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Перекисне окислення ліпідів у Arabidopsis thaliana дикого типу та мутантної лінії КО-Сat2 ... 
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Мета. В умовах теплового стресу в рослинній клітині виникають пошкодження 
внаслідок денатураöії білків і підсилення утворення активних форм кисню (АФК). Метою 
дослідження було з’ясування функöіональної ролі різних ізоформ каталази (CAT) у 
захисті рослин від підвищених температур. Методи. Листя рослин арабідопсису дикого 
типу та КО-Cat2 нокаут-мутанта піддавали термічній обробöі. За розвитком відповіді на 
тепловий стрес спостерігали, порівнюючи інтенсивність перекисного окислення ліпідів 
мембран, що було індуковане АФК. Резулüтати. Встановлено, що помірна (37 °C) і ще 
більш жорстка (44 °C) термічна обробка спричиняла активаöію перекисного окислення 
ліпідів у листках арабідопсису. Підсилення рівня перекисного окислення ліпідів у КО-
Cat2 нокаут-мутанта порівняно з диким типом було виявлено на ранній стадії (1 год) 
помірної теплової обробки і у фазі відновлення після жорсткого теплового стресу, тоді 
як за інших режимів стресової обробки відмінностей виявлено не було. Висновки. 
Отримані дані вказують на те, що CAT2 бере участь у захисті рослинної клітини від 
термооксидативного стресу; втрата öієї ізоформи в мутанта може бути хоча б частково 
компенсована активізаöією альтернативних захисних механізмів.

Ключові слова: Arabidopsis thaliana, тепловий стрес, перекисне окислення ліпідів, 
каталаза, нокаутні мутанти.

Вñòуп. Зростання теìператури навколишнього середовища на 5–10 °C вище 
оптиìальної призводить до пошкоджень, а за подальшого зростання 

теìператури та часу д³ї – до загибел³ рослин. îсновниìи порушенняìи, як³ 
виникають на кл³тинноìу р³вн³ за уìов теплового стресу, є денатурац³я б³лк³в та 
зб³льшення продукц³ї активних форì кисню (àФê), зокреìа пероксиду водню 
(Í2î2) [1 – 3]. Зростання р³вня àФê призводить до окислення б³лк³в, нуклеїнових 
кислот та до п³дсилення перекисного окислення л³п³д³в (Пîë) кл³тинних 
ìеìбран [4]. àктивац³я цього процесу у рослинних орган³зì³в спостер³гається 
за д³ї р³зних несприятливих чинник³в б³отичної та аб³отичної природи, в тоìу 
числ³ п³двищених теìператур [5].

ð³вень àФê у рослинн³й кл³тин³ контролює захисна антиоксидантна систеìа, 
до якої належать низькоìолекулярн³ антиоксиданти та ряд ферìент³в [6, 7]. 
Зокреìа, до ферìент³в, що безпосередньо залучен³ до розщеплення перокси-
ду водню, належать каталаза (CAT), аскорбат (àðõ) та гваякол (POD) перокси-
дази [6]. ó рослин кожен ³з цих трьох ферìент³в представлений дек³лькоìа ³зо-
форìаìи, як³ кодуються членаìи в³дпов³дних ìультигенних родин та в³дпов³да-
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ють за знешкодження пероксиду водню у 
р³зних кл³тинних коìпартìентах [6, 8, 9]. 
òак, ìультигенна родина, що кодує ñàò у 
Arabidopsis thaliana, нал³чує три гени – 
Саt1, Саt2 та Саt3 [10]. âс³ три ³зофорìи 
ñàò знаходяться у пероксисоìах ³ забез-
печують розщеплення пероксиду водню, 
який утворюється у ц³й органел³, в першу 
чергу – внасл³док фотодихання. При цьоìу 
найб³льш експресованою у листках араб³-
допсису є ³зофорìа ñàò2, на яку припадає 
приблизно 70% в³д загальної активност³ 
[10, 11]. ó ìежах одн³єї рослини активн³сть 
каталази ìоже суттєво в³др³знятись у р³з-
них органах та залежати в³д в³ку або стад³ї 
розвитку. Зокреìа, ³зофорìа ñàò1 у лист-
ках араб³допсису активується лише п³д час 
стар³ння, а активн³сть ñàò3 спостер³гаєть-
ся переважно у пров³дних кл³тинах [11, 12]. 
â³доìо, що ñàò виконує важливу роль у за-
хист³ рослинної кл³тини за д³ї багатьох 
стресових чинник³в аб³отичної природи 
[13–15]. ó рослин араб³допсису зì³ни ак-
тивност³ ñàò виявлено за д³ї р³зних стресо-
р³в, у тоìу числ³ – за д³ї п³двищених теìпе-
ратур [16]. Проте захисна роль окреìих 
³зофорì вивчена все ще недостатньо. 

Зручною ìоделлю для з’ясування 
ф³з³о лог³чної рол³ окреìих ³зофорì ñàò є 
ìутантн³ форìи, у яких втрачено актив-
н³сть певної ³зофорìи. òоìу для вивчення 
участ³ ñàò2 у захист³ рослин араб³допсису 
за д³ї п³двищених теìператур ìи пор³вняли 
реакц³ю на стрес рослин дикого типу та но-
каутної л³н³ї з порушеною експрес³єю ³зо-
форìи ñàò2. Як ³нтегративний показник, 
який в³дображає зì³ни ф³з³олог³чного ста-
ну рослин за уìов теплового стресу, було 
обрано вì³ст у кл³тин³ т³обарб³туратактив-
них продукт³в (òБêàП), як³ виникають вна-
сл³док Пîë. 

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
äосл³дження проводили на 7-тижневих 

рослинах Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
екотипу Columbia 0 (дикий тип, äò) та но-

каутної ìутантної л³н³ї, KO-Сat2 (SALK 
057998), яку отриìано з колекц³ї NASC 
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre, 
University of Nottingham, âелика Брита-
н³я). öя нокаутна л³н³я ì³стить ³нсерц³ю 
ò-äÍê у кодуюч³й д³лянц³ гена каталази 
Cat2, що призводить до повної втрати його 
експрес³ї. 

ðослини вирощували у ґрунт³ в культи-
вац³йн³й к³ìнат³ при стал³й теìператур³ 
20 °ñ, осв³тленн³ 2,5 кëк в уìовах 16-го-
динного св³тлового дня. П³сля 6,5 тижн³в 
теìпературу вирощування зб³льшували до 
28 °ñ та продовжували культивування рос-
лин ще 48 год. ó наших попередн³х досл³-
дженнях встановлено, що такий режиì 
культивування п³дсилює кл³тинну в³дпов³дь 
араб³допсису на тепловий стрес [9]. 

äля стресової обробки в³дбирали 
лише по 5–6 добре розвинутих листк³в ³з 
середньої частини розетки; найìолодш³ 
та найстарш³ листки не використовували. 
òеплову обробку проводили на терìо-
статован³й водян³й бан³ в кон³чних скля-
них колбах об’єìоì 100 ìл, в як³ вносили 
по 25 ìл iнкубацiйного буфера (1 ìì ка-
л³й-фосфатний буфер, рÍ 6,0) та по 10–
15 листк³в. îбробку зд³йснювали в теì-
ряв³ протягоì 1, 2 та 4 год за 20, 37 та 
44°ñ. 

äля вивчення процес³в, що в³дбува-
ються у фаз³ постстресової репарац³ї, че-
рез 1 або 2 год п³сля початку теплової об-
робки зразки переносили в каìеру, де 
п³дтриìували теìпературу 20 °ñ, ³ продо-
вжували ³нкубац³ю протягоì 1 або 2 год, 
в³дпов³дно. êонтролеì були зразки, як³ ³н-
кубувались протягоì зазначеного часу у 
теìряв³ за теìператури 20 °ñ. П³сля за-
вершення обробки рослини заìорожува-
ли в р³дкоìу азот³ та збер³гали в ìоро-
зильн³й каìер³ за теìператури –70 °ñ для 
подальших досл³джень. Як додатковий 
контроль використовували ³нтактн³ лист-
ки, як³ заìорожували безпосередньо п³с-
ля в³докреìлення в³д рослини.



ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2012, том 10, № 2 197

Перекисне окислення ліпідів у Arabidopsis thaliana дикого типу та мутантної лінії КО-Сat2 ... 

âизначення вì³сту òБêàП проводили за 
ìетодоì, описаниì в л³тератур³ [17]. äля 
екстрагування òБêàП до 1 ìл 96% ацетону 
додавали 100 ìг рослинного ìатер³алу, 
розтертого в р³дкоìу азот³, та центрифугу-
вали при 4 °ñ за 14000 g протягоì 15 хв. 
П³сля центрифугування супернатант пере-
носили у чисту центрифужну проб³рку, до-
давали 500 ìкл дистильованої води та 
1,5 ìл 0,5% розчину т³обарб³турової кис-
лоти (òБê) в 20% трихлороцтов³й кислот³ 
(òõî). Проби ³нкубували на кипляч³й водя-
н³й бан³ протягоì 30 хв, доводили 96% 
ацетоноì до 3 ìл та охолоджували на льо-
ду 10 хв. П³сля цього проби центрифугува-
ли 10 хв при 3000 g та переносили надоса-
дову р³дину в чист³ проб³рки. Паралельно 
готували холосту контрольну пробу без до-
давання рослинного ìатер³алу. îптичну 
щ³льн³сть отриìаних проб визначали на 
спектрофотоìетр³ ñФ-46 за довжин хвиль 
440, 532 та 600 нì ³ розраховували вì³ст 
òБêàП, як описано в робот³ Du and 
Bramlage [17].

âс³ експериìенти було повторено для 
п’яти незалежно вирощених парт³й рос-
лин. êожне виì³рювання вì³сту òБêàП 
проводили у 3–4 паралельних пробах. ñта-
тистичну достов³рн³сть отриìаних даних 
оц³нювали з використанняì двовиб³рково-
го t-критер³ю для залежних виб³рок [18]. 

Рåзуëüòàòè òà обãоâоðåííя
îтриìан³ наìи результати показують, 

що у листках 7-тижневих ³нтактних рослин 
нокаутної л³н³ї êî-Cat2, як³ зростали за 
оптиìальних уìов культивування, концен-
трац³я òБêàП була на 33% нижчою, н³ж у ³н-
тактних рослин äò (рисунок). ó наших по-
передн³х досл³дженнях встановлено, що у 
л³н³ї KO-Сat2 д³йсно повн³стю в³дсутня ак-
тивн³сть ³зофорìи ñàò2, але ця втрата 
частково коìпенсується додатковою акти-
вац³єю ³зофорìи ñàò3 [19]. òиì не ìенш, 
загальна каталазна активн³сть у листках 
7-тижневих нокаутних рослин знижена 
ìайже в 3 рази пор³вняно ³з рослинаìи äò. 
Пор³вняння наших нових та попередн³х ре-

Рèñуíок. âì³ст òБêàП (нìоль/г сирої ìаси) у листках рослин A. thaliana дикого типу (äò) та нокаутної л³н³ї KO-Сat2 в уìовах 
теплового стресу. ð³зниця достов³рна (p<0,05) ì³ж контрольниìи та ³нтактниìи рослинаìи (1), ì³ж стресованиìи та 
контрольниìи рослинаìи (2), ì³ж рослинаìи за уìов стресу та постстресового в³дновлення (3), ì³ж рослинаìи äò 
та KO-Сat2 (4)
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зультат³в дозволяє стверджувати, що в³д-
сутн³сть ³зофорìи ñàò2 не т³льки не при-
зводить до п³дсилення Пîë, а навпаки – 
супроводжується його зìеншенняì, що 
ìоже бути пов’язано ³з зниженняì р³вня 
àФê. ñкладається враження, що у рослин-
н³й кл³тин³ ³снують ìетабол³чн³ ìехан³зìи, 
як³ за оптиìальних уìов культивування 
здатн³ коìпенсувати в³дсутн³сть ³зофорìи 
CAT2 у ìутантних рослин. ðан³ше наìи по-
казано, що 5-тижнев³ ³нтактн³ рослини обох 
л³н³й не в³др³зняються за вì³стоì òБêàП 
[20]. îтже, коìпенсаторн³ ìехан³зìи у ìу-
тантної л³н³ї по-р³зноìу працюють у рослин 
р³зного в³ку.

ðезультати анал³зу насл³дк³в теплової 
обробки показали, що у рослин êî-Cat2 
вже за д³ї 1-годинного поì³рного теплово-
го стресу (37 °ñ) р³вень òБêàП зростає на 
34% пор³вняно з контролеì, у той час як у 
äò в³н залишається незì³нниì. öе ìоже 
бути св³дченняì того, що на початковоìу 
етап³ стресової в³дпов³д³ у рослин з в³дсут-
ньою ³зофорìою ñàò2 в³дбувається п³дси-
лене зростання р³вня àФê, що призводить 
до активац³ї Пîë. îтже, захисн³ ìехан³зìи, 
як³ усп³шно коìпенсують втрату ñàò2 у ³н-
тактних рослин, є недостатньо ефективни-
ìи в уìовах теплового стресу. â той же час 
отриìан³ дан³ св³дчать, що ñàò2 бере 
участь у захист³ рослинної кл³тини в³д по-
шкодження на ранн³й фаз³ (1 год) теплово-
го стресу, адже активац³я Пîë за цих уìов 
спостер³гається лише за в³дсутност³ ц³єї 
³зофорìи. 

За д³ї 2-годинної теплової обробки за 
37 °ñ пор³вняно з контролеì р³вень òБêàП 
зростав лише на 16% у рослин äò та на 
15% у êî-Cat2, ³ це зростання було ста-
тистично нев³рог³дниì. Íа противагу цьо-
ìу, суттєве достов³рне зростання р³вня 
òБêàП – на 59% у рослин äò та на 43% у 
êî-Cat2 – спостер³гали за д³ї 4-годинної 
поì³рної стресової обробки. При цьоìу 
р³зниця ì³ж двоìа л³н³яìи за вì³стоì 
òБêàП у стресових уìовах виявилася нев³-

рог³дною. îтже, ñàò2 не бере участ³ у 
контрол³ Пîë за д³ї 2–4-годинного поì³р-
ного теплового стресу. àльтернативниì 
поясненняì в³дсутност³ р³зниц³ ì³ж ìу-
тантниìи рослинаìи та äò ìоже бути ак-
тивац³я в уìовах стресу ìехан³зì³в, як³ 
коìпенсують в³дсутн³сть ñàò2. ó такоìу 
випадку зб³льшення р³вня òБêàП, заф³к-
соване наìи у êî-Cat2 за 1-годинної об-
робки, ìоже вказувати на те, що для акти-
вац³ї коìпенсаторних ìехан³зì³в в уìовах 
стресу (напр., синтез антистресових б³л-
к³в) необх³дно як ì³н³ìуì 2 год. îстання 
пропозиц³я добре узгоджується з нашиìи 
поперед н³ìи даниìи про динаì³ку тран-
скрипц³ї та трансляц³ї ìðÍê в уìовах те-
плового стресу [1, 9, 21].

Зазначиìо, що у попередн³х досл³-
дженнях нашої лаборатор³ї встановлено 
тиìчасове п³двищення р³вня пероксиду 
водню у кл³тинах A. thaliana в уìовах теп-
лового стресу. При цьоìу ìаксиìальний 
р³вень спостер³гали протягоì першої го-
дини обробки за 37 °ñ, тод³ як протягоì 
четвертої години р³вень пероксиду водню 
практично знижувався до контрольного 
р³вня [1]. Пор³вняння цих результат³в ³з но-
виìи даниìи св³дчить, що за уìов тепло-
вого стресу р³вень Пîë продовжує зроста-
ти ³ п³сля зниження р³вня пероксиду водню. 
öе зниження йìов³рно є насл³дкоì зìен-
шення продукц³ї пероксиду водню, а не 
п³дсилення його розщеплення, оск³льки 
активн³сть таких ферìент³в, як àðõ та POD 
за д³ї 4-годинного поì³рного стресу не 
зростала, а жорсткого (44 °ñ) – нав³ть зни-
жувалася [9, 22]. 

Жорстка теплова обробка (44°ñ) протя-
гоì 1, 2 або 4 год призводила до зростання 
вì³сту òБêàП на 32–57% у äò та на 36–
55% у нокаутних рослин êî-Cat2 (рису-
нок). При цьоìу за 1- та 2-годинної оброб-
ки вì³ст òБêàП за д³ї жорсткого стресу ви-
явився вищиì, н³ж за д³ї поì³рного. öе 
спостереження добре узгоджується ³з по-
передн³ìи даниìи про те, що р³вень пе-
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роксиду водню в уìовах жорсткого тепло-
вого стресу зростає швидше та сильн³ше, 
н³ж за д³ї поì³рного [1]. П³сля 4-годинної 
обробки р³зниц³ у вì³ст³ òБêàП ì³ж поì³р-
ниì та жорсткиì стресоì не спостер³гали. 
òакож за д³ї жорсткого стресу не виявлено 
достов³рної р³зниц³ ì³ж äò та êî-Cat2. 

â обох досл³джуваних л³н³ях рослин у 
фаз³ в³дновлення (³нкубац³я при 20 °ñ) п³сля 
поì³рного теплового стресу суттєвих зì³н 
р³вня òБêàП не виявлено. Проте у фаз³ в³д-
новлення п³сля 1- та 2-годинного жорстко-
го теплового стресу для рослин äò виявле-
но статистично в³рог³дне зниження вì³сту 
òБêàП, в³дпов³дно, на 23% та 25%. öе 
св³дчить про те, що у фаз³ в³дновлення ре-
парац³йн³ процеси, зокреìа, забезпечують 
зìеншення р³вня Пîë, а отже – в³дновлен-
ня кл³тинних ìеìбран.

Íа в³дì³ну в³д рослин äò, у êî-Cat2 у 
фаз³ в³дновлення п³сля 1-годинної ³нкубац³ї 
за 44 °ñ спостер³гали лише незначне ста-
тистичне нев³рог³дне зниження вì³сту 
òБêàП, тод³ як п³сля 2-годинного жорстко-
го теплового стресу 2-годинне в³дновлен-
ня за 20 °ñ не т³льки не призводило до 
 зниження концентрац³ї òБêàП, а навпаки – 
супроводжувалося зростанняì цього по-
казника на 17%. âнасл³док цього концен-
трац³я òБêàП у рослин ìутантної л³н³ї ста-
вала на 29% вищою, н³ж у äò. îтже, за 
в³дсутност³ ³зофорìи ñàò2 у кл³тинах ара-
б³допсису репаративн³ процеси у нокаут-
них рослин êî-Cat2 є ìенш ефективниìи 
та пов³льн³шиìи, н³ж у рослин äò.

âарто також зазначити, що ì³ж ³нтакт-
ниìи рослинаìи äò та контрольниìи зраз-
каìи, що ³нкубувалися протягоì 1, 2 та 4 
год за 20 °ñ, не виявлено достов³рної р³з-
ниц³ у р³вн³ òБêàП. ó той же час у конт-
рольних зразках êî-Cat2 вì³ст òБêàП 
зростав, починаючи з другої години ³нкубу-
вання. ìаксиìальне зростання р³вня 
òБêàП на 42% пор³вняно з ³нтактниìи рос-
линаìи виявили у êî-Cat2 за 4-годинного 
³нкубування за 20 °ñ.

àнал³з ус³х отриìаних даних св³дчить, 
що у рослин äò пор³вняно з êî-Cat2 най-
б³льш п³двищениì – на 49% – р³вень Пîë 
виявився у ³нтактних та контрольних зраз-
ках, як³ п³ддавалися ³нкубуванню за 20 °ñ 
протягоì 1 год. ó той же час у фаз³ пост-
стресового в³дновлення р³зниця ì³ж обоìа 
л³н³яìи була в³дсутня або нав³ть спостер³-
галось перевищення р³вня Пîë у êî-Cat2 
на 17%. äля вс³х ³нших зразк³в р³вень Пîë 
у êî-Cat2 та äò був однаковиì, або ж р³з-
ниця виявилася статистично нев³рог³дною. 
îтже, ìетабол³чн³ ìехан³зìи, що коìпен-
сують в³дсутн³сть ³зофорìи ñàò2 та п³д-
триìують процеси Пîë на низькоìу р³вн³ у 
³нтактних 7-тижневих рослин ìутант³в, як³ 
зростають за оптиìальних уìов культиву-
вання, стають ìенш ефективниìи при ³н-
кубуванн³ рослин в уìовах досл³ду. àле 
найìенш ефективниìи вони є у фаз³ пост-
стресового в³дновлення, коли р³вень Пîë у 
нокаутного ìутанта êî-Cat2 стає вищиì, 
н³ж у рослин äò. 

Вèñíоâкè
â ц³лоìу отриìан³ наìи результати по-

казують, що поì³рний тепловий стрес 
спричиняє у листках A. thaliana зростання 
процес³в Пîë, яке досягає ìаксиìуìу за 
д³ї 4-годинної стресової обробки. Жорстк³ 
теìпературн³ уìови призводять до б³ль-
шого зростання концентрац³ї òБêàП в обох 
досл³джуваних л³н³ях араб³допсису, почи-
наючи з першої години стресового впливу. 
ó нокаутних рослин у зв’язку з в³дсутн³стю 
³зофорìи ñàò2 пор³вняно з рослинаìи äò 
активац³я Пîë на ранн³х етапах стресової 
обробки в³дбувається сильн³ше, а пост-
стресов³ репаративн³ процеси проходять 
г³рше.  
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Цåëü. Под воздействиеì теплового стресса в 
растительной клетке возникают повреждения 
в результате денатурации белков и усиления 
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образования активных форì кислорода 
(àФê). öелью исследования было выяснение 
функциональной роли различных изофорì 
каталазы (CAT) в защите растений от 
повышенных теìператур. Ìåòоды. ëистья 
растений Arabidopsis thaliana дикого типа и êî-
Cat2 нокаут-ìутанта подвергали терìической 
обработке и наблюдали за развитиеì ответа 
на тепловой стресс, сравнивая интенсивность 
индуцированного àФê перекисного окисления 
липидов ìеìбран. Рåзуëüòàòы. óстановле-
но, что уìеренная (37 °C) и в большей сте-
пени жесткая (44 °C) терìическая обработ-
ка вызывала активацию перекисного окис-
ления липидов в листьях арабидопсиса. 
Повышение уровня перекисного окисления ли-
пидов у êî-Cat2 нокаут-ìутанта по сравнению 
с дикиì типоì было обнаружено на ранней 
стадии (1 час) уìеренной тепловой обработки 
и в фазе восстановления после жесткого 
теплового стресса, тогда как при других 
режиìах стрессовой обработки различий не 
наблюдалось. Выâоды. Полученные данные 
показывают, что CAT2 приниìает участие в за-
щите растительной клетки от терìооксидатив-
ного стресса; потеря этой изофорìы у ìутанта 
ìожет быть хотя бы частично коìпенсирована 
активизацией альтернативных защитных ìеха-
низìов. 

Кëючåâыå ñëоâà: Arabidopsis thaliana, 
тепловой стресс, перекисное окисление 
липидов, каталаза, нокаутные ìутанты.

LIPID PEROXIDATION IN ARABIDOPSIS THALI-
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Aim. Denaturation of proteins and increased 
generation of reactive oxygen species (ROS) 
results in plant cell injury upon heat stress. The 
aim of the study was to elucidate the function-
al role of different catalase (CAT) isoforms in 
plant protection upon increased temperatures. 
Methods. Leaves of Arabidopsis thaliana of 
wild type and êî-Cat2 knock-out mutant plants 
were subjected to heat treatment. Development 
of heat stress response was monitored com-
paring the intensities of membrane lipid perox-
idation induced by ROS. Results. It was dem-
onstrated that moderate (37°C) and, especially, 
severe (44°C) heat treatment activates lipid per-
oxidation in Arabidopsis leaves. Increased level 
of lipid peroxidation in êî-Cat2 knock-out mu-
tant compared to wild type plants was revealed 
at early stage (1 hour) of moderate heat treat-
ment and in the recovery phase after severe heat 
stress. However, no difference was found upon 
other stress regimes tested. Conclusions. The 
data indicate that CAT2 is involved in plant cell 
protection against thermooxidative stress; the 
loss of this isoform in the mutant can be at least 
partially compensated by activation of alterna-
tive protective mechanisms.

Key words: Arabidopsis thaliana, heat stress, 
lipid peroxidation, catalase, knock-out mutants.


