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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 
 

Актуальність теми. Фітогормони контролюють практично усі аспекти росту 
та розвитку рослин. Чільне місце у цих процесах належить стероїдним гормонам 
брасиностероїдам (БС), які відіграють ключову роль у формуванні захисних реакцій 
клітин рослин до дії ряду факторів абіотичної і біотичної природи. БС забезпечують  
регуляцію близько семи тисяч генів у модельній системі рослин Arabidopsis thaliana 
(A. thaliana), які залучені у регуляцію процесів росту і розвитку рослин 
(Litvinovskaya et al., 2013; Bajguz et al., 2014; Khripach et al., 2015;  Chaiwanon et al., 
2015; Singh et al., 2015; Vragovic et al., 2015) та стійкості до дії стресових чинників 
(Yoon et al., 2012; Ali et al., 2013;  Li et al., 2013; Zhang et al., 2013; Lozano-Duran et 
al., 2015). Регуляція такої кількості генів передбачає наявність багатокомпонентних 
молекулярних механізмів реалізації дії брасиностероїдів за певних умов 
середовища. Результати досліджень останніх років, проведені на молекулярному 
рівні, свідчать про нові особливості впливу БС на функціонування органел (Rothová 
et al., 2014) та метаболізм активних форм кисню (АФК) (Bartwal et al., 2013; 
Fariduddin et al., 2013; Krumova et al., 2013), процеси внутрішньоклітинного 
транспорту та кросгормональні взаємодії (Vandenbussche et al., 2013; Zhou et al., 
2013; Bajguz et al., 2014; Serna et al., 2014). Однак уявлення щодо молекулярних 
механізмів дії БС лишаються неповними і потребують подальших ґрунтовних 
досліджень. Зокрема, дослідження впливу БС на активність фосфоліпаз, що 
формують вторинні ліпідні посередники, зокрема, фосфатидну кислоту, поглиблює 
уявлення про формування ранніх реакцій клітини на дію БС, сприяє пізнанню 
шляхів  трансдукції сигналу та послідовності змін метаболізму.  

Абіотичний стрес порушує метаболізм клітини, створюючи умови, які 
обумовлюють пригнічення активності різних ключових систем відповідальних за 
енергетичний гомеостаз. Мітохондріальний ланцюг транспорту електронів (мЛТЕ) є 
одним із ключових джерел формування АФК в клітині (Vanlerberghe et al., 2013), які 
знижують подальшу енергогенеруючу функцію органели та підвищують ризик 
розвитку оксидативного стресу, що може призводити до загибелі клітини. Ключову 
роль у гомеостазі мЛТЕ відіграють альтернативні оксидази (АО), які можуть 
регулювати рівень електронів у мЛТЕ, окислюючи пул відновленого убіхінону і, 
таким чином, регулюючи потік енергетичних електронів між комплексами мЛТЕ 
(Van Aken et al., 2009). Активація АО призводить до зниження рівня АФК в 
мітохондріях, що захищає дихальний ланцюг від самоінгібування і розвитку 
оксидативного стресу (Cvetkovska et al., 2012). АО залучені в адаптацію метаболізму 
клітини до ряду зовнішньоклітинних стресових чинників, що супроводжуються 
процесами формування АФК, включаючи сольовий стрес (Mhadhbi et al., 2013), 
посуху (Wang et al., 2013), дію важких металів (Panda et al., 2013) та  патогенів 
(Cvetkovska et al., 2011, 2013).  

Дослідження ролі БС у регуляції мЛТЕ направлені на з’ясування  
молекулярних аспектів формування рівня відновленності компоненів мЛТЕ, що є 
ключовою у визначенні інтенсивності метаболізму АФК в органелах.  

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 
робота виконувалась у відділі молекулярних механізмів регуляції метаболізму 
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клітини Інституту біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України в рамках 
бюджетної теми Інституту № 2.1.10.32-10 «Роль фосфоліпаз та антиоксидантних 
систем в гормональній та стрес сигналізації» та проектів Державного фонду 
фундаментальних досліджень України № 29.4/020-2009 «Природні та хімічно 
модифіковані брасиностероїди в регуляції проростання насіння та розвитку 
зернових за оптимальних та екстремальних умов середовища», №  41.4/041-2011 
«Природні та хімічно модифіковані брасиностероїди в процесах відновлення і 
забезпеченні енергетичного гомеостазу клітин рослин за дії стресів на рослини», № 
54.4/026-2013 «Роль фосфатидної кислоти в реалізації біологічної дії натуральних 
брасиностероїдів і їх синтетичних аналогів в процесі адаптації метаболізму до дії 
стресів».  

Мета та завдання дослідження. Метою роботи є встановлення ролі 
брасиностероїдів у регуляції енергетичного гомеостазу клітин рослин за умов 
засолення. Для досягнення поставленої мети вирішувались наступні завдання: 

1. Дослідити вплив БС на процеси формування фосфатидної кислоти (ФК) 
фосфатидилхолін-гідролізуючою фосфоліпазою С (Фх-ФЛС) (EC 3.1.4.3) та 1,2-
диацигліцеролкіназами (ДАГ-кіназами) (EC 2.7.1.107). 

2. Вивчити вплив БС на активність цитохромного та альтернативного шляхів 
транспорту електронів мітохондрій та стан антиоксидантного захисту рослин A. 
thaliana за оптимальних умов та умов сольового стресу. 

3. Провести аналіз впливу БС на новоутворення поліпептидів у Zea mays (Z. 
mays) за дії сольового стресу та біоінформатичну ідентифікацію вірогідних 
шаперонів. 

Об’єкт дослідження – полігідроксильні стероїдні гормони рослин 
брасиностероїди. 

Предмет дослідження – участь БС у процесах формування ліпідних 
сигнальних посередників, регуляції активності транспорту електронів в мЛТЕ, 
процеси метаболізму АФК, новоутворення поліпептидів за оптимальних умов та за 
дії сольового стресу. 

Методи дослідження – методи ізотопного мічення білків (35S) та фосфоліпідів 
клітин (33P), методи флуоресцентного мічення тканин фосфатидилхоліном 
(фосфоліпід) із флуорофором BODIPY; екстракція білку та електрофоретичне 
розділення; полярографія рослинних тканин, методи інгібіторного аналізу для 
визначення активності цитохромного та альтернативного шляхів дихання; 
тонкошарова хроматографія фосфоліпідів рослинних тканин; біохімічні методи 
визначення активності ферментних систем; біоінформатичні методи аналізу 
експресії генів та ідентифікації білків. 

Наукова новизна отриманих результатів. Визначено вплив БС на ранні 
процеси формування ліпідних сигнальних посередників – фосфатидної кислоти 
(ФК) та диацилгліцеролу (ДАГ) – за допомогою флуоресцентних зондів та методів 
радіоактивного мічення фосфоліпідів. Отримані результати свідчать про швидку 
активацію Фх-ФЛС уже після 20хв дії гормону. Методами інгібіторного аналізу 
вперше з’ясовано, що у процесі формування ФК беруть участь ДАГ-кінази, які 
фосфорилюють ДАГ. Вперше визначено роль BAK1 кінази рецепторного комплексу 
брасиностероїдів у активації процесів формування ФК з використанням A. thaliana 
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як генетичної моделі рослин. Отримані результати вказують на участь 
брасиностероїдів в регуляції мЛТЕ. Зокрема, вперше з’ясовано, що інтенсивність 
альтернативного шляху дихання різко зростає за дії БС в умовах сольового стресу. 
Встановлено участь білка BRI1 кінази, що входить до рецепторного комплексу 
досліджуваних гормонів, у регуляції активності мЛТЕ мітохондрій рослин 
брасиностероїдами. Виявлено, що за умов засолення БС модулюють новоутворення 
низки поліпептидів, індукованих впливом сольового стресу. Проведено 
біоінформатичну ідентифікацію вірогідних мітохондріальних шаперонів, які можуть 
бути залучені у стабілізацію мЛТЕ. Ці дані свідчать про важливу роль БС у 
регуляції енергетичного гомеостазу клітини і активації систем контролю 
метаболізму АФК із залученням внутрішньоклітинної ліпідної сигналізації. 

Практичне значення отриманих результатів. Представлені результати щодо 
впливу БС на підвищення солестійкості рослин закладають основи для розробки 
технологій управління стійкістю рослин через регуляцію процесів енергообміну 
мітохондрій та можуть бути використані у біотехнології та сучасних технологіях 
агропромислового виробництва для вирощування  сільськогосподарських культур в 
зонах ризикованого землеробства. Отримані результати, як джерело нових знань  
можуть бути використані також в навчальних курсах з біоорганічної хімії, біохімії, 
молекулярної біології та фізіології рослин для поглиблення уявлень щодо 
молекулярних механізмів гормональної регуляції метаболізму клітини в ініціації 
адаптації росту і розвитку рослинних організмів до несприятливих умов. Пізнання 
цих процесів збагачує знання молекулярних основ організації, регуляції та інтеграції 
клітинних процесів та їх ролі в адаптації  клітин до дії стресів.  

Основний внесок здобувача. Дослідження рівня продуктів ФХ-ФЛС з 
використанням флуоресцентних зондів і радіоактивної мітки (33Р), тонкошарової 
хроматографії та авторадіографії пластинок, полярографія рослинних тканин, 
дослідження новоутворення білків методами введення радіоактивних амінокислот 
метіоніну і цистеїну (35S), електрофорезу та радіоавтографії гелів, біоінформатичний 
аналіз експресії генів та ідентифікація шаперонів, робота із систематизації 
літературних даних, аналіз і узагальнення отриманих результатів виконані особисто 
дисертантом. Експериментальні дані, використані в дисертації та представлені в 
статтях зі співавторами, отримані за безпосередньої участі автора. Постановка мети 
дослідження та обговорення результатів здійснено разом з науковим керівником 
професором В.С. Кравцем. 

Апробація результатів дисертаційної роботи. Матеріали дисертаційної 
роботи були представлені на 2-му Міжнародному симпозіумі «Регулятори росту 
рослин: внутрішньоклітинна гормональна сигналізація та застосування в сільському 
господарстві» (м. Київ, Україна, 2007 р.), міжнародній конференції «Современная 
физиология растений: от молекул до экосистем» (м. Сиктивкар, Росія, 2007 р.), та 
VI-й Міжнародній науковій конференції «Регуляция роста, развития и 
продуктивности растений» (м. Мінськ, Білорусь, 2009 р.), симпозіумі «Растение и 
стресс» (м. Москва, Росія, 2010 р.), Х Українському біохімічному з’їзді (м. Одеса, 
Україна, 2010 р.), першій конференції молодих учених «Біологія рослин і 
біотехнологія» (м. Біла Церква, Україна, 2011 р.), конференції «Біологічно активні 
речовини: фундаментальні і прикладні питання в отриманні і застосуванні» (м. 
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Новий Світ, Україна, 2011 р.), симпозіумі федерації європейських біохімічних 
товариств «Mitochondria in life, death and disease» (м. Геракліон, Крит, Греція 2012 
р.), на 3-ому Міжнародному симпозіумі «Внутрішньоклітинна сигналізація і дизайн 
біоактивних молекул» (м. Львів, Україна, 2012 р.), конференції «Біологічно активні 
речовини: фундаментальні і прикладні питання отримання і застосування», (м. 
Новий Світ, Україна, 2013 р.), ХХІХ Науковій конференції біоорганічної хімії та 
нафтохімії (м. Київ, Україна, 2014 р.), XI Українському біохімічному конгресі (м. 
Київ, Україна, 2014 р.), ХХХ Науковій конференції біоорганічної хімії та нафтохімії 
(м. Київ, Україна, 2015 р.). 

Публікації. Матеріали дисертаційної роботи викладені у 6 статтях у фахових 
наукових журналах та в тезах 18 доповідей. 

Структура та об’єм роботи. Дисертація складається із вступу, трьох розділів 
та висновків. Дисертаційна робота викладена на 137 сторінках друкованого тексту і 
містить 30 рисунків, 9 таблиць та 265 найменувань бібліографічних джерел. 
 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 
 

Огляд літератури. У розділі на основі дослідження літературних даних 
проведено детальний аналіз сучасного стану проблеми щодо ролі БС у регуляції 
росту та стійкості клітин рослин за умов дії абіотичних стресів. Відзначено роль 
вторинних посередників ліпідної природи, зокрема, ДАГу та ФК у трансдукції 
сигналів БС та ініціації захисних реакцій у відповідь на дію абіотичних стресових 
факторів. Зосереджено увагу на тісному зв’язку внутрішньоклітинної ліпідної 
сигналізації і БС із регуляцією процесів метаболізму АФК, зокрема, активації 
антиоксидантних систем у відповідь на дію абіотичного стресу. Проаналізовано 
сучасні уявлення щодо кросгормональних взаємодій БС та інших фітогормонів, 
зокрема, ауксинів у регуляції ряду фізіологічних процесів клітини, зокрема, 
процесів елонгації клітин і регуляції клітинного цитоскелету, та їх ролі у 
формуванні адаптаційних реакцій метаболізму у відповідь на дію стресів.  

Матеріали та методи дослідження. У дослідженнях були використані рослини 
дикого типу Arabidopsis thaliana (A. thaliana) (col1) та трансгени: bak1-1 – з 
мутацією в BAK1 кіназі рецепторного комплексу, bri1-6 – з мутацією в BRI1 кіназі 
рецепторного комплексу, det2-1 – з порушеннями  в генах цитохрому Р450, який 
відповідає за біосинтез гормону, aox1a overexpressor (AOX1a-OE) – трансгени з 
надекспресією гену ізоформи альтернативної оксидази AOX1a, aox1a antisense 
AOX1a-AS) – трансгени із конститутивною експресією антисенсової мРНК до 
ізоформи альтернативної оксидази AOX1a; етильовані проростки рослин пшениці 
Triticum aestivum (T. aestivum) та кукурудзи – Zea mays  (Z. mays). При вирощуванні в 
умовах світла потік фотонів був у межах 300 мкмоль фотонів м−2с−1 (лампи Флюора, 
Osram).  

 У дослідах був використаний найбільш біологічно активний представник БС – 
24-епібрасинолід (ЕБЛ). 

Для дослідження впливу БС на активність внутрішньоклітинної фосфоліпідної 
сигналізації проводили мічення тканин T. aestivum, Z. mays та A. thaliana 
флуоресцентним фосфатидилхоліном з міткою BODIPY або розчином 
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радіоактивного ортофосфату (33P) з наступною екстракцією ліпідів і їх розділення 
методом тонкошарової хроматографії. Мічення коренів T. aestivum і Z. mays 
флуоресцентним ліпідом проводили у відповідності до методу Kocourková et al. 
(2011) з модифікаціями. Кількісний аналіз зон окремих фосфоліпідів проводили  на 
фосфоімеджсканері Pharos FX (Bio-Rad, США). Продукти були ідентифіковані у 
відповідності до Pejchar et al. (2010) і стандартів ліпідів. 

З метою визначення активності мЛТЕ вимірювання проводили на полярографі 
Oxygraph (Hansatech Instruments, Великобританія) з кисневим електродом Кларка. 
Дослідження проводили в комірці з 1 мл буфера 5 мМ Трис-HCl pH 6.0 при повному 
насиченні повітрям при 25±1ºС. Для аналізу поглинання кисню альтернативною 
оксидазою використовували KCN (інгібітор цитохром оксидази) у кінцевій 
концентрації 1 мМ та саліцилатгідроксамову кислоту в кінцевій концентрації 3 мМ. 
Рівень залишкового дихання не перевищував 10%. 

Активність систем антиоксидантного захисту, рівень проліну, малонового 
диальдегіду, пероксиду водню визначали відповідно до класичних методів. 

Для дослідження впливу БС на синтез специфічних поліпептидів проводили 35S 
мічення тканин (суміш цистеїну і метіоніну) та електрофоретичне розділення білків 
за молекулярною вагою. Для оцінки включеної радіоактивності висушені гелі 
поміщали на чутливі до дії радіації плівки багаторазового використання – Bio-Rad 
Imaging Screen-K. Плівки аналізували на молекулярному фосфоімеджсканері Pharos 
FX (Bio-Rad, США). Аналіз розділених білків за молекулярною вагою та кількісну 
оцінку проводили за допомогою програмного забезпечення Quantity One (Bio-Rad) і 
стандартів білків. 

Біоінформатичний аналіз експресії генів A. thaliana проводили за допомогою 
бази даних Genevestigator (Zimmermann et al., 2004). Біоінформатичну ідентифікацію 
вірогідних шаперонів у отриманому протеомі проводили з використання ряду 
інформаційних баз даних.  

Кожен експеримент був повторений 2-3 рази. Значення на графіках та у 
таблицях є середнім арифметичним 4-5 біологічних повторів (n=15 рослин) с 
довірчим інтервалом на рівні значимості 0.05. 

Дослідження впливу брасиностероїдів на внутрішньоклітинну ліпідну 
сигналізацію. Результати досліджень свідчать про швидку активацію фосфоліпідної 
сигналізації у відповідь на дію на рослини ЕБЛ. Зокрема, в коренях T. aestivum у 
відповідь на дію ЕБЛ рівень ліпідного вторинного посередника ФК різко зростав 
після 20-60 хв дії гормону (Рис. 1). Аналогічні результати були отримані на коренях 
Z. mays, в яких ЕБЛ індукував різке зростання рівня ФК за рахунок зниження рівня 
ДАГу. ФК, як вторинний посередник сигнальних систем, утворюється в клітинах в 
результаті гідролізу фосфоліпідів, зокрема фосфатидилхоліну,  фосфоліпазою  D 
(EC 3.1.4.4).  Також ФК  формується в клітинах з ДАГу 1,2-диацилгліцеролкіназою 
(EC 2.7.1.107) (ДАГ-кіназа). ДАГ, в свою чергу, може утворюватися в результаті 
гідролізу фосфатидилхоліну Фх-ФЛС. Таким чином, ФК може бути утворена в 
реакції гідролізу фосфатидилхоліну Фх-ФЛС з наступним фосфорилюванням 
диацилгліцеролу ДАГ-кіназою. Формування посередників ФК і ДАГ – динамічний 
процес, оскільки ФК може перетворюватися фосфатазою фосфатидної кислоти 
(ФФК, EC 3.1.3.4) у ДАГ,  а ДАГ -  фосфорилюватися в ФК ДАГ-кіназою.  З метою  
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Рис. 1. Вплив ЕБЛ на рівень 
фосфатидної кислоти у коренях        
T. aestivum у відсотках по відношенню до 
контролю. 
 
аналізу шляхів формування ФК був 
використаний інгібіторний метод на 
основі специфічного інгібітору ДАГ-кіназ 
R59022. 
 Для дослідження процесів розщеплення 

ФК фосфатазами ФК був використаний інгібітор N-етилмалеімід (NEM). Цей підхід 
дозволяє оцінити зміну рівня ФК при блокуванні шляху формування ФК через Фх-
ФЛС при використанні відповідного субстрату – фосфатидилхоліну. Обробка 
рослин   інгібітором   R59022  знижувала  рівень   ФК майже   у   2 рази   у  рослин 

 

Рис. 2. A. Хроматограма ліпідів з коренів T. aestivum. 1,2 – контроль (col1), 3,4 
– R59022 (15 × 10-5 М) 20 хв, 5,6 – ЕБЛ (2 × 10-7 М) 20 хв, 7,8 – ЕБЛ (2 × 10-7 М) + 
R59022 (15 × 10-5 М) 20 хв. Вплив ЕБЛ на процеси формування ДАГу (B) та ФК (C) 
в коренях T. aestivum, оброблених інгібітором ДАГ-кіназ R59022. ФК – фосфатидна 
кислота-BODIPY, МАГ – моноацилгліцерол-BODIPY, ДАГ – диацилгліцерол-
BODIPY. 

А B 

С 

МАГ 

ДАГ 

1     2     3      4      5      6      7     8 

ФК 
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 у відповідь на обробку ЕБЛ (у порівнянні з росли11нами без обробки інгібітором) 
(Рис. 2). У разі одночасної обробки рослин ЕБЛ і R59022 рівень ДАГ зростав втричі 
(Рис. 2). Ці дані свідчать про активну участь ДАГ-кіназ у формуванні ФК у 
відповідь на обробку брасиностероїдами. Інгібування ферменту призводило до 
накопичення високого рівня ДАГ, який являється субстратом ферменту  (Рис. 2). Це 
вказує на активацію брасиностероїдами Фх-ФЛС, оскільки зростання рівня ДАГ із 
міченого Фх в умовах експерименту може здійснювати тільки Фх-ФЛС. Обробка 
тканин ЕБЛ з інгібітором фосфатаз вдвічі збільшувала рівень ФК у порівнянні з 
обробкою без інгібітору (Рис. 3). Процеси дефосфорилювання ФК фосфатазами 
фосфатидної кислоти чутливими до дії NEM та фосфорилювання диацилгліцеролу  

 

Рис. 3. A. Хроматограма ліпідів з 
коренів T. aestivum. 1,2 – рослини 
col1, 3,4 – ЕБЛ (2 × 10-7 М) 20 хв, 
5,6 – ЕБЛ (2 × 10-7 М) + NEM (1 × 
10-3 М) 20 хв. Вплив ЕБЛ на 
процеси формування ДАГу (B) і ФК 
(C) в коренях T. aestivum, 

оброблених інгібітором ФФК NEM. ФК – фосфатидна кислота-BODIPY, МАГ – 
моноацилгліцерол-BODIPY, ДАГ – диацилгліцерол-BODIPY. 
 
ДАГ-кіназами згідно з нашими результатами можуть мати різну 
внутрішньоклітинну локалізацію, що, вірогідно вказує на різні сигнальні шляхи 
(Eastmond et al., 2010). Цим можуть пояснюватися процеси швидкого 
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взаємоперетворення ФК і ДАГ у відповідь на дію ЕБЛ. Слід відмітити, що ФК 
безпосередньо залучена в регуляцію трансдукції сигналу БС через регуляцію 
процесів фосфорилювання/дефосфорилювання факторів транскрипції генів BZR1 
(Di Rubbo et al., 2011; Tang et al., 2011). У свою чергу BZR1 регулюють   експресію    
генів ДАГ-кіназ, впливаючи таким чином на подальші процеси формування 
фосфатидної кислоти в клітині (Wu et al., 2014). Враховуючи, що ФК утворюється 
уже після 20 хв дії ЕБЛ (Рис. 1), а індукція генів фосфоліпаз і ДАГ-кіназ 
відбувається через значно більший проміжок часу (Wu et al., 2014) ми вважаємо, що 
БС впливають на процеси формування ФК через зміну активності ферментів 
фосфоліпідної внутрішньоклітинної сигналізації при рецепції сигналу гормону на 
плазматичній мембрані клітини. 

Дослідження впливу БС на активність мітохондріального ланцюга 
транспорту електронів. Дослідження впливу брасиностероїдів на основний 
цитохромний і  альтернативний шляхи дихання клітини проводили на листках 
рослин, вирощених на стерильному середовищі з вмістом 1% сахарози і солей 
протягом 21 дня. Дія сольового стресу індукувалася внесенням у середовище росту 
відповідної кількості солі NaCl до кінцевої концентрації – 50, 75 і100 мМ NaCl. 
Контрольні варіанти не містили в середовищі росту солі – 0 мМ NaCl.  
 Нами виявлено, що БС залучені у регуляцію інтенсивності дихання, 
стимулюючи ріст рослин за умов засолення. Модулювання рівня ендогенних 
брасиностероїдів  у  рослинних  тканинах  з допомогою інгібітору біосинтезу, 
брасиназолу, призводило до зниження інтенсивності дихання і росту в умовах 
засолення (Рис. 4). Додавання у середовище ЕБЛ підвищувало загальне дихання 
тканин рослин дикого типу на 55% у контрольних умовах і більше 30% за умов 
засолення (Рис. 4А). Максимальна інтенсивність цитохромного шляху дихання в 
рослин дикого типу складала  1,16±0,09  нмоль O2 × хв-1 × мг-1 сухої ваги в 
контрольних умовах. В умовах засолення активність цитохромного шляху зростала 
вдвічі (Рис. 5). ЕБЛ індукував збільшення активності ЦО шляху на 50% за  
контрольних умов та близько 20% за умов дії 100 мМ NaCl. Максимальна активність 
альтернативного шляху дихання складала у контрольних умовах 0,31±0,03 нмоль O2 
× хв-1 × мг-1 сухої ваги. Засолення 100 мM NaCl утричі збільшувало інтенсивність 
альтернативного шляху дихання (Рис. 5). Додавання ЕБЛ у середовище удвічі 
збільшувало інтенсивність альтернативного шляху дихання за оптимальних умов і 
за умов стресу (Рис. 5). Інгібітор біосинтезу БС брасиназол значно знижував 
інтенсивності альтернативного та цитохромного шляхів дихання рослин дикого типу 
col1 (Рис. 5). Для перевірки специфічності впливу ЕБЛ була використана нечутлива 
до дії гормону трансгенна лінія bri1-6 із мутацією в BRI1 кіназі, що входить до 
рецепторного комплексу БС. Інтенсивність альтернативного шляху дихання 
достовірно не змінювалася у відповідь на дію БС (Рис. 6). У той же час інгібітор 
брасиназол спричиняв різке пригнічення росту рослин bri1-6 за оптимальних та 
стресових умов. Ці результати свідчать про залучення кінази BRI1 рецепторного 
комплексу БС у регуляцію процесів дихання рослин у відповідь на дію БС.  

Для аналізу залучення генів, що кодують ізоформи альтернативних оксидаз 
нами був проведений біоінформатичний аналіз експресії генів з використанням бази 
даних Genevestigator (Zimmermann et al., 2004). Було виявлено, що довгостроковий  



 9

 
Рис. 4. Вплив БС і 

брасиназолу на загальне дихання 
A. thaliana. A. Вплив ЕБЛ (10-8 M) і 
брасиназолу (10-6 M) на загальне 
дихання листків рослин A. thaliana 
в контрольних умовах (0 мМ NaCl) 
і в умовах дії сольового стресу (50 
мМ, 75 мМ, 100 мМ NaCl). B. 
Вплив брасиназолу (10-6 M) на 
загальне дихання рослин AOX1a-
OE. C. Вплив брасиназолу (10-6 M) 
на загальне дихання рослин 
AOX1a-AS. WT – рослини дикого 
типу col1, WT + ЕБЛ – рослини 
col1 + ЕБЛ 10-8 M, AOX1a-OE – 
трансгенна лінія із надекспресією 
гену AOX1a, AOX1a-AS – 
антисенсова лінія AOX1a 
ізоформи, WT + BRZ – рослини 
дикого типу col1 + брасиназол 10-6 
M, AOX1a-OE + BRZ – рослини 
AOX1a-OE + брасиназол 10-6 M, 
AOX1a-AS + BRZ – рослини 
AOX1a-AS + брасиназол 10-6 M. 
 
 
вплив БС (>48 годин) індукує 
експресію генів ізоформ AOX1a і 
AOX1c альтернативної оксидази у 
3 та 4 рази відповідно у культурі 
клітин A. thaliana. Окрім генів 
альтернативної оксидази, ряд 
генів, які кодують компоненти 
мультицитохромного комплексу 
цитохром оксидази, також 
регулюються дією БС (Табл.). Це 
свідчить про вплив БС як на 
компоненти альтернативного, так і 
цитохромного шляхів транспорту 

електронів. З огляду на тісний взаємозв’язок між дихальним ланцюгом мітохондрій і 
фотосинтетичним ланцюгом транспорту електронів хлоропластів ми провели 
біоінформатичний аналіз впливу БС і засолення на експресію мітохондріальних і 
хлоропластних НАД(Ф)Н дегідрогеназ. Було визначено, що рівень експресії генів 
хлоропластних   дегідрогеназ   знижувався   при  довгостроковому  впливі  БС  або  
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Табл. Аналіз експресії генів компонентів цитохромного і альтернативного шляхів дихання, генів мітохондріальних НАД(Ф)Н 
дегідрогеназ (NDB2, NDB4) і хлоропластних НАД(Ф)Н та НАДН дегідрогеназ (NDHE, NDHG, NDHO)  в умовах сольового стресу та у відповідь 
на обробку БС (брасинолідом, БЛ) і брасиназолом у A. thaliana з використання бази даних Genevestigator (www.genvestigator.com/gv/plant.jsp). 
Ізоформи альтернативної оксидази – AOX1a, AOX1b, AOX1c, AOX1d, AOX2; субодиниці цитохром оксидази – COX1, COX2, COX3, COX6b-1, 
COX10, COX17, COX15. Значення відповідають числовому збільшенню чи зменшенню рівня експресії (рази) експериментальних зразків по 
відношенню до контрольних. Коди експериментальних робіт GEOs (gene expression omnibus): AT-00120, AT-00262, AT-00650, AT-00174, AT-
00113. БЛ – брасинолід, brz220 – брасиназол. 
 

Код гену Ізоформа 
NaCl  

150 мМ, корені 
(24 год) 

NaCl  
250 мМ, 
листки 
(24 год) 

БЛ (кл. культ.) 
2 дні 

БЛ (кл. культ.) 
4 дні 

БЛ (кл. культ.) 
6 днів 

БЛ (кл. культ.) 
8 днів 

БЛ (кл. культ.) 
10 днів 

brz220, 
рослини (3 

год) 

Альтернативна оксидаза        

AT3G22370 AOX1A 12,85 4,35 3,04 2,35 1,91 2,33 2,51 1,58 

AT3G22360 AOX1B 4,55 1,45 -1,03 -1,04 -1,07 -1,2 -1,08 -1,1 

AT3G27620 AOX1C 1,29 1,01 3,99 2,09 1,69 2,05 2,19 1,22 

AT1G32350 AOX1D 208,78 2,44 -1,26 -1,28 -1,38 -1,16 -1,1 1,03 

AT5G64210 AOX2 3,43 1,2 -1,12 -1,3 -1,23 -1,18 -1,24 1,01 

Цитохром оксидаза        

ATMG01360 COX1 1,02 1,15 -1,37 -1,29 -1,37 -1,28 -1,2 1,13 

ATMG00160 COX2 1,73 1,84 1,46 1,14 -1,28 -1,04 1,06 -1 

ATMG00730 COX3 1,14 1,15 1,82 -1,11 -1,6 -1,05 -1,19 1,06 

AT1G22450 COX6b-1 -1,57 -1,44 1,26 1,12 -1,06 -1,14 -1,16 1,16 

AT2G44520 COX10 1,05 1,11 1,54 1,45 1,44 1,39 1,43 1,2 

AT3G15352 COX17 -1,06 2,21 1,49 -1,84 -2,02 -1,44 -1,47 1,28 

AT5G56090 COX15 -1,44 1,06 1,84 1,23 1,13 1,38 1,43 1,33 

Альтернативна мітохондріальна НАД(Ф)Н дегідрогеназа       

AT4G05020 NDB2 5,53 3,05 3,06 1,21 -1,19 -1,04 1,1 1,06 

AT2G20800 NDB4 9,89 1,29 3,15 2,24 1,57 2,08 2,02 -1,02 

НАД(Ф)Н та НАДН дегідрогенази хлоропластів       

ATCG01070 NDHE 1,02 -1,66 -1,82 -1,39 -1,1 1,83 2,1 -1,34 

ATCG01080 NDHG 1,12 -1,35 -1,63 -1,29 -1,17 1,79 2,14 1,1 

AT1G74880 NDHO 1,24 -1,88 -2,04 -1,67 -1,92 -1,9 -2,08 1,04 
 
Жирним шрифтом у таблиці виділено варіанти зі змінами експресії генів у більш ніж 1,6 разів
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Рис. 5. Вплив БС і брасиназолу на цитохромний і альтернативний шляхи дихання 
рослин A. thaliana. A. Вплив ЕБЛ (10-8 M) на цитохромний шлях дихання листків 
рослин A. thaliana в контрольних умовах (0 мМ NaCl) і в умовах дії сольового стресу 
(50 мМ, 75 мМ, 100 мМ NaCl). B. Вплив брасиназолу (10-6 M)  на цитохромний шлях 
дихання рослин. C. Вплив ЕБЛ (10-8 M) на альтернативний шлях дихання рослин. D. 
Вплив брасиназолу (10-6 M)   на альтернативний шлях дихання рослин. WT – 
рослини дикого типу col1, WT + ЕБЛ – рослини col1 + ЕБЛ, AOX1a-OE – трансгенна 
лінія із надекспресією гену AOX1a, AOX1a-AS – антисенсова лінія AOX1a ізоформи, 
WT + BRZ – рослини дикого типу col1 + брасиназол, AOX1a-OE + BRZ – рослини 
AOX1a-OE + брасиназол, AOX1a-AS + BRZ – рослини AOX1a-AS + брасиназол. 
BRZ – брасиназол. 
 
засолення. На противагу, гени мітохондріальних зовнішніх альтернативних 
дегідрогеназ НАД(Ф)Н (NDB2, NDB4) індукувалися за дії БС чи засолення (Табл.). 
Ці дані свідчать про роль БС у регуляції генів, які залучені у функціонування 
електронтранспортних ланцюгів хлоропластів і мітохондрій. При цьому 
мітохондріальний   транспортний   ланцюг   електронів   бере   участь   у   регуляції  
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Рис.6. Вплив ЕБЛ (10-8 
М) на альтернативний шлях 
дихання мутантних рослин 
bri1-6 A. thaliana за 
оптимальних умов та дії 
сольового стресу. bri – 
рослини bri1-6 за 
контрольних умов, bri50 – 
рослини bri1-6 + 50 мМ 
NaCl, bri75 – рослини bri1-6 
+ 75 мМ NaCl, bri100 – 

рослини bri1-6 + 100 мМ NaCl. 
 
навантаження на фотосинтетичний ланцюг транспорту електронів шляхом індукції 
експресії генів мітохондріальних альтернативних дегідрогеназ НАД(Ф)Н і 
альтернативної оксидази. Ці зміни можуть підвищувати ефективність 
фотосинтетичних процесів за дії абіотичних стресів, зокрема, засолення. Відомо, що 
БС здатні стимулювати відновлення фотосинтетичного апарату у рослин огірка в 
умовах фотоінгібування шляхом регуляції акцепції вільних електронів (Jiang et al., 
2013). 

Базуючись на роботах Jiang et al. (2013) механізм регуляції цих процесів, 
вірогідно, асоційований саме з активацією альтернативної оксидази і 
альтернативних дегідрогеназ у мітохондріях. Відомо, що NDB гени дегідрогеназ та 
AOX гени альтернативних оксидаз ко-експресуються у відповідь на дію стресових 
чинників, наприклад, при лімітуванні в азотному живленні (Watanabe et al., 2010). 
Гени NDB добре відомі своєю здатністю впливати на процеси росту рослин 
(Wallström et al., 2014). Слід відмітити, що пригнічення альтернативного шляху 
дихання інгібітором саліцилатгідроксамовою кислотою призводить до зростання 
клітинного рівня АФК, інгібування процесів фотосинтезу та зниження інтенсивності 
асиміляції CO2 (Dinakaret al., 2010). Мітохондріальна АО стабілізує 
фотосинтетичний апарат у толерантних до сольового стресу лініях рослин (Zhang et 
al., 2011, 2012).З іншої сторони, хлоропласти самі здатні впливати на індукцію 
експресії генів альтернативної оксидази за умов дії стресів, зокрема, холодового 
(Tang et al., 2014). 

Дослідження впливу БС на синтез білків. Дослідження впливу БС на 
новоутворення поліпептидів за умов засолення було виконано на модельному 
рослинному об’єкті Z. mays за допомогою радіоактивного мічення сумішшю 
амінокислот. Розчинні клітинні білки були розділені електрофорезом в 
поліакриламідному гелі з подальшим автографуванням висушених гелів за 
допомогою системи  Bio-Rad Imaging Screen. З допомогою цієї системи був 
проаналізований синтез більше 100 поліпептидів. Дія сольового стресу (200 мМ 
NaCl) протягом 12 годин індукувала новоутворення 66 поліпептидів. В той же час 
БС за умов засолення індукував синтез 67 поліпептидів. При цьому, 5 поліпептидів 
були унікальними для дії сольового стресу і 6 поліпептидів – для дії ЕБЛ за умов 
засолення. Зокрема, сольовий стрес індукував   новоутворення   поліпептидів  146 
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кДа, 120,7 кДа, 71,1 кДа, 42,2 кДа, 33,5 кДа, синтез яких не змінювався дією ЕБЛ. 
Серед поліпептидів, які індукувалися дією ЕБЛ за умов засолення чи сольовим 
стресом було проаналізовано 15 поліпептидів індукція синтезу яких перевищувала 
10-20%. Новоутворення ряду інших поліпептидів незначно змінювалося  (<10%)  за  
умов дії засолення чи ЕБЛ. Сольовий стрес індукував синтез цілого ряду 
поліпептидів з молекулярними масами 228 кДа, 38,8 кДа, 26,4 кДа, 23,8 кДа більш, 
ніж на 20%, і 60,1 кДа, 46,4 кДа і 26,4 на 20-40% (Рис. 7).  ЕБЛ в умовах сольового 
стресу індукував подальше накопичення поліпептидів  228 кДа, 38,8 кДа, 23,8 кДа 
до 40% і 26,4 кДа до 60% від контрольного рівня  (Рис.7),   а   поліпептидів   60,1 
кДа і 46,4 кДа до 60-80%  від контрольного рівня у відповідь на дію ЕБЛ в умовах 
засолення. Інгібітор біосинтезу брасиностероїдів – брасиназолу  – знижував 
індуковане   ЕБЛ   накопичення поліпептидів 228 кДа, 26,4 кДа, 23,8 кДа на 90%, 
70% і 90%, відповідно, що свідчить про специфічність впливу БС на накопичення 
цих поліпептидів. Накопичення ряду інших ЕБЛ-індукованих поліпептидів також 
знижувалося при обробці брасиназолом (Рис.7). Індукція ряду інших ЕБЛ-
регульованих поліпептидів, зокрема, 40,6 кДа, 32,9 кДа, 20,8 кДа і 17 кДа була більш 
помірною (Рис. 7). Серед проаналізованих поліпептидів ми провели 
біоінформатичне дослідження з пошуку вірогідних шаперонів. Для цього було 
використано дані про відомі 42 гени Z. mays для того, щоб проаналізувати їх 
експресію за умов засолення і дії БС. Оскільки, бази даних по впливу стресових 
факторів і гормонів на гени Z. mays не існує ми провели пошук ортологів генів і 
білків шаперонів Z. mays у модельній системі A. thaliana для того, щоб використати 
біоінформатичну базу Genevestigator з експресії генів. Для пошуку ортологічних 
генів використано дані про відомі 200 генів шаперонів і шаперон-подібних білків у 
рослин A. thaliana. Для ідентифікації ортологів до 42 генів шаперонів Z. mays серед 
шаперонів A. thaliana  був використаний веб-сервіс Unigene 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/). В результаті було знайдено 30 ортологів генів 
шаперонів Z. mays у рослин A. thaliana. Продукти цих генів були проаналізовані і 
систематизовані за локалізацією у клітині за допомогою інформаційної бази The 
SubCellular Proteomic Database (SUBA) (http://suba2.plantenergy.uwa.edu.au/) і 
біоінформатичного ресурсу Gene ontology (http://geneontology.org/). 
Біоінформатичний пошук вірогідних шаперонів ґрунтувався на порівнянні рівня 
індукції синтезу поліпептиду за умов дії сольового стресу чи ЕБЛ за умов засолення 
із експресією генів шаперонів що кодують поліпептиди такої ж молекулярної ваги за 
дії сольового стресу чи БС. В результаті проведеної роботи були ідентифіковані 8 
поліпептидів вірогідних шаперонів по співпадінню маси продукту гену і рівня 
індукції експресії гену (Рис. 8). Результати біоінформатичної ідентифікації вказують 
на те, що БС можуть індукувати новоутворення двох мітохондріальних шаперонів 
Zea mays – mHSP22  (23,8 кДа) і CPN60-2 (60,1 кДа) за умов засолення (Рис. 8). 
Зокрема, експресія гену mHSP22 зростає у 9,5 разів, а CPN60-2  у 3,1 рази у 
відповідь на дію брасиностероїдів (Рис. 8). Відомо, що mHSP22 бере участь у 
стабілізації компонентів дихального ланцюга, зокрема, I комплексу при порушеннях 
в його роботі (Downs et al., 1998), а CPN60 бере участь у забезпечення стійкості 
мітохондріального ланцюга транспорту електронів. Рослини Z. mays із мутаціями у  
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Рис.7. Денситометрія 15 поліпептидів індукованих за умов засолення (200 мМ 

NaCl, 12 годин) і дії ЕБЛ протягом 12 годин. К – контроль, NaCl – 200 мМ NaCl, 
ЕБЛ –2 × 10-8М 24-епібрасинолід, BZR –10-6 М брасиназол. 
 



 15

Рис. 8. Біоінформатичне дослідження з ідентифікації вірогідних шаперонів. A. Зони 
поліпептидів на автографі із вказаними значеннями молекулярної ваги. B. Значення 
експресії генів рослин A. thaliana (рази зростання експресії). 1– 0 мM NaCl, 8 годин, 
2 – 200 мМ NaCl, 8 годин, 3 –200 мМ NaCl + ЕБЛ (2 × 10-7 M), 8 годин, 4 – контроль, 
12 годин, 5 –200 мМ NaCl, 12 годин, 6 – 200 мМ NaCl + ЕБЛ (2 × 10-7 M), 12 годин. с 
– контроль. ЕБЛ – 24-епібрасинолід, БЛ – брасинолід, СС – сольовий стрес, н. – не 
змінюється. 

 
різних комплексах транспортного ланцюга електронів характеризуються 
конститутивною експресією генів білку CPN60 (Kuzmin et al., 2004). Роботи 
останніх років свідчать, що БС індукують зміни в метаболізмі клітини і стимулюють 
синтез шаперонів для стабілізації білкових комплексів в умовах стресу (Ali et al., 
2008; Talaat et al., 2012). 
 

*** 
 

В результаті проведених досліджень були встановлені ранні реакції швидкої 
відповіді клітин рослин на дію БС зокрема, ЕБЛ. Так, було виявлено, що ЕБЛ 
активує Фх-ФЛС та ДАГ-кінази, що стимулює накопичення в клітині ключового 
ліпідного посередника – ФК. Крім цього, було встановлено, що порушення 
функціонування рецептора досліджуваних гормонів призводить до зниження 
інтенсивності процесів формування ФК, що вказує на те, що активація ФХ-ФЛС 
відбувається після сприйняття БС рецепторним комплексом клітин. Показано, що 

12 год 8 год 
+ ЕБЛ+ ЕБЛ А B

Мітохондрія 

Цит / Ядро 

Хлоропласт 

1  2  3     4       5    6  
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ФК у відповідь на дію ЕБЛ також піддається дефосфорилюванню фосфатазами ФК у 
ДАГ. Вірогідно, що процеси фосфорилювання ДАГ і дефосфорилювання ФК 
можуть мати різну клітинну компартменталізацію. 
 Процеси формування ФК забезпечують регуляцію активності БС-залежних 
транскрипційних факторів і генів. Вперше було з’ясовано, що БС впливають на 
інтенсивність процесів транспорту електронів в мЛТЕ. БС стимулюють 
інтенсивність транспорту електронів по альтернативному шляху, зокрема за 
оптимальних умов та за умов засолення. Використання модулювання ендогенного 
рівня БС за допомогою введення в клітини інгібітору біосинтезу гормону знижує 
інтенсивність альтернативного шляху транспорту електронів дихального ланцюгу 
мітохондрій за умов засолення і пригнічує ростові процеси рослин. Регуляції 
альтернативного шляху дихання брасиностероїдами здійснюється через 
рецепторний комплекс гормону. 
 ЕБЛ індукує новоутворення ряду поліпептидів 228 кДа, 38,8 кДа, 23,8 кДа на 
≈40%,  26,4 кДа, 60,1 кДа і 46,4 кДа на ≈60 % від контрольного рівня за умов 
засолення. Біоінформатичний аналіз з ідентифікації білків свідчить про вірогідну 
приналежність деяких з проаналізованих поліпептидів до молекулярних шаперонів. 
Ці шаперони можуть брати участь у стабілізації компонентів мЛТЕ. Таким чином, 
було описано новий механізм участі БС у регуляції стійкості рослин, що полягає в 
стабілізації енергетичного гомеостазу органел клітини і зниженню активності 
процесів формування АФК в мітохондріях за дії абіотичних стресів за рахунок 
активації альтернативного шляху транспорту електронів. 
  

ВИСНОВКИ 
 

У дисертації наведено теоретичне узагальнення і нове вирішення наукової 
задачі, що полягає у поглибленні розуміння механізмів індукції захисних процесів 
рослин фітогормонами брасиностероїдами на рівні органел клітин за дії абіотичних 
стресів. 

 
1. Вперше встановлено, що БС та BAK1 кіназа рецепторного комплексу 

досліджуваних гормонів залучені до активації фосфатидилхолін-
гідролізуючої фосфоліпази С, 1,2-диацилгліцеролкіназ та процесів 
формування фосфатидної кислоти  

2. Вперше виявлено, що екзогенні БС активують альтернативний шлях 
транспорту електронів в мЛТЕ за оптимальних та стресових умов, а 
модуляція ендогенного рівня БС інгібітором біосинтезу гормону пригнічує 
цитохромний та альтернативний шляхи дихання і знижує інтенсивність 
росту за умов засолення. 

3. Вперше в дослідах з мутантами в генах BRI1 кінази рецепторного 
комплексу брасиностероїдів встановлено участь БС в регуляції активності 
цитохромного та альтернативного ланцюгів транспорту електронів 
мітохондрій за оптимальних та стресових умов.  

4. Виявлено, що БС беруть участь в модуляції синтезу ряду стресових білків 
за умов засолення, зокрема, 23,8 кДа на 40% та  60,1 кДа на 60% від 
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контрольного рівня, тоді як інгібітор біосинтезу гормону знижував 
інтенсивність їх накопичення. 

5. З використанням біоінформатичних методів з’ясована роль 
брасиностероїдів у регуляції експресії генів, що кодують компоненти 
електронтранспортних ланцюгів рослинних органел та проведена 
біоінформатична ідентифікація вірогідних молекулярних шаперонів, які 
можуть бути залучені у формування енергетичного гомеостазу органел. 
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АНОТАЦІЯ 

Дерев’янчук М.В. Брасиностероїди в регуляції метаболізму рослин за умов 
дії абіотичних стресів. – Рукопис. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за 
спеціальністю 02.00.10 – біоорганічна хімія. – Інститут біоорганічної хімії та 
нафтохімії НАН України, Київ, 2015. 

Об’єктом дослідження є брасиностероїди і їх роль у формуванні адаптаційних 
реакцій у органелах рослинної клітини за умов засолення. 

В дисертаційній роботі використано комплексний підхід із застосуванням 
методів біоорганічної хімії, молекулярної біології, генетики та біоінформатики для 
аналізу первинних реакцій метаболізму клітин рослин на дію стероїдних гомонів 
брасиностероїдів (БС). Показано участь БС у формуванні вторинних посередників 
фосфоліпідної сигналізації клітини, їх роль в процесах регуляції енергетичного 
гомеостазу рослин (активність цитохромного та альтернативного шляхів дихання, 
синтез поліпептидів).  

Вперше встановлено роль BAK1 кінази рецепторного комплексу 
брасиностероїдів у формуванні вторинних посередників ліпідної сигналізації, 
зокрема, диацилгліцеролу (ДАГ) та фосфатидної кислоти з використанням A. 
thaliana як генетичної моделі рослин. Зокрема, виявлено, що БС індукують процеси 
формування фосфатидної кислоти (ФК) і диацилгліцеролу (ДАГ) – ключових 
ліпідних інтермедіаторів. Використання специфічних інгібіторів ферментів 
фосфатаз фосфатидної кислоти і 1,2-диацилгліцеролкіназ дозволило зробити 
висновок, що у відповідь на дію БС формування ФК і ДАГ здійснюється 
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фосфатидилхолін-гідролізуючими фосфоліпазами С і 1,2-диацилгліцеролкіназами. 
Зниження рівня фосфатидної кислоти при обробці БС у мутантних рослин bak1 
свідчить про участь у процесі активації фосфоліпаз кінази BAK1, яка входить до 
рецепторного комплексу досліджуваних гормонів. Встановлено, що 
брасиностероїди беруть участь у регуляції транспорту електронів у дихальному 
ланцюгу мітохондрій. Зниження ендогенного рівня БС за допомогою введення в 
клітини інгібітору біосинтезу БС брасиназолу різко пригнічує альтернативний шлях 
транспорту електронів в дихальному ланцюзі за умов сольового стресу, тоді як 
екзогенні БС вдвічі підвищували його інтенсивність. Вперше в дослідах із 
рослинами з мутаціями в генах BRI1 кінази рецепторного комплексу 
брасиностероїдів встановлено участь БС в регуляції, активності цитохромного та 
альтернативного ланцюгів транспорту електронів мітохондрій, що сприяє контролю 
рівня активних форм кисню в клітинах живих організмів. З‘ясовано, що регуляція 
транспорту електронів в мітохондріях рослин за дії БС опосередкована кіназою 
BRI1 рецепторного комплексу БС. Встановлено, що БС беруть участь в індукції 
синтезу ряду стресових білків тоді як брасиназол знижував інтенсивність їх 
накопичення. З використанням біоінформатичних підходів з’ясована роль 
брасиностероїдів у регуляції експресії генів компонентів електронтранспортних 
ланцюгів рослинних органел та проведена ідентифікація вірогідних молекулярних 
шаперонів, які можуть бути залучені у формування енергетичного гомеостазу 
органел. 

Ключові слова: брасиностероїди, фосфатидилхолін-гідролізуюча фосфоліпаза 
С, шаперони, альтернативна оксидаза, A. thaliana, Z. mays, сольовий стрес 
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Деревянчук М.В. Брассиностероидов в регуляции метаболизма растений в 
условиях стресса. – Рукопись. 

Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по 
специальности 02.00.10 – биоорганическая химия. – Институт биоорганической 
химии и нефтехимии НАН Украины, Киев, 2015. 

Объект исследования – брассиностероиды и формирование адаптационных 
реакций в органеллах растительной клетки в условиях солевого стресса. 

Брассиностероиды (БС) формируют группу природных стероидных 
фитогормонов, принимающих участие в регуляции процессов роста и развития 
растений, а также механизмов стойкости к стрессовым факторам. Исследования в 
области изучения механизмов действия брассиностероидов указывают на роль 
исследуемых гормонов в регуляции метаболизма активных форм кислорода (АФК) и 
функционировании хлоропластов клетки. 

Диссертация посвящена исследованию новых аспектов механизма действия 
брассиностероидов при адаптации клеток растений к условиям абиотического 
стресса, в частности, солевого стресса. Результаты свидетельствуют о том, что 
уровни ключевых липидных сигнальных посредников – фосфатидной кислоты (ФК)  
и диацилглицерола (ДАГ) – резко увеличиваются под действием 24-
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эпибрассинолида (ЭБЛ). С использованием специфических ингибиторов фосфатаз 
фосфатидной кислоты и диацилглицеролкиназ удалось обнаружить, что в 
формирование ФК и ДАГ в ответ на действие БС вовлечены фосфатидилхолин-
гидролизирующая фосфолипаза С и диацилглицеролкиназы. Уровень фосфатидной 
кислоты значительно снижен в мутантных растений bak1 в ответ на действие ЭБЛ, 
что свидетельствует о вовлечении киназы BAK1 рецепторного комплекса гормона в 
процесс активации фосфолипаз. Результаты исследований свидетельствуют о 
участии БС в регуляции энергетического метаболизма растительной  клетки, а 
именно – регуляции активности альтернативного пути транспорта электронов в  
дыхательной цепи митохондрий для обеспечения гомеостаза дыхательной условиях 
стресса и снижения активности процессов формирования АФК в митохондриях. При 
этом, трансдукция сигнала БС к органеллам опосредуется фосфатидилхолин-
гидролизирующими фосфолипазами С. Результаты свидетельствуют о том, что 
модулирование уровня эндогенных брассиностероидов ингибитором биосинтеза БС 
резко снижало активность альтернативного пути дыхания растений в условиях 
сильного солевого стресса. В то же время, экзогенные брассиностероиды 
способствовали повышению (более чем два раза) активности альтернативного пути 
дыхания. С помощью мутантной линии растений A. thaliana bri1 впервые был 
показан рецептор-зависимый путь регуляции процессов транспорта электронов в 
митохондриальной цепи. В частности, БС не изменяли активность альтернативного 
пути дыхания у растений bri1, что свидетельствует о том, что регуляция 
дыхательных процессов брассиностероидами опосредована киназой BRI1 
рецепторного комплекса исследуемого гормона. Обнаружено, что БС влияют на 
адаптационные процессы в клетках растений через индукцию синтеза полипептидов 
стрессовых белков. Методами биоинформатического анализа были 
идентифицированы вероятные белки-шапероны, которые могут быть вовлечены в 
регуляцию функционирования транспортной цепи электронов. Снижение 
эндогенного уровня брассиностероидов приводило к снижению уровня накопления 
полипептидов. Эти результаты указывают на новый аспект молекулярного 
механизма действия брассиностероидов, в частности, стабилизацию 
энергогенерирующей функции клетки и регуляцию процессов образования АФК, 
которые могут формироваться вследствие нарушения работы дыхательной цепи в 
условиях действия абиотических стрессов. Кроме этого, впервые было показано 
влияние БС на формирование липидных сигнальных посредников фосфатидной 
кислоты, которая принимает участие в регуляции ранних этапов трансдукции 
сигнала брассиностероидов. 
  

Ключевые слова: брассиностероиды, фосфатидилхолин-гидролизирующая 
фосфолипаза С, шапероны, альтернативная оксидаза, A. thaliana, Z. mays, солевой 
стресс 

  
 
 
 
 



 22

ANNOTATION 
Derevyanchuk M.V. Brassinosteroids in the regulation of plant metabolism 

under stress conditions. – Manuscript.  
Dissertation for the candidate of biological science degree in speciality 02.00.10 – 

Bioorganic chemistry. Institute of Bioorganic Chemistry and Petrochemistry, National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2015. 

The object of the investigation is brassinosteroids and induction of adaptation 
reactions in cell organelles of plants under salinity 

We have investigated role of brassinosteroids (BRs) in rapid activation of cell 
phospholipids signaling, facilitation of energy homeostasis in plants (activity of cytochrom 
and alternative respiratory pathways, synthesis of mitochondrial chaperones) and 
activation of antioxidant systems to prevent oxidative stress development. It was found  
that BRs activate formation of key lipid messengers - phosphatidic acid (PA) and 
diacylglycerol (DAG). Utilizing inhibitory approach with specific inhibitors for key 
enzymes involved in PA and DAG conversion (phosphatases of phosphatidic acid and 
diacylglycerol kinases) we found that BRs activated phosphatidylcholine-hydrolyzing 
phospholipases C and diacylglycerol kinases. PA level of mutant bak1 plants was 
significantly decreased that indicates about receptor kinase BAK1 involvement in BR-
induced activation of phospholipases. It was established that BRs regulate respiratory 
electron transport chain.  Lowering level of endogenous brassinosteroids suppressed 
alternative pathway of electron transport chain under severe salinity conditions. 
Exogenous brassinosteroids stimulated by 2-fold activity of cyanide-resistant respiratory 
pathway. Respiration rate of mutant bri1 plants was not affected by exogenous 
brassinosteroids. This is an evidence of receptor kinase BRI1-mediated regulation of plant 
respiration by brassinosteroids. It was observed that BRs induce synthesis of polypeptides. 
With bioinformatic approaches we identified probable chaperones which may function in 
formation of energy homeostasis of organelles. 

 
Key words: brassinosteroids, phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase C, 

chaperones, alternative oxidase, A. thaliana, Z. mays, salinity 
 


