимитирующую реакцию в биосинтезе АЛК. Ген GSA1 кодирует глутамат-
полуальдегид аминотрансферазу, которая катализирует завершающую реакцию в про-
цессе биосинтеза АЛК (Tanaka et al., 2011).  

Распад хлорофиллов, в свою очередь, также регулируется экспрессией ряда генов, 
среди которых NYC1, PPH, PAO, SGR1, SGR2, SGRL (рис. 1). NYC1 кодирует хлорофилл 
b-редуктазу, PAO – феофорбид a оксигеназу, PPH – феофитиназу. Гены SGR1, SGR2, 
SGRL кодируют белки семейства SGR, обеспечивающие разборку хлорофилл-белковых 
комплексов и регулирующие распад хлорофиллов (Tanaka et al., 2011). 

В данной работе мы использовали растения арабидопсиса двух линий – дикий тип 
Col-0 и двойной нокаут-мутант gdh1gdh2 – и отслеживали изменения в содержании и 
составе хлорофиллов при длительном выдерживании растений в темноте. Для этого 
арабидопсис выращивали в чашках Петри в течение двадцати одного дня, затем убира-
ли в темноту на 0, 4 и 7 суток. Хлорофиллы экстрагировали 80 % ацетоном на холоду 
(Porra et al., 1989). Содержание и состав хлорофиллов определяли спектрофотометриче-
ски, расчет вели по формулам (Ni at al., 2009): 

 
Ca = 12,7 * A663 – 2,69 * A645 (Chlorophyll a) 
Cb = 22,9 * A645 – 4,86 * A663 (Chlorophyll b) 

Ca+b = 8,02 * A663 + 20,20 * A645 (Chlorophyll a+b) 
 

Мы обнаружили, что при выдерживании растений арабидопсиса в темноте более 4 
суток происходит снижение содержания как хлорофилла a, так и хлорофилла b. Через 4 
суток в темноте общее содержание хлорофилла у линии Col-0 снижалось наполовину, 
через 7 суток снижение продолжалось. У растений gdh1gdh2 снижение содержания 
хлорофиллов было выражено существенно слабее (рис. 2). 
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Снижение содержания хлорофиллов завершалось в течение 6–7 суток у обеих ис-
следуемых линий, однако остаточное содержание хлорофиллов у Col-0 составляло от 
20 до 30 %, у gdh1gdh2 – от 55 до 60 % (рис. 2). Таким образом, разрушение хлорофил-
лов у мутанта происходило менее эффективно. У растений gdh1gdh2 проявлялась тен-
денция к снижению соотношения хлорофиллов a/b в течение 4–7 суток в темноте 
вследствие относительно более медленного снижения содержания хлорофилла b. 

 
Рис. 1. Схема распада хлорофиллов (по: Oda-Yamamizo et al., 2016). 

 

 
 

Рис. 2. Содержание и состав хлорофиллов в розетках арабидоп-
сиса после 0, 4 и 7 суток в темноте. 
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В каждый момент времени содержание хлорофиллов в живой фотосинтезирую-
щей ткани отражает баланс двух процессов: синтеза хлорофиллов и их распада. В целях 
изучения экспрессии генов, ответственных за синтез и распад хлорофиллов, мы иссле-
довали экспрессию 6 генов, отвечающих за деградацию хлорофиллов (NYC1, PPH, 
PAO, SGR1, SGR2, SGRL), и 3 генов, регулирующих синтез АЛК (GRS, HEMA1, GSA1), 
методом ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией. Экспрессия всех иссле-
дованных генов изменялась в процессе индуцированного темнотой старения. При вы-
держивании растений Col-0 и мутанта gdh1gdh2 в течение 4 суток в темноте значитель-
ные различия в профиле экспрессии наблюдали для генов PAO и SGR2. После 7 суток 
пребывания в темноте экспрессия обоих генов оставалась практически неизменной по 
сравнению с точкой «4 суток» для обеих линий. Существенных различий в экспрессии 
генов, обеспечивающих синтез АЛК (GRS, HEMA1 и GSA1), между линиями не обна-
ружено. Это может свидетельствовать о том, что более медленное снижение содержа-
ния хлорофиллов у мутанта обуславливается нарушением их распада, а не ускорением 
синтеза. 

Таким образом, индуцированное темнотой старение у мутанта арабидопсиса по 
генам NAD-зависимой глутаматдегидрогеназы gdh1gdh2 развивается иначе, чем у ли-
нии дикого типа Col-0. Снижение содержания хлорофиллов у мутанта происходит зна-
чительно медленнее. Ряд генов, ответственных за деградацию хлорофиллов (PAO, 
SGR2), в мутантных растениях экспрессируются на более низком уровне, чем у расте-
ний Col-0, при одних и тех же сроках выдерживания в темноте. Обнаруженные факты 
хорошо согласуются с визуальными наблюдениями – менее выраженное пожелтение 
листьев у мутантных растений при длительном выдерживании их в темноте. 

Работа выполнена с использованием оборудования ЦКП «Биоаналитика»       
СИФИБР СО РАН. 
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