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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 денатурації білків і підсилення утворення активних форм кисню (АФК). Метою 
дослідження було з’ясування функціональної ролі різних ізоформ каталази (CAT) у 
захисті рослин від підвищених температур. Методи. Листя рослин арабідопсису дикого 
типу та КО-Cat2 нокаут-мутанта піддавали термічній обробці. За розвитком відповіді на 
тепловий стрес спостерігали, порівнюючи інтенсивність перекисного окислення ліпідів 
мембран, що було індуковане АФК. Результати. Встановлено, що помірна (37 °C) і ще 
більш жорстка (44 °C) термічна обробка спричиняла активацію 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 цієї ізоформи в мутанта може бути хоча б частково 
компенсована активізацією альтернативних захисних механізмів.

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

Вступ. Зростання температури навколишнього середовища на 5–10 °C вище 
оптимальної призводить до пошкоджень, а за подальшого зростання 

температури та часу дії – до загибелі рослин. Основними порушеннями, які 
виникають на клітинному рівні за умов теплового стресу, є денатурація білків та 
збільшення продукції активних форм кисню (АФК), зокрема пероксиду водню 
(Н2О2) [1 – 3]. Зростання рівня АФК призводить до окислення білків, нуклеїнових 
кислот та до підсилення перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) клітинних 
мембран [4]. Активація цього процесу у рослинних організмів спостерігається 
за дії різних несприятливих чинників біотичної та абіотичної природи, в тому 
числі підвищених температур [5].

Рівень АФК у рослинній клітині контролює захисна антиоксидантна система, 
до якої належать низькомолекулярні антиоксиданти та ряд ферментів [6, 7]. 
Зокрема, до ферментів, що безпосередньо залучені до розщеплення перокси-
ду водню, належать каталаза (CAT), аскорбат (АРХ) та гваякол (POD) перокси-
дази [6]. У рослин кожен із цих трьох ферментів представлений декількома ізо-
формами, які кодуються членами відповідних мультигенних родин та відповіда-
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ють за знешкодження пероксиду водню у 
різних клітинних компартментах [6, 8, 9]. 
Так, мультигенна родина, що кодує САТ у 
Arabidopsis thaliana, налічує три гени – 
Саt1, Саt2 та Саt3 [10]. Всі три ізоформи 
САТ знаходяться у пероксисомах і забез-
печують розщеплення пероксиду водню, 
який утворюється у цій органелі, в першу 
чергу – внаслідок фотодихання. При цьому 
найбільш експресованою у листках арабі-
допсису є ізоформа САТ2, на яку припадає 
приблизно 70% від загальної активності 
[10, 11]. У межах однієї рослини активність 
каталази може суттєво відрізнятись у різ-
них органах та залежати від віку або стадії 
розвитку. Зокрема, ізоформа САТ1 у лист-
ках арабідопсису активується лише під час 
старіння, а активність САТ3 спостерігаєть-
ся переважно у провідних клітинах [11, 12]. 
Відомо, що САТ виконує важливу роль у за-
хисті рослинної клітини за дії багатьох 
стресових чинників абіотичної природи 
[13–15]. У рослин арабідопсису зміни ак-
тивності САТ виявлено за дії різних стресо-
рів, у тому числі – за дії підвищених темпе-
ратур [16]. Проте захисна роль окремих 
ізоформ вивчена все ще недостатньо. 

Зручною моделлю для з’ясування 
фізіологічної ролі окремих ізоформ САТ є 
мутантні форми, у яких втрачено актив-
ність певної ізоформи. Тому для вивчення 
участі САТ2 у захисті рослин арабідопсису 
за дії підвищених температур ми порівняли 
реакцію на стрес рослин дикого типу та но-
каутної лінії з порушеною експресією ізо-
форми САТ2. Як інтегративний показник, 
який відображає зміни фізіологічного ста-
ну рослин за умов теплового стресу, було 
обрано вміст у клітині тіобарбітуратактив-
них продуктів (ТБКАП), які виникають вна-
слідок ПОЛ. 

Матеріали і методи
Дослідження проводили на 7-тижневих 

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

каутної мутантної лінії, KO-Сat2 (SALK 
057998), яку отримано з колекції NASC 
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre, 
University of Nottingham, Велика Брита-
нія). Ця нокаутна лінія містить інсерцію 
Т-ДНК у кодуючій ділянці гена каталази 
Cat2, що призводить до повної втрати його 
експресії. 

Рослини вирощували у ґрунті в культи-
ваційній кімнаті при сталій температурі 
20  °С, освітленні 2,5 кЛк в умовах 16-го-
динного світлового дня. Після 6,5 тижнів 
температуру вирощування збільшували до 
28 °С та продовжували культивування рос-
лин ще 48 год. У наших попередніх дослі-
дженнях встановлено, що такий режим 
культивування підсилює клітинну відповідь 
арабідопсису на тепловий стрес [9]. 

Для стресової обробки відбирали 
лише по 5–6 добре розвинутих листків із 
середньої частини розетки; наймолодші 
та найстарші листки не використовували. 
Теплову обробку проводили на термо-
статованій водяній бані в конічних скля-
них колбах об’ємом 100 мл, в які вносили 
по 25 мл iнкубацiйного буфера (1 мМ ка-
лій-фосфатний буфер, рН 6,0) та по 10–
15 листків. Обробку здійснювали в тем-
ряві протягом 1, 2 та 4 год за 20, 37 та 
44°С. 

Для вивчення процесів, що відбува-
ються у фазі постстресової репарації, че-
рез 1 або 2 год після початку теплової об-
робки зразки переносили в камеру, де 
підтримували температуру 20 °С, і продо-
вжували інкубацію протягом 1 або 2 год, 
відповідно. Контролем були зразки, які ін-
кубувались протягом зазначеного часу у 
темряві за температури 20  °С. Після за-
вершення обробки рослини заморожува-
ли в рідкому азоті та зберігали в моро-
зильній камері за температури –70 °С для 
подальших досліджень. Як додатковий 
контроль використовували інтактні лист-
ки, які заморожували безпосередньо піс-
ля відокремлення від рослини.
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Визначення вмісту ТБКАП проводили за 
методом, описаним в літературі [17]. Для 
екстрагування ТБКАП до 1 мл 96% ацетону 
додавали 100 мг рослинного матеріалу, 
розтертого в рідкому азоті, та центрифугу-
вали при 4 °С за 14000 g протягом 15 хв. 
Після центрифугування супернатант пере-
носили у чисту центрифужну пробірку, до-
давали 500 мкл дистильованої води та 
1,5 м л 0,5% розчину тіобарбітурової кис-
лоти (ТБК) в 20% трихлороцтовій кислоті 
(ТХО). Проби інкубували на киплячій водя-
ній бані протягом 30 хв, доводили 96% 
ацетоном до 3 мл та охолоджували на льо-
ду 10 хв. Після цього проби центрифугува-
ли 10 хв при 3000 g та переносили надоса-
дову рідину в чисті пробірки. Паралельно 
готували холосту контрольну пробу без до-
давання рослинного матеріалу. Оптичну 
щільність отриманих проб визначали на 
спектрофотометрі СФ-46 за довжин хвиль 
440, 532 та 600 нм і розраховували вміст 
ТБКАП, як описано в роботі Du and 
Bramlage [17].

Всі експерименти було повторено для 
п’яти незалежно вирощених партій рос-
лин. Кожне вимірювання вмісту ТБКАП 
проводили у 3–4 паралельних пробах. Ста-
тистичну достовірність отриманих даних 
оцінювали з використанням двовибірково-
го t-критерію для залежних вибірок [18]. 

Результати та обговорення
Отримані нами результати показують, 

що у листках 7-тижневих інтактних рослин 
нокаутної лінії КО-Cat2, які зростали за 
оптимальних умов культивування, концен-
трація ТБКАП була на 33% нижчою, ніж у ін-
тактних рослин ДТ (рисунок). У наших по-
передніх дослідженнях встановлено, що у 
лінії KO-Сat2 дійсно повністю відсутня ак-
тивність ізоформи САТ2, але ця втрата 
частково компенсується додатковою акти-
вацією ізоформи САТ3 [19]. Тим не менш, 
загальна каталазна активність у листках 
7-тижневих нокаутних рослин знижена 
майже в 3 рази порівняно із рослинами ДТ. 
Порівняння наших нових та попередніх ре-

Рисунок. Вміст ТБКАП (нмоль/г сирої маси) у листках рослин A. thaliana дикого типу (ДТ) та нокаутної лінії KO-Сat2 в умовах 
теплового стресу. Різниця достовірна (p<0,05) між контрольними та інтактними рослинами (1), між стресованими та 
контрольними рослинами (2), між рослинами за умов стресу та постстресового відновлення (3), між рослинами ДТ 
та KO-Сat2 (4)
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зультатів дозволяє стверджувати, що від-
сутність ізоформи САТ2 не тільки не при-
зводить до підсилення ПОЛ, а навпаки – 
супроводжується його зменшенням, що 
може бути пов’язано із зниженням рівня 
АФК. Складається враження, що у рослин-
ній клітині існують метаболічні механізми, 
які за оптимальних умов культивування 
здатні компенсувати відсутність ізоформи 
CAT2 у мутантних рослин. Раніше нами по-
казано, що 5-тижневі інтактні рослини обох 
ліній не відрізняються за вмістом ТБКАП 
[20]. Отже, компенсаторні механізми у му-
тантної лінії по-різному працюють у рослин 
різного віку.

Результати аналізу наслідків теплової 
обробки показали, що у рослин КО-Cat2 
вже за дії 1-годинного помірного теплово-
го стресу (37 °С) рівень ТБКАП зростає на 
34% порівняно з контролем, у той час як у 
ДТ він залишається незмінним. Це може 
бути свідченням того, що на початковому 
етапі стресової відповіді у рослин з відсут-
ньою ізоформою САТ2 відбувається підси-
лене зростання рівня АФК, що призводить 
до активації ПОЛ. Отже, захисні механізми, 
які успішно компенсують втрату САТ2 у ін-
тактних рослин, є недостатньо ефективни-
ми в умовах теплового стресу. В той же час 
отримані дані свідчать, що САТ2 бере 
участь у захисті рослинної клітини від по-
шкодження на ранній фазі (1 год) теплово-
го стресу, адже активація ПОЛ за цих умов 
спостерігається лише за відсутності цієї 
ізоформи. 

За дії 2-годинної теплової обробки за 
37 °С порівняно з контролем рівень ТБКАП 
зростав лише на 16% у рослин ДТ та на 
15% у КО-Cat2, і це зростання було ста-
тистично невірогідним. На противагу цьо-
му, суттєве достовірне зростання рівня 
ТБКАП – на 59% у рослин ДТ та на 43% у 
КО-Cat2 – спостерігали за дії 4-годинної 
помірної стресової обробки. При цьому 
різниця між двома лініями за вмістом 
ТБКАП у стресових умовах виявилася неві-

рогідною. Отже, САТ2 не бере участі у 
контролі ПОЛ за дії 2–4-годинного помір-
ного теплового стресу. Альтернативним 
поясненням відсутності різниці між му-
тантними рослинами та ДТ може бути ак-
тивація в умовах стресу механізмів, які 
компенсують відсутність САТ2. У такому 
випадку збільшення рівня ТБКАП, зафік
соване нами у КО-Cat2 за 1-годинної об-
робки, може вказувати на те, що для акти-
вації компенсаторних механізмів в умовах 
стресу (напр., синтез антистресових біл-
ків) необхідно як мінімум 2 год. Остання 
пропозиція добре узгоджується з нашими 
попередніми даними про динаміку тран-
скрипції та трансляції мРНК в умовах те-
плового стресу [1, 9, 21].

Зазначимо, що у попередніх дослі-
дженнях нашої лабораторії встановлено 
тимчасове підвищення рівня пероксиду 
водню у клітинах A. thaliana в умовах теп
лового стресу. При цьому максимальний 
рівень спостерігали протягом першої го-
дини обробки за 37  °С, тоді як протягом 
четвертої години рівень пероксиду водню 
практично знижувався до контрольного 
рівня [1]. Порівняння цих результатів із но-
вими даними свідчить, що за умов тепло-
вого стресу рівень ПОЛ продовжує зроста-
ти і після зниження рівня пероксиду водню. 
Це зниження ймовірно є наслідком змен-
шення продукції пероксиду водню, а не 
підсилення його розщеплення, оскільки 
активність таких ферментів, як АРХ та POD 
за дії 4-годинного помірного стресу не 
зростала, а жорсткого (44 °С) – навіть зни-
жувалася [9, 22]. 

Жорстка теплова обробка (44°С) протя-
гом 1, 2 або 4 год призводила до зростання 
вмісту ТБКАП на 32–57% у ДТ та на 36–
55% у нокаутних рослин КО-Cat2 (рису-
нок). При цьому за 1- та 2-годинної оброб-
ки вміст ТБКАП за дії жорсткого стресу ви-
явився вищим, ніж за дії помірного. Це 
спостереження добре узгоджується із по-
передніми даними про те, що рівень пе-
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роксиду водню в умовах жорсткого тепло-
вого стресу зростає швидше та сильніше, 
ніж за дії помірного [1]. Після 4-годинної 
обробки різниці у вмісті ТБКАП між помір-
ним та жорстким стресом не спостерігали. 
Також за дії жорсткого стресу не виявлено 
достовірної різниці між ДТ та КО-Cat2. 

В обох досліджуваних лініях рослин у 
фазі відновлення (інкубація при 20 °С) після 
помірного теплового стресу суттєвих змін 
рівня ТБКАП не виявлено. Проте у фазі від-
новлення після 1- та 2-годинного жорстко-
го теплового стресу для рослин ДТ виявле-
но статистично вірогідне зниження вмісту 
ТБКАП, відповідно, на 23% та 25%. Це 
свідчить про те, що у фазі відновлення ре-
параційні процеси, зокрема, забезпечують 
зменшення рівня ПОЛ, а отже – відновлен-
ня клітинних мембран.

На відміну від рослин ДТ, у КО-Cat2 у 
фазі відновлення після 1-годинної інкубації 
за 44  °С спостерігали лише незначне ста-
тистичне невірогідне зниження вмісту 
ТБКАП, тоді як після 2-годинного жорстко-
го теплового стресу 2-годинне відновлен-
ня за 20  °С не тільки не призводило до 
зниження концентрації ТБКАП, а навпаки – 
супроводжувалося зростанням цього по-
казника на 17%. Внаслідок цього концен-
трація ТБКАП у рослин мутантної лінії ста-
вала на 29% вищою, ніж у ДТ. Отже, за 
відсутності ізоформи САТ2 у клітинах ара-
бідопсису репаративні процеси у нокаут-
них рослин КО-Cat2 є менш ефективними 
та повільнішими, ніж у рослин ДТ.

Варто також зазначити, що між інтакт
ними рослинами ДТ та контрольними зраз-
ками, що інкубувалися протягом 1, 2 та 4 
год за 20  °С, не виявлено достовірної різ-
ниці у рівні ТБКАП. У той же час у конт
рольних зразках КО-Cat2 вміст ТБКАП 
зростав, починаючи з другої години інкубу-
вання. Максимальне зростання рівня 
ТБКАП на 42% порівняно з інтактними рос-
линами виявили у КО-Cat2 за 4-годинного 
інкубування за 20 °С.

Аналіз усіх отриманих даних свідчить, 
що у рослин ДТ порівняно з КО-Cat2 най-
більш підвищеним – на 49% – рівень ПОЛ 
виявився у інтактних та контрольних зраз-
ках, які піддавалися інкубуванню за 20  °С 
протягом 1 год. У той же час у фазі пост-
стресового відновлення різниця між обома 
лініями була відсутня або навіть спостері-
галось перевищення рівня ПОЛ у КО-Cat2 
на 17%. Для всіх інших зразків рівень ПОЛ 
у КО-Cat2 та ДТ був однаковим, або ж різ-
ниця виявилася статистично невірогідною. 
Отже, метаболічні механізми, що компен-
сують відсутність ізоформи САТ2 та під-
тримують процеси ПОЛ на низькому рівні у 
інтактних 7-тижневих рослин мутантів, які 
зростають за оптимальних умов культиву-
вання, стають менш ефективними при ін-
кубуванні рослин в умовах досліду. Але 
найменш ефективними вони є у фазі пост-
стресового відновлення, коли рівень ПОЛ у 
нокаутного мутанта КО-Cat2 стає вищим, 
ніж у рослин ДТ. 

Висновки
В цілому отримані нами результати по-

казують, що помірний тепловий стрес 
спричиняє у листках A. thaliana зростання 
процесів ПОЛ, яке досягає максимуму за 
дії 4-годинної стресової обробки. Жорсткі 
температурні умови призводять до біль-
шого зростання концентрації ТБКАП в обох 
досліджуваних лініях арабідопсису, почи-
наючи з першої години стресового впливу. 
У нокаутних рослин у зв’язку з відсутністю 
ізоформи САТ2 порівняно з рослинами ДТ 
активація ПОЛ на ранніх етапах стресової 
обробки відбувається сильніше, а пост-
стресові репаративні процеси проходять 
гірше.  
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ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ  
У ARABIDOPSIS THALIANA ДИКОГО ТИПА  
И МУТАНТНОЙ ЛИНИИ КО-СAT2 В УСЛОВИЯХ 
ТЕПЛОВОГО СТРЕССА
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И.И. Панчук
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Цель. Под воздействием теплового стресса в 
растительной клетке возникают повреждения 
в результате денатурации белков и усиления 
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образования активных форм кислорода 
(АФК). Целью исследования было выяснение 
функциональной роли различных изоформ 
каталазы (CAT) в защите растений от 
повышенных температур. Методы. Листья 
растений Arabidopsis thaliana дикого типа и КО-
Cat2 нокаут-мутанта подвергали термической 
обработке и наблюдали за развитием ответа 
на тепловой стресс, сравнивая интенсивность 
индуцированного АФК перекисного окисления 
липидов мембран. Результаты. Установле-
но, что умеренная (37 °C) и в большей сте-
пени жесткая (44 °C) термическая обработ-
ка вызывала активацию перекисного окис-
ления липидов в листьях арабидопсиса. 
Повышение уровня перекисного окисления ли-
пидов у КО-Cat2 нокаут-мутанта по сравнению 
с диким типом было обнаружено на ранней 
стадии (1 час) умеренной тепловой обработки 
и в фазе восстановления после жесткого 
теплового стресса, тогда как при других 
режимах стрессовой обработки различий не 
наблюдалось. Выводы. Полученные данные 
показывают, что CAT2 принимает участие в за-
щите растительной клетки от термооксидатив-
ного стресса; потеря этой изоформы у мутанта 
может быть хотя бы частично компенсирована 
активизацией альтернативных защитных меха-
низмов. 

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, 
тепловой стресс, перекисное окисление 
липидов, каталаза, нокаутные мутанты.

LIPID PEROXIDATION IN ARABIDOPSIS THALI-
ANA WILD TYPE AND KO-CAT2 KNOCK-OUT 
MUTANT UPON HEAT STRESS
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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 КО-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 КО-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.


