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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

 

Актуальність теми. Протягом всього вегетаційного циклу рослини зазнають 
впливу умов навколишнього середовища та відповідно реагують на стресові 
чинники, біотичні та абіотичні. Для коректної адаптації сигнал про стрес має бути 
розпізнано та передано в межах окремої клітини та по всьому рослинному організму 
завдяки різноманітним сигнальним системам. Ліпідна система трансдукції сигналів 
є одним з ключових механізмів регуляції росту та адаптації рослин. Ряд молекул 
ліпідної природи розглядаються у як вторинні посередники у передачі сигналу, 
зокрема фосфогліцероліпіди, такі як фосфатидна кислота (ФК) та 
фосфатидилінозитоли (ФІ).  Сигнальні фосфогліцероліпіди загалом продукуються за 
участю фосфоліпаз або ліпідкіназ. Так, ФІ може бути додатково фосфорильованим 
до фосфатидилінозитол-4-фосфату (ФІ4Ф) та фосфатидилінозитолбісфосфату (ФІ-
4,5-Ф) внаслідок активації ФІ-4-кіназ та ФІФ-кіназ. В свою чергу, ФІ4Ф та ФІ-4,5-Ф 
можуть виступати субстратами для фосфатидилінозитол-специфічних фосфоліпаз С 
(ФІ-ФЛС), модулювати активність ферментів, безпосередньо зв’язуючись з білками-
мішенями,  виступати кофакторами деяких фосфоліпаз D (ФЛD), що гідролізують 
структурні фосфоліпіди до фосфатидної кислоти (Delage, Ruelland et al. 2012). На 
сьогодні показано залучення фосфоінозитидів до адаптивних реакцій рослин в 
умовах абіотичних стресів (Hou, Ufer et al. 2016), імунних реакцій (Abd-El-Haliem 
and Joosten 2017), при гормональній сигналізації (Zhao 2015) та в ростових процесах 
(Munnik and Testerink 2009). Тим не менше, механізми регуляції активності 
ферментів ліпідної сигналізації за умов стресів та в процесах морфогенезу 
залишаються маловідомими. 

Зважаючи на це, аналіз механізмів реалізації біологічної дії природних 
фітогормонів за участю  вторинних посередників ліпідної природи постає 
пріоритетним напрямком досліджень біоорганічної хімії. Отримані результати 
відкривають нові перспективи у використанні природних механізмів захисту рослин 
для створення нових біорегуляторів росту з метою підвищення стресостійкості 
рослин. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 
робота виконувалась у відділі молекулярних механізмів регуляції метаболізму 
клітини Інституту біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України в рамках 
бюджетних тем «Роль фосфоліпаз та антиоксидантних систем в гормональній та 
стрес сигналізації» (№  0110U000378), а також за підтримки грантів уряду Франції 
№ 861849F (2014-2016) та міжнародного фонду «Вишеград» 2016-2017.  

Мета та завдання дослідження. Метою роботи було встановлення ролі 
фосфатидилінозитол-залежних фосфоліпаз та ліпідкіназ у трансдукції сигналу в 
клітинах під час розвитку рослин та в умовах модельованого  біотичного стресу (дії 
стрес-асоційованих фітогормонів та бактеріальних еліситорів). 

Для виконання поставленої мети вирішувались наступні завдання.  
1. Встановити роль ферментів ліпідної сигналізації у регуляції продихового 
апарату клітин Арабідопсису за дії саліцилової кислоти. 
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2. Дослідити вплив фітогормонів (на прикладі саліцилової та абсцизової 
кислот), та бактеріального еліситору флагеліну  на активність ферментів 
ліпідної сигналізації у суспензійних культурах клітин Арабідопсису. 

3. Визначити участь вторинних посередників ліпідної природи 
(фосфоінозитидів та фосфатидної кислоти) у регуляції експресії генів у 
суспензійній культурі клітин Арабідопсису за дії саліцилової та абсцизової 
кислот.  

4. Встановити роль окремих ізоформ діацилгліцеролкіназ та 
фосфатидилінозитолкіназ у первинних реакціях рослинних клітин на дію 
флагеліну. 

5. З’ясувати роль фосфатидилінозитол-4-кіназ у процесах морфогенезу та 
трансдукції сигналу ауксинів та цитокінінів.   

Об’єкт дослідження – процеси ліпідної сигналізації, активовані у клітинах 
рослин  дією природних фітогормонів та еліситорів.  

Предмет дослідження – баланс мінорних фосфоліпідів за участі фосфоліпаз та 
ліпідкіназ у суспензійних культурах клітин та рослинах Арабідопсису, зміни 
транскриптомного профілю, індуковані стрес-асоційованими фітогормонами за 
участі фосфоліпідів, а також гормональна регуляція морфогенезу кореневої системи 
рослин. 

Методи дослідження – радіоактивне мічення фосфоліпідів, тонкошарова 
хроматографія, аналіз експресії генів (загальний аналіз транскриптому, ПЛР у 
реальному часі), вимірювання продукції активних форм кисню (люмінесценція та 
флуоресценція), аналіз архітектури кореневої системи, тест на гравітропізм. 

Наукова новизна отриманих результатів. За допомогою радіоактивного 
мічення та транскриптомного аналізу з’ясовано роль ліпідної сигналізації у 
сигнальних каскадах, індукованих стрес-асоційованими фітогормонами 
(саліциловою та абзцизовою кислотою) у культурах клітин рослин. Вперше 
виявлено та охарактеризовано кластери генів, що спільно регулюються цими 
фітогормонами з залученням вторинних посередників ліпідної природи – 
фосфатидилінозитолів та фосфатидної кислоти. Встановлена роль ФЛD та 
фосфатидної кислоти в ініціації закриття продихів саліциловою кислотою. З’ясовано 
роль фосфоінозитидів у регуляції базальної експресії генів. Вперше показано участь 
фосфатидилінозитол-специфічних фосфоліпаз С (ФІ-ФЛС) та діацилгліцеролкіназ 
(ДГК) у перцепції сигналу бактеріального пептиду флагеліну (flg22), зокрема участь 
ДГК5 у flg22-індукованих первинних реакціях клітин та її позицію у каскаді реакцій 
відносно рецепторного комплексу FLS2-BAK кіназ. Досліджено роль 
фосфоінозитидів у морфогенезі кореневої системи рослин Арабідопсису. Зокрема, 
виявлено взаємозв’язок між рівнем фосфоінозитидів та чутливістю клітин до дії 
ріст-асоційованих фітогормонів ауксину та цитокініну.  Результати досліджень 
вказують на участь вторинних посередників ліпідної природи у гормональній 
регуляції та стрес-сигналізації на рівні змін експресії генів, інтенсивності та 
спрямованості метаболізму клітин, що забезпечують фізіологічні реакції та 
морфогенез рослин. 
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Практичне значення отриманих результатів. Отримані результати 
розширюють уявлення щодо молекулярних механізмів реалізації біологічної дії 
фітогормонів у клітинах рослин на рівні систем трансдукції сигналів ліпідної 
природи, що може бути використано в біотехнології та сучасних технологіях 
агровиробництва. Отримані дані щодо ролі вторинних посередників ліпідної 
природи у клітинній регуляції та опосередкуванні внутрішньоклітинної дії 
фізіологічно активних сполук можуть використовуватись на навчальних курсах з 
біоорганічної хімії, біохімії, молекулярної біології та фізіології рослин, а також 
слугувати основою для розвитку подальших досліджень у даному напрямку. 

Основний внесок здобувача. Дослідження рівня фосфатидної кислоти та 
фосфоінозитидів у різних модельних системах, аналіз експресії генів, вивчення 
кореневої архітектури рослин Арабідопсису та дослідження руху продихових 
клітин, систематизація літературних даних, аналіз і узагальнення отриманих 
результатів виконані дисертантом особисто на базі Інституту біоорганічної хімії та 
нафтохімії НАН України, Інституту екології та наук про оточуюче середовище 
Парижу (Університет Париж Східний Кретей), а також Інституту експериментальної 
ботаніки АН Чеської Республіки. Експериментальні дані, використані в дисертації 
та представлені в статтях зі співавторами, отримані за безпосередньої участі автора. 
Постановка мети та схеми дослідження, а також обговорення результатів здійснено 
разом з науковими керівниками  докторами біологічних наук., проф. В.С. Кравцем 
та Е. Руелландом (PhD, HDR).  

Апробація результатів дисертаційної роботи. Матеріали дисертаційної 
роботи були представлені на п’ятнадцяти наукових конференціях: «Plant organellar 
signaling - from algae to higher plants» (Прімоштен, Хорватія, 2011 р), VII-й 
Міждународній конференции «Регуляция роста, развития и продуктивности 
растений» (Мінськ, Білорусь, 2011 р), конференціях Інституту біоорганічної хімії та 
нафтохімії (Київ, Україна, 2011 та 2012 рр), конференціях молодих учених 
«Биология растений и биотехнология» (Біла церква, Україна, 2011 та Київ, 2017 рр). 
VIth Міжнародній конференції з генетики та геноміки Бобових рослин (Гайдерабад, 
Індія, 2012 р),  міжнародному конгресі «Plant Biology Congress» (Фрайбург, 
Німеччина, 2012 р), симпозіумі “Annual main SEB Meeting» (Зальцбург, Австрія, 
2012р.), симпозіумі «III International Symposium: Intracellular signaling and bioactive 
molecules design» (Львів, Україна, 2012 р), науковій конференції-зустрічі Товариства 
Експериментальної Ботаніки (SEB)  “Oxidative stress and cell death in plants: 
mechanisms and implications”  (Флоренція, Італія, 2013 р), міждисциплінарній 
конференції «Биологически активные вещества и материалы:фундаментальные и 
прикладные аспекты получения и применения» (Новий Світ, АР Крим, Україна, 
2011, 2013 та 2014 рр), міжнародному конгресі «26th international conference on 
Arabidopsis research (ICAR) (Париж, Франція, 2015 р) 

Публікації. Матеріали дисертаційної роботи викладені у 6 статтях у фахових 
наукових журналах та у тезах 19 доповідей. 

Структура та об’єм роботи. Дисертація складається із вступу, огляду 
літератури, матеріалів та методів досліджень, опису отриманих результатів та їх 
обговорення, висновків та списку використаних джерел (205 найменувань). 
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Дисертаційна робота викладена на 162 сторінках друкованого тексту та містить 45 
рисунків і 6 таблиць. 

 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 

Огляд літератури. Розділ присвячено теоретичному обґрунтуванню ролі ФІ-
ФЛС, ФІ-4-К, ФЛD та ДГК у функціонуванні сигнальних каскадів та продукції 
вторинних посередників ліпідної природи у рослин. Представлено дані щодо 
структури,  локалізації, біохімічних властивостей, механізмів регуляції та 
функціональної ролі ФІ-4-К  у опосередкуванні внутрішньоклітинної дії 
фітогормонів  на молекулярному рівні. 

Матеріали та методи дослідження. Для досліджень були використані 
суспензійні культури клітин Арабідопсису (Arabidopsis thaliana екотипу Col-0), а 
також трансгенні рослини fls2-17, bak1-4 (SALK_116202), rbohD (SALK_074825C), 
bik1 (SALK_005291), dgk1.1, dgk2.1, dgk5.1 (SAIL_1212_C), dgk6.1, dgk7.2, sid2 

(SALK_042603), pi4kb1b2 (SALK_040479 X SALK_098069), pi4kb1b2sid2, NahG. 
Суспензію клітин культивували у середовищі Гамборга  (Khalys S.A., France), при 
22°C та постійному освітленні з інтенсивністю 100 µE. Клітини пасажували кожен 
7-й день, описані експерименти виконували на 5-денній культурі. Проростки 
Арабідопсису культивували у рідкому середовищі MS/2 при 22°С та режимі 
освітлення 14/10год, на 7-й день середовище змінювали на свіже, на 10-14 день 
проводили експериментальні дії. Для дослідження кореневої архітектури рослини 
вирощували у вертикальних чашках Петрі на твердому агаризованому 0,8% 
середовищі MS/2 в аналогічних умовах. Насіння стерилізували 1.5% гіпохлоритом 
Натрію та стратифікували 3 доби при 4°C. У якості діючих сполук у роботі 
використовувались препарати саліцилової кислоти, абсцизової кислоти, ауксину, 
цитокініну (SigmaAldrich) та пептиду flg22 (Anaspec).  

Для дослідження динаміки фосфоліпідів рослинний матеріал мітили 
радіоактивним 33Pi-ортофосфату 37 MBq*L-1.Загальні фосфоліпіди було виділено та 
розділено методами тонкошарової хроматографії (ТШХ) у кислій 
(хлороформ:ацетон:оцтова кислота:метанол:вода (10:4:2:2:1 [v/v/v/v])  та лужній 
(хлороформ:метанол:розчин амоніаку (5% [w/v]; 9:7:2 [v/v/v]) системах розчинників.  
ТШХ пластини для розділення фосфоінозитидів було активовано замочуванням у 
10мМ оксалаті Калію та нагріванням 110°С протягом 2 год. Радіоактивність окремих 
плям було виміряно за авторадіографією на Storm Рhosphorimager (Amersham 
Biosciences) та нормалізовано відповідно до загальної радіоактивності зразків. 
Окремі фосфоліпіди ідентифікували за ко-міграцією з нерадіоактивними 
стандартами та візуалізували примуліном під УФ-освітленням.   

Аналіз змін експресії генів проводили за допомогою полімеразної ланцюгової 
реакції у реальному часі та транскриптомного аналізу на чіпах CATMAv5, що 
містять 31776 специфічних проб, що відповідають 22089 генам Арабідопсису. РНК 
виділяли за допомогою Plant RNEasy Kit (Quiagen). Якість та концентрацію РНК 
оцінювали за допомогою агарозного гель електрофорезу та спектрофотометрично. 
Синтез кДНК здійснювали з 4мкг тотальної РНК шляхом зворотної транскрипції 
Superscript III Kit (Invitrogen) та оліго (dT)18 праймерів. Кількісна оцінка експресії 
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генів проводилась за полімеразною ланцюговою реакцією в реальному часі на 
системі Step One Plus (Applied Biosystems) з реакційною сумішшю Power SYBR 
Green RT-PCR mastermix (Applied Biosystems). У якості референтних 
використовували гени  AT3G18780 та At5g11770. Визначення коефіцієнту змін 
експресії генів визначалось за формулою: 

 

де Е1 –рівень ампліфікації гену інтересу, Е1 – рівень ампліфікації референтного 
гену, ∆Ct1 – різниця точок ампліфікації гену інтересу у контрольних рослин та 
рослин що зазнавали експериментальної дії, ∆Ct2 – різниця точок ампліфікації 
референтного гену у контрольних та експериментальних зразках.  

Загальний аналіз транскриптому проводили з використанням програмного 
забезпечення Classification SuperViewer Tool, Gene Ontology, HOMER. Отримані дані 
завантажено до відкритої бази даних Gene Expression Omnibus 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; номер доступу GSE 35872) та CATdb 
(http://urgv.evry.inra.fr/CATdb/; Проект: AU10-12) відповідно до стандартних вимог 
по збереженню та обробці транскриптомних даних.   

Статистична обробка даних здійснювалася за t-тестом та ANOVA. На діаграмах 
представлені середні значення ± стандартна похибка середнього значення, рівень 
значущості p<0.05. Всі досліди виконано щонайменше у 3-х біологічних 
повторностях. 

 
Роль фосфоліпази D у регуляції руху продихів саліциловою кислотою 

Було встановлено, що дія екзогенної саліцилової кислоти (СК) спричиняла 
утворення фосфатидної кислоти (ФК) у листках 4-тижневих рослин Арабідопсису 
(Рис.1 А, С). ФК, як вторинний посередник сигнальних систем, утворюється в 
клітинах в результаті гідролізу фосфоліпідів, зокрема фосфатидилхоліну,  
фосфоліпазою  D (EC 3.1.4.4) або в результаті фосфорилювання діацилгліцеролу 
(ДАГ) 1,2-диацилгліцеролкіназою (EC 2.7.1.107) (ДГК). ДАГ, в свою чергу, може 
утворюватися в результаті гідролізу ФІ-4,5-Ф2 під впливом ФІ-ФЛС (EC 3.1.4.11) та 
фосфатидилхоліну за дії ФХ-ФЛС. 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 за допомогою 
ДГК. Для визначення шляху утворення ФК у, в середовище реакції було введено 1-
бутанол, що виступає альтернативним субстратом для ФЛD, замінюючи молекули 
води у гідролізі та призводить до накопичення специфічного продукту – 
фосфатидилбутанолу в результаті реакції трансфосфатидилювання (Kravets, 
Kolesnikov et al. 2010). Це також дозволяє використовувати 1-бутанол як інгібітор 
біологічної активності ФЛD та її сигнальних шляхів. Дія СК спричиняла 
накопичення фосфатидилбутанолу у рослин дикого типу а також у рослин rbohD, 
дефектних за геном мембранної НАДФН-оксидази (рис.1 В, С),  що відповідає за 
швидку продукцію супероксид-радикалів до апопласту, зокрема в умовах 
патогенного ураження (Wong and Shimamoto 2009). Таким чином, СК активує 
накопичення ФК з залученням фосфоліпази D та незалежно від RBOHD. 
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Рис.1. Вплив саліцилової кислоти (СК) на формування фосфатидної кислоти (ФК) та 
фосфатидилбутанолу (Фбут) у тканинах Арабідопсису. A. Тонкошарова 
хроматографія радіоактивно мічених фосфоліпідів (кисла система розчинників) 
листкових тканин за дії СК (15, 30, 60хв). B. Тонкошарова хроматографія 
радіоактивно мічених фосфоліпідів (ізооктанова система розчинників) рослин 
дикого типу (WT) та rbohD за дії СК (1мМ, 30хв) в присутності 1-бутанолу. C. 
Відносний вміст ФК (% від структурних фосфоліпідів) у тканинах після дії СК, 
сцинтиляційний рахунок. D. Вміст фосфатидилбутанолу (Фбут) у тканинах 
Арабідопсису за дії СК в присутності 1-бутанолу, сцинтиляційний рахунок. Дані 
представлено у вигляді середнього значення ± стандартне відхилення, статистичний 
аналіз ANOVA, різні літери позначають достовірно відмінні варіанти, р≤0,05 

 
За допомогою гістохімічного аналізу з нітросинім тетразолієм було показано 

накопичення супероксиду у тканинах Арабідопсису інфільтрованих СК (Рис. 2, В). 
Присутність інгібітору НАДФН-оксидаз дифеніленіодиду (diphenileneiodide, DPI) 
(Рис. 2, G, H) або 1-бутанолу (Рис. 2, С, Е)  пригнічувала утворення супероксиду, що 
вказує на залучення ФЛD до окисного вибуху опосередкованого НАДФН-
оксидазами. В якості негативного контролю використовували 2-бутанол (Рис. 2, D, 
F).  
 



7 
 

Рис. 2. Продукція супероксид-
радикалів у тканинах 
Арабідопсису внаслідок 
інфільтрації СК (1мМ, 30 хв),  
відбувається за участі 
фосфоліпази Д (гістохімічний 
аналіз з нітросинім 
тетразолієм).  

A. контроль (інфільтрація 
Н2О); B. інфільтрація СК; 
C. СК + 1-бутанол; D. СК 
+ 2-бутанол; E. 1-бутанол; 
F. 2-бутанол; G. DPI; H. 
СК + DPI. 

 

 
Дія СК була досліджена на модельній системі продихів Арабідопсису. 

Регуляція продихової апертури з залученням СК-асоційованих каскадів є 
невід’ємною частиною імунної системи рослин (Sun, Hao et al. 2010). Продихова 
апертура рослин дикого типу після 30 хв дії СК 1мМ зменшувалась на 70% у 
порівнянні з необробленим контролем (Рис. 3). Відомо, що регуляція продихового 
апарату здійснюється шляхом модуляції внутрішньоклітинного рівня АФК, одним з 
основних джерел яких є мембранна НАДФН-оксидаза (Kwak, Mori et al. 2003). 
Родина генів НАДФН-оксидаз включає три основні класи ізоформ, що по-різному 
експресуються в залежності від частини рослини: RbohD та F присутні рівномірно в 
усіх тканинах, Rboh A-G, I – у коренях, Rboh H та J – при формуванні пилку. 
Більшість абіотичних стресових факторів спричиняють експресію різних 
ізоферментів Rboh, однак біотичні індуктори активують в першу чергу RbohC, D та 
F (Sagi and Fluhr 2006). 
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Рис. 3. Закриття СК продихів рослин Арабідопсису дикого типу (Col) та дефектних 
за різними ізоформами НАДФН-оксидази (rbohD, rbohF, rbohDF), А. Світлова 
мікроскопія. В. Продихова апертура, % від контролю. С. Продихова апертура 
рослин дикого типу та rbohD за дії СК, СК в присутності інгібіторів ФЛD (1-
бутанол, 0,8%) та НАДФН-оксидаз (DPI, 10µM), пероксиду водню (Н2О2, 0,05%) та 
неактивного аналогу СК, 4-гідроксибензойної кислоти (4-НВА, 1мМ).  * - варіант 
достовірно відрізняється від необробленого контролю відповідного генотипу, t-тест, 
р≤0,05 

 
У рослин  rbohD закриття продихової щілини становило менше 10%, що 

вказує на ключову роль даної ізоформи RBOH у реалізації біологічного ефекту 
саліцилової кислоти на продиховий апарат (Рис. 3 А, В). Дефіцит за ізоферментом 
RbohF також інгібував закриття продихів, однак не більш ніж на 30% від рівня 
контролю. Участь ФЛD та НАДФН-оксидаз була показана у присутності 1-бутанолу 
та DPI,  4-гідроксибензойна кислота використовувалась в якості неактивного 
аналогу (Рис. 3, С). Нами було запропоновано модель сигнального каскаду СК у 
замикаючих клітинах продихів, що включає ФЛD та НАДФН-оксидаза RbohD 
(Kalachova, Iakovenko et al. 2013). Отримані з використанням даної модельної 
системи результати поглиблюють знання щодо природи первинних реакції клітин 
рослин на дію біотичних стресорів загалом та зокрема на еліситори 
фітогормональної природи та можуть бути використані для підвищення стійкості 
промислово важливих культур до ураження патогенами.  
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Регуляція базальної активності фосфатидилінозитол-специфічної 
фосфоліпази С як ключовий механізм впливу саліцилової та абзцизової кислот 

на транскриптом суспензійної культури клітин 

Встановлено, що абзцизова кислота (АБК) та СК інгібують базальну 
активність фосфатидилінозитол-специфічної фосфоліпази С (ФІ-ФЛС) in vivo у 
суспензійній культурі клітин  Арабідопсису. Однак, СК одночасно активує 
фосфорилювання фосфатидилінозитолів, на відміну від АБК (Рис.4). 

 

 
Рис. 4. Ефект СК та АБК на динаміку радіоактивно мічених фосфоліпідів у 
суспензійній культурі клітин Арабідопсису. Клітини було оброблено 250мкМ СК 
або 10мкМ АБК протягом зазначеного часу. Мічення радіоактивним 33

Р-
ортофосфатом 15 хв до екстракції ліпідів. Фосфоліпіди було розділено ТШХ. (A) 
сумарна радіоактивність  фосфоінозитидів (PIP+PIP2) відносно до 
фосфатидилінозитолу (PI) у % до значень нестимульованих клітин. (B) сумарна 
радіоактивність ФК (РА) відносно до структурних фосфоліпідів ФХ+ФЕ (PC+PE) у 
% до значень нестимульованих клітин.  * та ** відповідають значенням статистично 
відмінним від контрольних (ANOVA, *:  p<0.05; **: p< 0.001). 

 
 Було порівняно транскриптом суспензійних культур клітин через 4 год дії 

АБК до транскриптомів клітин оброблених  U73122 (інгібітором ФІ-ФЛС) або 
вортманніном (інгібітором ФІ4-кіназ, що забезпечують субстрат для реакцій 
каталізованих ФІ-ФЛС).  Виявлено особливі групи генів, для яких дія АБК та 
інгібіторів була аналогічною. Серед генів, індукованих АБК, 40% були також 
індуковані СК, в той час як 28% АБК-інгібованих генів були також інгібовані СК.  
Нами було виділено групу СК-залежних генів, що регулюються з залученням 
фосфоінозитидів та генів, що регулюються шляхом активації фосфоліпази D. Для 
ряду генів реакція на дію СК була аналогічною реакції на дію інгібіторів ФІ-ФЛС.  
Цікаво, що серед генів, що реагують однаково на СК та АБК значну частку 
займають гени, чутливі до фосфоінозитид-залежних каскадів та ФІ-ФЛС.  Для 
обраних груп генів було проведено біоінформатичний аналіз промоторних ділянок 
та виявлено АБК-асоційовані послідовності (A/C)CACGT та GTGGCT, що 
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відповідають відомим мотивам ABRE та SORLIP1AT (Wang, Pandey et al. 2011). Для 
генів, регульованих СК з залученням фосфоінозитидів характерна наявність 
гексамеру GTTGAC, що містить частину TTGAC належну до W-box, що 
характерний для генів, що регулюються  транскрипційними факторами WRKY 
(Krinke, Ruelland et al. 2007). Таким чином, підвищення рівня фосфоінозитидів 
виступає важливим механізмом регуляції базальної експресії генів, а також СК-
специфічних перебудов транскриптому, в той час як пригнічення активності ФІ-
ФЛС є важливим фактором АБК та СК-індукованих реакцій.   

 
Активація ферментів ліпідної сигналізації рослин у відповідь на дію 

бактеріальних пептидів 

В умовах біотичного стресу, низка захисних механізмів рослин індукується 
розпізнаванням специфічних молекулярних маркерів патогенів, таких як flg22, що є 
фрагментом бактеріального білку флагеліну. Ранні реакції включають активацію 
притоку Ca2+ в цитоплазму, продукцію активних форм кисню (АФК) активацію 
мітоген-активованих протеїнкіназ та накопичення калози у клітинній стінці. У 
рослин Арабідопсису, продукція АФК під час первинних  імунних  реакції 
забезпечується переважно НАДФН-оксидазою RBOHD, що також необхідна для 
накопичення калози у клітинних стінках (Sreekanta, Bethke et al. 2015)  

Досліджено вплив пептиду флагеліну flg22 (QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA) 
на динаміку фосфоліпідів суспензійної культури клітин Arabidopsis thaliana. 
Встановлено, що flg22 спричиняє швидке накопичення ФК (Рис. 5, А, С) та 
відповідне паралельне зниження вмісту ФІФ2, що виступає субстратом для ФІ-ФЛС 
(Рис. 6, В, С). Пік утворення ФК спостерігали на 10хв дії еліситору, що дозволяє 
віднести активацію ліпідного сигналінгу до первинних реакцій (Рис. 5). Встановлено 
оптимальну концентрацію флагеліну (0,1мкМ), що спричиняє двократне зростання 
вмісту ФК у порівнянні з контролем (Рис. 5, D). За допомогою диференційного 
мічення встановлено, що ФК синтезована після дії flg22 утворюється внаслідок 
скоординованої активації ФІ-ФЛС та ДГК.  

За допомогою інгібіторного аналізу встановлено участь ендогенних йонів 
кальцію у реакції ферментів ліпідного обміну на дію флагеліну. Показано зниження 
flg22-індукованої продукції ФК в присутності хелатору внутрішньоклітинного 
кальцію (ЕГТА, 2мМ) та блокатору кальцієвих каналів (LaCl3, 10мМ). Встановлено 
роль ФІ-ФЛС та ДГК у накопиченні ФК за дії флагеліну: інгібітори ДКГ (R59022, 
25µM та едельфозину, 100µM)  знижували продукцію ФК на 40-75%, а інгібітор 
ФЛС U73122 (з використанням його біологічно неактивного аналогу U73343 як 
негативного контролю) пригнічував накопичення ФК на 50% від контрольного 
рівня.  

Показано вплив інгібіторів ДГК та ФІ-ФЛС на продукцію АФК. За допомогою 
флуоресцентного зонду Н2-DFCDA показано утворення АФК у клітинах, 
оброблених 1мМ флагеліном. Найбільша інтенсивність сигналу спостерігалась у 
цитоплазмі та в зоні плазматичної мембрани. Інгібітори ферментів ФІ-ФЛС 
(U73122) та ДГК (R59022) знижували загальний рівень флагелін-індукованої 
продукції АФК.   



11 
 

 
 Рис. 5. Вплив флагеліну 
на динаміку 
фосфоінозитидів та 
фосфатидної кислоти у 
суспензійній культурі 
клітин А. thaliana. 

Тонкошарова 
хроматографія. А. 
Кисла система 
розчинників. Б. Лужна 
система розчинників. С. 
Динаміка радіоактивних 
мінорних фосфоліпідів 
за дії флагеліну, % від 
контролю. D. Вплив 
різних концентрацій 
флагеліну на вміст 
радіоактивних мінорних 
фосфоліпідів, % від 

контролю. 
Радіоактивність асоційована з ФК (РА) або ФІФ2 (РІ-4,5-Р2) була нормалізована до 
суми структурних фосфоліпідів (РА/(РЕ+РС+PG), дані представлені в відсотках від 
необробленого контролю ± стандартне відхилення. * - варіанти достовірно 
відрізняються від необробленого контролю, t-тест, p<0.05 

 
Досліджено роль рецепторного комплексу FLS1-BAK1 у формуванні ФК при 

обробці флагеліном. Двотижневі рослини арабідопсису трансгенних ліній bak-1, bik-

1, rbohD, fls2-17 було мічено радіоактивним ортофосфатом та оброблено 0,5мкМ 
флагеліну (Рис. 6). Було виявлено що рослини, дефектні за білками-компонентами 
рецепторного комплексу fls2-17, bak1-4 виявляють знижений рівень продукції ФК у 
відповідь на дію флагеліну (Рис. 6. А, В). В той же час, рослини  rbohD реагували 
аналогічно контрольним (Рис. 6, С).  Таким чином, продукція ФК може 
безпосередньо слідувати за рецепторним розпізнаванням флагеліну у сигнальному 
каскаді, однак передувати індукованій продукції АФК. У модельній системі 
суспензійної культури клітин було показано домінування ФІ-ФЛС/ДГК шляху у 
формуванні ФК. З метою встановити більше детально джерело ФК, ми 
проаналізували панель трансгенних ліній дефектних за різними ізоформами ДГК та 
виявили особливу роль ДКГ5.1 (Рис. 6, D).    
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 Рис. 6. Вплив 
флагеліну на рівень 
ФК у проростках 
Арабідопсису дикого 
типу (WT) та 
дефектних за різними 

компонентами 
специфічного 
рецепторного 

комплексу.  A. 
відносний вміст ФК у 
дикого типу та fls2-17 
мутантних рослин. B. 
відносний вміст ФК у 
дикого типу та bak1-4.  
C. відносний вміст ФК 
у дикого типу та 
rbohD. D. відносний 
вміст ФК у дикого 
типу та dgk5.1. 

Радіоактивність асоційована з ФК була нормалізована до суми структурних 
фосфоліпідів, дані представлені в відсотках від контролю ± стандартне відхилення.  
* - варіанти статистично відрізняються від контролю, t-test, p<0,05 

 
Фізіологічна роль ФК у реакції на дію еліситорів наразі потребує детального 

дослідження. Відомо, що у суспензійних культурах тютюну Nicotiana tabacum BY2 
криптогеїн активує ДГК5, що призводить до утворення ФК та подальшої активації 
НАДФН-оксидаз (Cacas, Gerbeau-Pissot et al. 2016). Нами було показано 20% 
зниження  продукції АФК у мутантних рослин dgk5.1 у відповідь на дію флагеліну 
(рис.7, А).  АФК прямо та опосередковано запускають ряд імунних реакцій у різних 
компартментах клітини. Так, при дії еліситорів, пораненні та інфекції  клітинна 
стінка потовщується за рахунок синтезу та накопичення полісахаридів, зокрема 
калози (Malinovsky, Fangel et al. 2014). Біосинтез калози відбувається безпосередньо 
в апопласті, однак контролюється на рівні ферментативної активності, 
везикулярного транспорту попередників та експресії генів ферментів калоз синтаз 
(Ellinger and Voigt 2014). Було виявлено, що у рослин dgk5.1  пригнічена здатність 
накопичувати калозу у відповідь на флагелін (Рис. 7, В).  На сьогодні існують 
суперечливі уявлення щодо ролі калози у стійкості до патогенного ураження 
(Ellinger, Naumann et al. 2013). Класично, накопичення калози розглядається як один 
з механізмів потовщення клітинної стінки, що сприятиме обмеженню зони 
розповсюдження патогенів (Ellinger, Naumann et al. 2013), однак активно 
досліджуються її сигнальні функції асоційовані з каскадами саліцилової кислоти 
(Nishimura, Stein et al. 2003). Таким чином, формування АФК та накопичення калози 
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є потенційними механізмами реалізації ФК-залежного сигналінгу у відповідь на 
еліситори бактеріальної природи.  

 
Рис. 7. А. Флагелін-
індукована продукція 
АФК у 10-денних 
проростках А. thaliana 
дикого типу та dgk5.1, 
відносні одиниці 
люмінесценції, RLU. В. 
Накопичення калози у 
апопласті проростків А. 

thaliana після 24-
годинної інфільтрації 
флагеліном, кількість 
часток/µm2.  
С. Розвиток 
інфекційного процесу в 
14-денних проростках 

інфікованих 
Pseudomonas syringae 
pv tomato, log10 
(КУО/мг). Дані 

представлено у вигляді середнього значення ± стандартне відхилення, * - варіанти 
статистично відрізняються, t-test, p<0,05; різні літери позначають достовірно 
відмінні варіанти, ANOVA, р≤0,05 

 
З метою дослідження ролі ДКГ5 у регуляції експресії ранніх генів під час 

відповіді на дію флагеліну, було порівняно транскриптоми проростків  А. thaliana 
дикого типу та dgk5.1 у контрольних умовах та після 1 год обробки 1мМ flg22. При 
порівнянні базальних транскриптомів (необроблені рослини) було виявлено, що у 
рослин dgk5.1 пригнічена експресія групи генів, асоційованих з імунними реакціями. 
Продукти цих генів були проаналізовані і систематизовані за локалізацією у клітині 
за допомогою біоінформатичних ресурсів Gene ontology (http://geneontology.org/) та 
Genevestigator.  Серед генів, базальна експресія яких знаходиться під контролем 
ДГК5, підвищено представлення тих, що належать до категорій “Сигнальна 
трансдукція”, “Відповідь на біотичні або абіотичні стимули”, а також “Транспорт” 
та “Метаболізм білків”. Відповідно до Молекулярних функцій ці гени було 
класифіковано як “Рецепторне зв’язування” та “Активність транскрипційних 
факторів”. У промоторних ділянках було виявлено консервативні мотиви VPN1 
(АБК-залежний, особливо в умовах абіотичного стресу), BPC (базальний регулятор), 
bZIP43 (абіотичний стрес), bHLH74, ABI5 (АБК-залежний, сумісна регуляція СК-
АБК). При порівнянні флагелін-індукованих змін транскриптому дикого типу та 
dgk5.1, виділено групу генів, активація/інгібування експресії яких було пригнічено у 
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dgk5.1. Цікаво, що значну кількість серед них становлять гени асоційовані з 
інфекціями біотрофними патогенами або сигналінгом в умовах холоду чи дії АБК 
(зокрема, PER4, CYP71B, GSTL1, EARLI1).  

Для дослідження безпосередньої участі dgk5.1 у імунних реакціях, проростки 
Арабідопсису було інфіковано Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 методом 
занурення та виявлено прискорений розвиток інфекції у мутантів dgk5.1 порівняно з 
диким типом. В якості позитивного контролю використовували рослини NahG, що 
експресують бактеріальний фермент саліцилат гідроксилазу, що трансформує 
внутрішньоклітинну СК до неактивного катехолу. Для NahG рослин характерні 
низькі конститутивні рівні СК та відповідно підвищена чутливість до біотрофів 
(Abreu and Munné-Bosch 2009) (Рис. 7.С). Важливо, що при інфікуванні 4-тижневих 
рослин методом інфільтрації, тобто при уникненні стадії розпізнавання та 
проникнення патогену на рівні продихів, не виявлено різниці між темпами розвитку 
інфекції між dgk5.1 та диким типом. Це вказує на особливу роль ліпідного 
сигнального шляху саме на первинних етапах інфекційного процесу, що визначає 
подальший його перебіг.  

Таким чином, нами вперше показано та деталізовано залучення шляху ФЛС-
ДГК синтезу фосфатидної кислоти до первинних реакції рослинних клітин на 
еліситори, та запропоновано схему цього сигнального каскаду у контексті імунних 
реакцій.  Отримані результати дозволяють зробити висновки про центральну роль 
ліпідного сигналінгу у каскаді флагелін-індукованих первинних реакцій у 
рослинних клітинах та імунітеті до біотрофних патогенів. 

 
Роль фосфатидилінозитол-4-кіназ у регуляції архітектури кореневої 

системи рослин арабідопсису 

В умовах стресу, однією з головних фізіологічних реакцій рослин є 
уповільнення ростових процесів. Баланс між ростом та захистом досягається 
завдяки фітогормональній регуляції, а саме на основі антагоністичних взаємодій 
стрес-асоційованих фітогормонів (СК, АК, етилен, брасиностероїди) з ріст-
регулюючими (ауксини, цитокініни, гібереліни та ін.) (Huot, Yao et al. 2014). 
Нещодавно було встановлено, що ферменти ліпідної сигналізації є важливими у 
клітинах рослин не лише для відповіді на дію СК, а й для контролю відповідного 
рівня внутрішньоклітинної СК (Kalachova, Iakovenko et al. 2013; Šašek, Janda et al. 
2014). Було показано, що ФІ4К залучена до коректного проведення сигналу СК, а 
рослини арабідопсису pi4kβ1β2, що є дефектними за двома генами ФІ4К, 
характеризуються пригніченим вегетативним ростом, у надземній та підземній 
частинах(Šašek, Janda et al. 2014). Одночасно, транскриптомні дослідження показали 
у pi4kβ1β2 активацію пулу стрес-асоційованих генів та накопичення ендогенної 
саліцилової кислоти (СК). 

З метою встановлення ролі pi4kb1b2 мутації per se, без маскування 
метаболічних ефектів надлишком саліцилової кислоти, були проведені схрещування 
з sid2 (мутантом за біосинтезом СК, дефектним за геном ізохоризматсинтази 1, 
ICS1). Дослідження морфології ФІ4К-дефіцитних мутантів з додатковим 
порушенням синтезу СК показали відновлення нормального фенотипу у потрійного 
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мутанта pi4kb1b2sid2 на рівні надземної частини (розетки, при вирощуванні у 
ґрунті), однак не у підземній частині. Порівняння транскриптому pi4kb1b2sid2 та 
sid2 виявило конститутивну активацію стрес-асоційованих генів та пригнічення 
експресії ауксин-залежних генів, при тому що рівень СК залишався низьким. Таким 
чином, антагонізм ауксинів та СК при морфогенезі коріння є асоційованим з 
метаболізмом фосфоінозитидів та його супутніми ефектами, як то впливом на 
везикулярний транспорт. 

У дослідах іn vitro нами було виявлено, що потрійний мутант pi4kb1b2sid2 має 
пригнічений розвиток кореневої системи у порівнянні з рослинами sid2 та 
рослинами дикого типу (менша довжина головного кореня, менша швидкість 
видовження) (Рис. 8, А, В). Досліджено вплив екзогенних цитокінінів (ВАР; 0 – 
1мкМ) та ауксинів (ІАА; 0 – 1мМ) на видовження головного кореня та формування 
бічних (щільність бічних коренів). Виявлено знижену реакцію на дію 
мікромолярних концентрації ауксину у мутантів pi4kb1b2 та  pi4kb1b2sid2,  що 
виражалось у видовженні головного кореня, але не мало впливу на галуження 
кореневої системи загалом (Рис. 8, С).  

 
Рис. 8. Вплив екзогенного 
ауксину на довжину 
головного кореня рослин 
pi4kb1b2, pi4kb1b2sid2 у 
порівнянні з контрольними 
дикого типу та sid2. А. 
Морфологія кореневої 
системи 10-денних 
проростків Арабідопсису. 
В. Довжина головного 
кореня. С. Довжина 
головного кореня рослин, 
що вирощувались на 
середовищі з різними  
концентраціями ауксину 
(ІОК). Дані представлено у 
вигляді середнього 
значення ± стандартне 
відхилення, ANOVA, різні 
літери позначають 
достовірно відмінні 
варіанти, р≤0,05 

 
Видовження кореня відбувається завдяки поділу та елонгації клітин. 

Інтенсивний поділ відбувається у зоні апікальної меристеми, і далі в зоні розтягу 
поділ зміняється видовженням вже утворених клітин. Закінчення цього процесу та 
набуття остаточного розміру клітинами визначається появою кореневих волосків та 
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відповідно початком зони диференціації (Рис.9, А). Методами епіфлуоресцентної 
мікроскопії було показано, що потрійний мутант pi4kb1b2sid2 має коротшу 
апікальну меристематичну зону (на 45%) та меншу довжину кортикальних клітин у 
зоні диференціації кореня (до 40% різниці з sid2) (Рис. 9, В, С).  

 

Рис. 9. Меристематична зона та кортикальні клітини коренів рослин pi4kb1b2sid2, 

sid2 та дикого типу (WT). А. Епіфлуоресцетна мікроскопія. В. Довжина 
меристематичної зони. С. Розмір кортикальних клітин. Дані представлено у вигляді 
середнього значення ± стандартне відхилення, ANOVA, різні літери позначають 
достовірно відмінні варіанти, р≤0,05 

 
Розмір меристематичної зони та видовження клітин є процесами, що 

контролюються балансом ауксинів та цитокінінів. Було показано, що меристема 
потрійного мутанту pi4kb1b2sid2 була нечутливою до екзогенного цитокініну (БАП, 
бензиламінопурин), в той час як у контрольних рослин введення гормону викликало 
скорочення меристематичної зони. В той же час, кортикальні клітини рослин 
pi4kb1b2sid2 були менш чутливими до  введення в середовище вирощування  
ауксину (ІОК, індолоцтова кислота) у мікромолярних концентраціях (у контрольних 
рослин дія ІОК викликає скорочення розміру кортикальних клітин). Нечутливість 
меристеми рослин pi4kb1b2sid2 до дії ріст-регулюючих фітогормонів може бути 
викликана порушенням розпізнавання та передачі сигналу екзогенних гормонів, або 
ж їх біосинтезу всередині клітини. На користь останньої гіпотези свідчить те, що 
розміри меристематичної зони та кортикальних клітин pi4kb1b2sid2 у контрольних 
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умовах були меншими за такі у контрольних рослин за дії найбільших концентрацій 
БАП та ІОК відповідно (1мкМ). Також, у масштабі цілого кореня, низькі 
концентрації ІОК викликали видовження у всіх досліджуваних генотипів. 
Спираючись на отримані експериментальні дані та відкриті бази дані 
транскриптому, нами було обрано групу генів, продукти яких є потенційними 
регуляторами транспорту та сигналінгу ауксинів за участі фосфоінозитидів. 
Зокрема, транспортери ауксину PIN1, PIN7, PIN2 (Zhang, Vanneste et al. 2011), 
учасники сигналінгу цитокініну ARR5, ARR6, TCS (Jeon, Kim et al. 2010) та 
транскрипційний регулятор, що відповідає за перемикання клітинного циклу у 
транзитній зоні кореня IAA3/SHY2 (Brenner, Romanov et al. 2005).  Аналіз експресії 
генів у меристемах коренів показав конститутивне підвищення експресії гену PIN1 у 
рослин pi4kb1b2sid2.  

Одним з процесів морфогенезу, що регулюється балансом ауксинів та 
цитокінінів є реакція гравітропізму. Раніше було показано участь фосфорильованих 
форм інозитолу у гравітропізмі пагонів Avena sativa (Perera, Heilmann et al. 2001). У 
Арабідопсису фосфоінозитиди розглядаються як потенційні регулятори полярного 
транспорту ауксинів у коренях (Tejos, Sauer et al. 2014). Було виявлено пригнічення 
реакції гравітропізму у рослин, дефектних за ФІ4К (pi4kb1b2sid2 та pi4kb1b2), що є 
додатковим свідченням участі фосфоінозитидів у СК-незалежному сигналінгу 
ауксинів у морфогенезі коренів.  

У дисертаційній роботі вперше було експериментально досліджено 
морфогенез кореневої системи у рослин, дефектних за ФІ4К та виявлено роль 
фосфоінозитидів у перцепції та трансдукції сингалів ріст-регулюючих фітогормонів. 
Одержані результати поглиблюють уявлення про роль вторинних посередників 
ліпідної природи у регуляції ростових процесів рослин в умовах розвитку стійкості 
до факторів навколишнього середовища.  

 

ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі наведено теоретичне викладення та експериментальне 
вирішення наукової задачі, що полягає у встановленні ролі фосфоінозитидів та 
фосфатидної кислоти в реалізації біологічної дії фітогормонів саліцилової та 
абсцизової кислот у формуванні стійкості рослин та під час морфогенезу.  

1. Показано участь фосфоліпази D та НАДФН-оксидази RBOHD в реалізації 
біологічної дії саліцилової кислоти в регуляції руху продихового апарату 
рослин. 

2. Встановлено ключову роль вторинних посередників ліпідної природи - 
фосфоінозитидів та фосфатидної кислоти в регуляції транскриптому 
суспензійної культури клітин Арабідопсису саліциловою та абсцизової 
кислотами; вперше охарактеризовано групи генів, що спільно регулюються 
дослідженими фітогормонами за участю фосфоінозитидів, запропоновано 
механізм цієї регуляції. 
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3. Встановлено роль ферментів ліпідної сигналізації ФІ-ФЛС та ДГК5 у  
первинних реакціях рослинних клітин на дію флагеліну та розпізнаванні 
бактеріальних патогенів. 

4. Виявлено та охарактеризовано вплив ФІ-4-К та рівня фосфорильованих 
інозитолів на морфогенез кореневої системи Арабідопсису та чутливість до 
дії ауксину та цитокініну.  
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АНОТАЦІЯ 

Калачова Т.А.  Роль фосфатидилінозитол-залежних фосфоліпаз та 

ліпідкіназ у первинних реакціях клітин рослин на стресові чинники 

навколишнього середовища та у процесах розвитку. – Рукопис. 
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за 

спеціальністю 02.00.10 – біоорганічна хімія. – Інститут біоорганічної хімії та 
нафтохімії НАН України, Київ, 2017. 

Об’єктом дослідження є процеси ліпідної сигналізації, що ініціюються у 
клітинах рослин  дією природних фітогормонів та еліситорів та задіяні у первинних 
реакціях в процесі формування стійкості до стресів. В дисертаційній роботі 
використано комплексний підхід із застосуванням методів біоорганічної хімії, 
молекулярної біології, генетики та біоінформатики для аналізу участі ферментів 
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ліпідної сигналізації у первинних реакціях метаболізму клітин рослин Арабідопсису 
на дію стрес-асоційованих фітогормонів та еліситорів. За допомогою радіоактивного 
мічення та транскриптомного аналізу з’ясовано роль фосфоліпаз та 
діацилгліцеролкіназ (ДГК) у сигнальних каскадах індукованих фітогормонами 
саліциловою та абсцизовою кислотами у суспензійних культурах клітин. Виявлено 
та охарактеризовано кластери генів, що спільно регулюються цими фітогормонами 
із залученням вторинних посередників ліпідної природи – фосфатидилінозитолів 
(ФІ) та фосфатидної кислоти (ФК). Встановлено роль фосфоліпази D та ФК у 
ініціації закриття продихів саліциловою кислотою. З’ясовано роль ФІ у регуляції 
базальної експресії генів. Вперше показано участь фосфатидилінозитол-
специфічних фосфоліпаз С (ФІ-ФЛС) та ДГК5 у рецепції сигналу бактеріального 
пептиду флагеліну (flg22) у каскаді реакцій рецепторного комплексу FLS2-BAK 
кіназ. Виявлено роль змін рівня ФІ у забезпеченні чутливості клітин меристеми 
коріння до дії ріст-асоційованих фітогормонів ауксину та цитокініну під час 
морфогенезу кореневої системи. Результати досліджень вказують на участь 
вторинних посередників ліпідної природи у гормональній регуляції та стрес-
сигналізації, на рівні змін інтенсивності та спрямованості метаболізму клітин для 
забезпечення фізіологічних адаптивних реакцій та морфогенезу рослин. 

Ключові слова: діацилгліцеролкіназа, гормональна сигналізація, ліпідний 
сигналінг,  фосфоінозитиди, фосфатидна кислота, саліцилова кислота, флагелін. 
 

АННОТАЦИЯ 

Калачёва Т.А. Роль фосфатидилинозитол-зависимых фосфолипаз и 

липидкиназ в первичных реакциях растительных клеток на стрессовые 

воздействия окружающей среды и в процессах развития.  – Рукопись. 
Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по 

специальности 02.00.10 – биоорганическая химия. – Институт биоорганической 
химии и нефтехимии НАН Украины, Киев, 2017. 

Объектом исследования выступают процессы липидной сигнализации, которые 
активируются в клетках растений под воздействием фитогормонов и элиситоров и 
участвуют в первичных реакциях в адаптационных процессах. В диссертационной 
работе использован комплексный подход с использованием методов 
биоорганической химии, молекулярной биологии, генетики и биоинформатики для 
анализа участия ферментов липидной сигнализации в первичных реакциях 
метаболизма растений Арабидопсиса на действие стресс-ассоциированных 
фитогормонов и элиситоров.  При помощи радиоактивного мечения и 
транскриптомного анализа выяснена роль фосфолипаз и диацилглицеролкиназ 
(ДГК) в каскадах индуцированных фитогормонами салициловой или абсцизовой 
кислотами в суспензионных культурах клеток. Выделены и охарактеризованы 
кластеры генов, которые совместно регулируются данными фитогормонами при 
участии вторичных посредников липидной природы – фосфатидилинозитолов (ФИ) 
и фосфатидной кислоты (ФК). Установлена роль фосфолипазы D и ФК в инициации 
закрытия устьиц салициловой кислотой. Впервые показано участие ФИ-
специфических фосфолипаз С (ФИ-ФЛС) и ДГК в восприятии и проведении сигнала 
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бактериального пептида флагеллина (flg22) в качестве нижеследующих элементов 
каскада реакций с участием рецепторного комплекса из FLS2-BAK1 киназ. Показана 
роль изменения уровня ФИ в чувствительности клеток меристем корня к 
воздействию рост-регулирующих фитогормонов ауксина и цитокинина в 
морфогенезе корневой системы. Результаты исследований указывают на участие  
вторичных посредников липидной природы в гормональной регуляции и стресс-
сигнализации на уровне изменений интенсивности и направленности метаболизма, 
обеспечивающих физиологические реакции и морфогенез растений.  

Ключевые слова: диацилглицеролкиназа, гормональная сигнализация, 
липидный сигналлинг,  фосфоинозитиды, фосфатидная кислота, салициловая 
кислота, флагеллин. 

 

ANNOTATION 

Kalachova T. Deciphering the role of phosphatidylinositol–dependent 
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Chemistry and Petrochemistry, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2017. 

The object of current research was the lipid signaling, especially the processes that 
are induced in plant cells under the treatment by phytohormones or elicitors and 
participate in primary adaptive responses. In this work we used a complex of approaches 
from bioorganic chemistry, molecular biology, genetics and bioinformatics to analyze 
primary defense responses in plant cells and in particular – the role of lipid signaling 
enzymes and messengers in these processes. Using the radioactive labeling and 
transcriptomic analysis we revealed a role of lipid signaling in the cascades induced by 
salicylic and abscisic acid in cell suspension cultures. We selected and characterized the 
clusters of genes commonly regulated by these phytohormones through lipid signaling 
pathways, with a participation of lipid secondary messengers – phosphatidic acid (PA) and 
phosphatidylinositols (PIs). A particular role of PA was found in salicylic acid mediated 
stomatal closure. PI-specific phospholipases C (PI-PLC) and diacylglycerolkinases (DGK) 
were found to be involved in the perception of bacterial flagellin downstream of receptor 
kinases complex FLS2-BAK1. The balance of phosphoinositides was shown to mediate 
the cell sensitivity to growth-regulating hormones auxin and cytokinin, thus being an 
important mechanism of root morphogenesis regulation. Our results suggest a key role of 
lipid-derived secondary messengers in hormonal and stress signalling by controlling the 
intensity and direction of metabolic flows that mediate plant physiology and 
morphogenesis.  

Key words: diacylglycerol kinase; hormonal cross-talk; lipid signalling; 
phosphoinositides; phosphatidic acid; salicylic acid, flagellin. 

 
 

 


