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Мета. У рослин захисна відповідь на абіотичний стрес охоплює індукцію стресових білків та 

збільшення вмісту низки захисних метаболітів. На сьогодні роль окремих ізоформ антиокси-

дантних ферментів у стресовій відповіді та їх взаємозв’язок із низькомолекулярними захисними 

сполуками все ще залишаються недостатньо з’ясованими. Для вивчення цього питання у 

Arabidopsis thaliana дикого типу та у нокаутного мутанту за геном каталази Cat2 було дослі-

джено вміст поліфенольних сполук (ПФС) за дії сольового стресу. Методи. Вимірювався вміст 

ПФС при різних варіантах обробки рослин хлоридом натрію. Результати. Встановлено, що за 

оптимальних умов культивування вміст ПФС у листках рослин мутантної лінії сat2 із втраче-

ною активністю ізоформи каталази CAT2 більший, ніж у рослин арабідопсису дикого типу. Про-

те, при культивуванні ізольованих пагонів на поживному середовищі у лінії cat2 вичерпання пулу 

ПФС відбувається швидше. При цьому, короткотривалий сольовий стрес однаковою мірою 

підсилює вичерпання пулу ПФС і у рослин ДТ, і у cat2. Висновки. Зростання вмісту ПФС у лист-

ках рослин лінії сat2 є один з проявів метаболічних перебудов, спрямованих на компенсацію зни-

ження каталазної активності, які є наслідком порушення експресії гена Cat2.  

Ключові слова: мультигенні родини, нокаутні мутанти, поліфенольні сполуки, хлорид 

натрію, Arabidopsis thaliana.  

ступ. За останнє десятиліття широко розповсюдженим стало використання нокаутних 

мутантів для вивчення функції певних генів у рослин. Особливо важливим є з’ясування 

ролі у відповіді рослин на дію абіотичного стресу окремих членів мультигенних родин, які 

кодують стресові білки, напр., ферменти антиоксидантної системи. Серед таких ферментів 

важливе місце посідає каталаза, яка у арабідопсису кодується трьома генами, експресія 
яких змінюється в залежності від стадії розвитку або дії різних чинників [1–3].  

Крім стресових білків, у захисті рослинної клітини важливу роль відіграють низько-

молекулярні метаболіти, вміст яких зростає за умов стресу. До таких метаболітів, зок-

рема, належать поліфенольні сполуки (ПФС), або ж вторинні клітинні метаболіти 

фенольної природи, які мають антиоксидантні властивості. Останнє зумовлено 
здатністю ПФС легко вступати в окисно-відновні реакції в якості донорів водню чи 

електронів та знешкоджувати активні форми кисню (АФК) [4–6]. 

Одним із лімітуючих факторів продуктивності рослинництва є засолення ґрунтів. 

Це пов’язано з токсичним впливом надлишку іонів натрію та осмотичним стресом, що 

викликається у рослинній клітині цими іонами [7–9]. Сольовий стрес зумовлює 

надвідновлення фотосинтетичного електронтранспортного ланцюга і призводить до 
утворення АФК, а отже, і до оксидативного стресу [10]. Дослідження впливу сольово-

го стресу на рослинну клітину та механізми її відповіді на молекулярно-генетичному 

рівні проводяться досить інтенсивно. Проте, вони здебільше присвячені вивченню 

довготривалого стресу, тоді як механізми відповіді клітини на ранніх етапах стресово-

го впливу все ще вивчені недостатньо.  
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Для арабідопсису на сьогоднішній день от-
римано велику кількість нокаутних мутантів, що 
робить цю рослину популярним модельним ви-
дом для генетично-біохімічних досліджень. У 
даній роботі в якості експериментальної моделі 
ми використали нокаутну мутантну лінію cat2 із 
втраченою активністю ізоформи каталази САТ2. 
Для визначення ролі ізоформи каталази САТ2 та 
її взаємозв’язку із неферментною ланкою антиок-
сидантного захисту було вирішено дослідити ха-
рактер змін вмісту ПФС у рослин арабідопсису 
ліній cat2 на ранніх етапах відповіді на сольовий 
стрес, викликаний швидким зростанням 
концентрації хлориду натрію в тканинах листка. 

Матеріали та методи 

Для дослідження впливу хлориду натрію ви-
користовували 5 тижневі рослини Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh. дикого типу (ДТ: екотип 
Columbia 0) та нокаутної лінії cat2, у якої внаслі-
док інсерції Т-ДНК втрачена експресія гену Cat2. 
Рослини вирощували в культиваційній кімнаті за 
температури 20 °С в умовах 16-годинного 
світлового дня. Інтенсивність освітлення стано-
вила 2000 люкс.  

Для того, щоб отримати інформацію про 
ранню стадію стресової відповіді та з’ясувати 
первинні реакції рослинної клітини на дію 
підвищених концентрацій хлориду натрію, стресо-
ву обробку проводили за умов, що забезпечують 
його швидке надходження до тканин листків. 
Відповідно, надземну частину рослин відокрем-
лювали від кореневої системи і місце зрізу зану-
рювали в рідке поживне середовище Мурасіге-
Скуга (0,5х MS), що додатково містило хлорид 
натрію у концентраціях 50, 100 та 200 мМ. Росли-
ни поділяли на дві групи, одну з яких залишали в 
умовах освітлення у культиваційній кімнаті, а іншу 
переносили у темряву. Зразки інкубували за тем-
ператури 20 °С протягом 4 та 8 годин. Концентра-
цію хлориду натрію та час обробки підбирали у 
попередніх експериментах. Контрольні рослини 
інкубували на середовищі 0,5х MS без додавання 
хлориду натрію. По завершенню стресової оброб-
ки рослинний матеріал коротко промивали у 
дистильованій воді для видалення залишків 
0,5х MS та хлориду натрію та заморожували у 
рідкому азоті. Як додатковий контроль використо-
вували інтактні рослини, які заморожували безпо-
середньо після зрізання. Для кожного варіанту 
досліду готували середню пробу з 10–12 рослин.  

До 200 мг гомогенізованого у рідкому азоті 
рослинного матеріалу додавали 600 мкл екстрагу-
ючої суміші (1 % HCl у 96 % етиловому спирті), 
нагрітої до 40 °С. Проби добре змішували, інкубу-

вали 10 хв за температури 40 °С у термоблоці з 
постійним помішуванням та центрифугували 10 хв 
при 12 000 g. Супернатант зберігали за темпера-
тури 4 °С, а осад піддавали повторній екстракції. 
Для цього використовували 600 мкл екстрагуючої 
суміші. Отримані після першої та другої екстракції 
супернатанти об’єднували. До 100 мкл екстракту 
додавали 1 мл реактиву Фоліна-Чокальтеу, інку-
бували 10 хв у темряві за температури 40 °С у 
термоблоці та швидко зупиняли реакцію, поміща-
ючи проби у лід. Паралельно готували холосту 
пробу, в яку замість екстракту додавали 100 мкл 
екстракційного буферу.  

Для визначення вмісту ПФС у пробірку 
вносили 1,9 мл 3 % карбонату натрію, додавали 
1,1 мл екстракту та через півтори години 
вимірювали оптичну щільність зразка проти 
контрольної проби за довжини хвилі 765 нм на 
спектрофотометрі СФ-46. Виходячи з отрима-
них даних, розраховували вміст ПФС (у мг/г 
сирої ваги) у пагонах арабідопсису. Для цього 
використовували калібрувальний графік, побу-
дований попередньо з використанням галової 
кислоти. Беручи до уваги, що в процесі експе-
рименту рослини втрачали частину води, 
отримані дані перераховували на початкову 
вагу рослинного матеріалу.  

Експеримент виконували для п’яти незалеж-
но вирощених партій рослин. Для кожного екст-
ракту вміст ПФС вимірювали тричі. Статистичну 
достовірність отриманих даних оцінювали з вико-
ристанням двовибіркового t-критерію для залеж-
них вибірок [11]. 

Результати та їх обговорення 

Отримані дані показують, що за оптимальних 
умов культивування вміст ПФС у інтактній групі 
рослин нокаутної лінії Cat2 був підвищений на 
33 % порівняно з A. thaliana ДТ (рис. 1). 

У наших попередніх дослідженнях було 
встановлено, що втрата ізоформи СAT2 
впливає на сумарну каталазну активність у 
арабідопсису [12]. Зокрема, каталазна актив-
ність у листках 5-тижневих рослин лінії сat2 
становить 51 % від активності у рослин ДТ. 
Проте, за оптимальних умов культивування 
рослини лінії сat2 не показують ознак оксида-
тивного стресу, що вказує на можливі перебу-
дови у роботі антиоксидантної системи, які ком-
пенсують зниження активності СAT. Наші нові 
данні свідчать, що зростання вмісту ПФС — 
низькомолекулярних сполук, які володіють ан-
тиоксидантною активністю — може бути одним 
з елементів таких компенсаторних перебудов. 
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Рисунок 1. Вміст поліфенольних сполук (у. о. — умовні 
одиниці) у листках рослин Arabidopsis thaliana дикого типу 
(1) та нокаутної лінії сat2 (2) у темряві (а) та при освітленні 
(б) за дії сольового стресу. За 100 у.о. приймали вміст ПФС 
у інтактних листках рослин дикого типу, який становив 
2,1 ммоль/г сирої маси. При розрахунках враховано втрати 
води протягом досліду. Інт. — інтактні рослини; * — різниця 
між контрольними зразками та інтактними рослинами дос-
товірна, ** — різниця між контрольними та стресованими 
рослинами достовірна. 

Аналіз отриманих результатів показав, що 
за дії сольового стресу в умовах темряви вміст 
ПФС у рослин ДТ зменшувався. Максимальне 
зниження спостерігалось при використанні для 
обробки 200 мМ хлориду натрію протягом 4 та 
8 годин і становило, відповідно, 27 та 21 % у 
порівнянні з контрольними пробами.  

Подібний характер змін вмісту ПФС вияв-
лено і у рослин нокаутної лінії cat2. Так, за дії 
200 мМ NaCl протягом 4 та 8 годин вміст ПФС 
знижувався на 19 та 21 %.  

За умов освітлення у обох досліджених 
ліній на загал спостерігались ефекти, подібні до 
таких при проведенні стресової обробки у 
темряві. При цьому, за дії стресу при освітленні 
у більшості випадків (особливо при вико-
ристанні для обробки 100 та 200 мМ NaCl) вміст 
ПФС виявився нижчим, а його зниження у 
порівнянні з контролем — більш вираженим, ніж 
у темряві.  

Проведені експерименти також свідчать, що 
як у ДТ, так і у нокаутної лінії cat2 у контрольної 
групи рослин (які інкубувались на поживному 

середовищі без додавання хлориду натрію) 
вміст ПФС ставав нижчим, ніж у інтактних рос-
лин. При цьому, у лінії cat2 залежно від часу 
інкубації та освітлення це зниження становило 
20–24 %, тоді як у рослин ДТ спостерігалась 
лише тенденція (0,05 < p < 0,1) до зниження на 
12–15 %. Отже, складається враження, що 
суттєве зниження активності каталази, яке при-
таманне лінії cat2 (втрата основної ізоформи 
CAT2) спричиняє пришвидшене виснаження 
пулу ПФС.  

Таким чином, отримані дані свідчать, що за 
умов експерименту у досліджуваних лініях вміст 
ПФС у листках не тільки не зростає, а навпа-
ки — знижується. Можливим поясненням такої 
картини може бути поступове виснаження пулу 
ПФС за відсутності їх ефективного компенсатор-
ного синтезу. Цей ефект підсилюється за дії 
короткотривалого сольового стресу, що опосе-
редковано вказує на підсилення продукції АФК 
за стресових умов. При цьому, при освітленні 
виснаження пулу ПФС відбувається сильніше, 
ніж у темряві. Це спостереження можна поясни-
ти тим, що при освітленні у клітинах листка 
внаслідок активності електрон-транспортних 
ланцюгів хлоропластів утворюється більше 
АФК, ніж у темряві. Проте, як було показано 
раніше в нашій лабораторії [13], підсилення 
продукції АФК за умов короткотривалого сольо-
вого стресу не призводить до активації процесів 
перекисного окислення ліпідів. Отже, наявні 
резерви антиоксидантної системи достатні, щоб 
протидіяти оксидативному стресу, який виникає 
внаслідок швидкого накопичення іонів натрію у 
тканинах листків арабідопсису. 

Раніше за дії хронічного сольового стресу у 
кількох видів рослин було встановлено зро-
стання вмісту ПФС [14–15]. При цьому, у різних 
сортів одного виду інтенсивність зростання ко-
релювала із солестійкістю. Так, для оливи пока-
зано зростання цього показника у 1,5 та 2,2 ра-
зи лише через 5 місяців обробки 75 та 125 мМ 
NaCl. Зростання вмісту ПФС у 1,5 рази спосте-
рігалось і у листках сафлору красильного [16] 
при вирощуванні протягом 3 тижнів в присут-
ності 50 мМ хлориду натрію. Це спостереження 
добре узгоджується із існуючими уявленнями, 
що при довготривалому сольовому стресі 
виникає вторинний оксидативний стрес, для 
протидії якому необхідна активація антиокси-
дантного захисту, зокрема — підвищення вмісту 
ПФС. Отже, складається враження, що зро-
стання вмісту ПФС є компонентом захисної 
відповіді клітини на хронічний сольовий стрес і 
відображає адаптацію рослин до довготривалої 
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дії стресового чинника, тоді як на ранніх етапах 
стресової відповіді відбувається лише змен-
шення наявного пулу ПФС. 

Висновки 

Порівняння рослин ДТ та нокаутної лінії cat2 
показує, що у останньої за оптимальних умов 
культивування вміст ПФС збільшений. Це можна 
розглядати як один з проявів метаболічних пе-
ребудов, спрямованих на компенсацію зниження 
каталазної активності, що є наслідком порушен-
ня експресії гена Cat2. Цей висновок добре 
узгоджується з спостереженням, що за умов дос-
ліду у лінії cat2 вичерпання пулу ПФС відбува-
ється швидше, ніж у ДТ. Водночас, короткотри-
валий сольовий стрес однаковою мірою підси-
лює вичерпання пулу ПФС і у рослин ДТ, і у cat2. 
Завдяки цьому у нокаутної лінії cat2 вміст ПФС і 
в умовах стресу залишається вище (або як 
мінімум не нижче), ніж у ДТ. 
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Aim. In plants, the defense response to abiotic stress 
includes induction of stress proteins and increase in 
content of protective metabolites. To date, the role of 
specific isoforms of antioxidant enzymes in stress re-
sponses and their relation to low-molecular weight 
protective compounds are still not clarified. To study 
this question the content of polyphenolic compounds 
(PPС) was evaluated under salt stress in Arabidopsis 
thaliana wild-type (WT) and in catalase 2 (Cat2) 
knосkout mutant plants. Methods. PPС content in 
different variants of treatment with sodium chloride was 
measured. Results. It was shown that under optimal 
cultivation conditions the content of PPС in leaves of 
cat2 mutants is higher than in WT leaves. However, 
cultivation of isolated shoots in nutrient medium result-
ed in a faster depletion of the PPС pool in the cat2 line. 
Also, short-term salt stress results in equal depletion of 
the PPС pool in both, WT and cat2. Conclusions. The 
increase of PPС content in cat2 leaves is a manifesta-
tion of metabolic alterations that aim to compensate the 
reduced catalase activity. 

Keywords: multigenic family, knосkout mutants, 
polyphenolic compounds, sodium chloride, Arabidopsis 
thaliana. 
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