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Одним із факторів, що негативно впливає на рослини є підвищена температура. Зокрема, за дії теплового 

стресу у рослинній клітині зростає продукція активних форм кисню (АФК), що призводить до розвитку окси-
дативного стресу. Утворення карбонільних груп (КГ) у білках є маркером оксидативного пошкодження рос-
линної клітини. У рослин існує система захисту, до якої належать розчинні вуглеводи такі як сахароза та 
глюкоза та антиоксидантні ферменти, зокрема каталаза.. Вуглеводи володіють протекторними механізмами 
захисту та здатні активувати різні сигнальні шляхи, що в свою чергу зумовлює зміни в експресії генів. Не зва-
жаючи на наявні в літературі дані, відомостей щодо впливу сахарози та глюкози на процеси окисної модифі-
кації білків за дії теплового стресу недостатньо. Метою нашої роботи було дослідження ролі розчинних вуг-
леводів (сахарози та глюкози) на вміст КГ у сat2сat3 нокаутних рослин A. thaliana за дії теплового стресу.  

Для дослідження використовували 7-тижневі рослини Arabidopsis thaliana дикого типу та нокаутної 
сat2сat3 лінії, в якої відсутня експресія двох генів каталази - сat2 та сat3. Рослини вирощували умовах 16-
годинного світлового дня за температури + 20ºС та освітленості 2,5 кЛк. Теплову обробку проводили на водя-
ній бані в скляних колбах, в які попередньо вносили по 15-20 листків та інкубували в 1 мМ калій-фосфатному 
буфері без вуглеводів та із вмістом сахарози і глюкози у кінцевій концентрації 1 % протягом 2 і 4 годин за 
температури + 37°С та + 44°С. Вміст КГ та загального білку визначали спектрофотометрично. 

Показано, що інтактні нокаутні сat2сat3 рослини характеризуються більшим вмістом КГ, що свідчить про 
хронічний оксидативний стрес. Додавання екзогенних сахарози або глюкози у інкубаційний буфер мало проте-
кторну дію за 4-годинного стресу. Утворення КГ у ДТ знижувалось за дії +37 ºС та +44ºС, в той час як у 
сat2сat3 лінії лише за дії помірного (+37ºС) теплового стресу. За +44ºС у нокаутного мутанту відбувається 
виснаження альтернативних шляхів захисту.  
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тепловий стрес. 
 

Вступ. Висока температура є стресовим фак-
тором абіотичної природи, який викликає різно-
манітні, і часто негативні зміни у рослин (Lohani 
et al., 2020). Зокрема, відомо, що тепловий стрес 
викликає підвищення проникності біомембран, 
зростання в’язкості цитоплазми, порушення про-
цесів поглинання і транспорту води, гальмування 
процесу фотосинтезу (Hu et al., 2020) та інактива-
цію дихання. В результаті настає порушення цілі-
сності мембран, що разом із активацією альтерна-
тивного шляху дихання посилює процеси дестру-
кції в клітині (Niu and Xiang, 2018).  

Тривала дія або дія дуже високої температури 
викликає значне зростання концентрації активних 
форм кисню (АФК) і як, наслідок, розвиток окси-
дативного стресу в клітині (Choudhury et al., 2017; 
Kapoor et al., 2019). Дія АФК на залишки аміноки-
слот викликає їх окисну модифікацію і призво-
дить до утворення карбонільних груп (КГ) у їхніх 
бічних радикалах (Anjum et al., 2014; Møller et al., 
2017). КГ з’являються вже на ранніх етапах стре-

сової відповіді та можуть слугувати ефективними 
маркерами оксидативного стресу (Aristizábal et al., 
2019; Salas-Moreno et al., 2019).  

У відповідь на підвищення рівня АФК активу-
ється антиоксидантна система клітинного захисту, 
яка представлена як ферментами, так і низькомо-
лекулярними протекторними сполуками (Kapoor 
et al., 2019; Nadarajah, 2020). До останніх належать 
розчинні вуглеводи, такі як сахароза та глюкоза 
(Huang et al., 2014).  

Вуглеводи, крім того, що слугують транспорт-
ними, структурними та енергетичними молекула-
ми також виконують роль сигнальних молекул за 
дії стресових чинників (Soares et al., 2018). Остан-
нім часом стрес-протекторні функції розчинних 
вуглеводів пов’язують не лише з їх осморегулято-
рною і антиденатураційною дією, а й з яскраво 
вираженими антиоксидантними ефектами (Huang 
et al., 2014). Антиоксидантна дія вуглеводів може 
бути, як прямою, так і непрямою − пов'язана з 
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метаболічним регулюванням компонентів антиок-
сидантної системи (Soares et al., 2018). 

Важливим представником ферментативної 
ланки захисту є каталаза (САТ), яка розщеплює 
пероксид водню до молекули води та кисню (Na-
darajah, 2020). У більшості рослин САТ кодується 
невеликою родиною генів. Зокрема, відомо, що у 
рослин A. thaliana ідентифіковано три гени – cat1, 
cat2, cat3, що кодують три ізоформи САТ 
(Mhamdi et al., 2010). Найвища експресія генів 
сat2 і сat3 відбувається у листках, в той час як cat1 
експресується в коренях. Актуальним завданням 
сьогодення залишається дослідження ролі кожно-
го гену cat1 у розвитку клітинної відповіді рослин 
за дії теплового стресу. Зручним модельним 
об’єктом для виконання таких досліджень можуть 
слугувати нокаутні рослини. Відповідно, для дос-
ліджень ми обрали нокаутні рослини A.°thaliana з 
відсутньою експресією двох генів каталази – сat2 і 
сat3. 

Відомо, що залежно від природи стресового 
фактору та тривалості його впливу, роль окремих 
компонентів антиоксидантної системи у клітинній 
відповіді може відрізнятися у різних видів рослин 
(Anjum et al., 2014; Soares et al., 2018). Тому, не-
зважаючи на наявні дані про захисні властивості 
вуглеводів, все ще залишається до кінця недослі-
дженим їх вплив на стійкість рослин в умовах 
теплового стресу. Метою нашої роботи було дос-
лідження ролі сахарози та глюкози на вміст кар-
бонільних груп у сat2сat3 нокаутних рослин 
A. thaliana за дії теплового стресу. 

Об’єкт та методи. Дослiдження проводили на 
7-тижневих рослинах Arabidopsis thaliana (L.) 
екотипу Columbia 0 (дикий тип, ДТ) та нокаутної 
сat2сat3 мутантної лінії Arabidopsis thaliana. Но-
каутна сat2сat3 лінія містить інсерцію Т-ДНК у 
кодуючій ділянці генів каталази Cat2 та Сat3, що 
призводить до повної втрати їх експресії. Вона 
була отримана шляхом схрещування ліній cat2 
(SALK 057998) та cat3 (SALK 092911). Рослини 
вирощували умовах 16-годинного світлового дня 
(у культиваційній кімнаті, у ґрунті) за сталої тем-
ператури + 20ºС, вологості 70% та освітленості 
2,5 кЛк. 

Для проведення стресової обробки відбирали 
по 5-6 добре розвинених листків із середньої час-
тини розетки; наймолодші та найстарші листки не 
використовували. Теплову обробку проводили на 
водяній бані в конічних скляних колбах об’ємом 
100 мл, в які вносили по 15-20 листків та поміща-
ли їх в інкубаційний буфер (1 мМ калій-фосфат; 
рН 6,0) або в інкубаційний буфер із додаванням 
сахарози або глюкози до кінцевої концентрації 1 
%. Обробку здійснювали в темряві протягом 2 та 
4 годин за температури + 37°С та + 44°С.  

Контролем слугували рослини, листки яких ін-
кубувалися у буфері без вуглеводів за температу-
ри + 20°С. Як додатковий контроль використову-
вали інтактні листки, які заморожували безпосе-
редньо після відокремлення від рослини. По заве-
ршенню стресової обробки рослинний матеріал 
заморожували у рідкому азоті та зберігали у мо-
розильній камері за -70ºС для досліджень.  

Концентрацію карбонільних груп (КГ) визна-
чали за методикою, що описана в літературі 
(Levine et al., 1994; Xia et al., 2016). Метод ґрунту-
ється на вимірюванні оптичної щільності диніт-
рофенілгідразону, який утворюється в результаті 
взаємодії 2,4-ДНФГ з карбонільними групами 
білків.  

Для вимірювання концентрації КГ до гомогені-
зованої в рідкому азоті наважки рослин (0,2-0,25 
г) додавали 800 мкл екстракційного буферу, що 
містив 50 мМ калій-фосфат та 0,5 мМ EДTA. Зра-
зки інкубували з буфером впродовж 10 хв за тем-
ператури + 4ºС, після інкубації зразки центрифу-
гували 10 хвилин при 10 000 об/хв.  

Для приготування досліджуваних проб, у чисті 
епендорфи відбирали по 400 мкл супернатанту та 
додавали 800 мкл 10 мМ динітрофенілгідразину, 
розчиненого у 2Н концентрованій соляній кисло-
ті. Контрольний зразок містив 400 мкл екстракту 
та 800 мкл 2Н соляної кислоти. Усі зразки інкубу-
вались впродовж однієї години в темряві за тем-
ператури + 20ºС.  

Після проходження часу інкубації в усі зразки 
додавали по 800 мкл 40% ТХО та обережно пере-
мішували. Проби центрифугували 15 хв при 10 
000 об/хв. Отриманий осад промивали 1 мл сумі-
ші 96% етанол-етилацетат у співвідношенні 1:1 та 
центрифугували 10 хв при 11 000 об/хв. Останню 
дію проводили тричі. Очищений осад витримува-
ли 20 хв за температури + 20ºС. До осаду додава-
ли 1 мл 6М гуанідин-HCl. Інкубацію зразків про-
водили в темряві впродовж 30 хв до повного роз-
чинення осаду.  

Вимірювання оптичної щільності зразків про-
водили на спектрофотометрі СФ-46 за довжини 
хвилі 370 нм. Вміст карбонільних груп перерахо-
вували на концентрацію білку та виражали у 
нмоль/мг білка. 

Кількість білку визначали спектрофотометри-
чно за методом Бредфорда (Bradford, 1986). Кіль-
кість білку в екстракті визначали за допомогою 
калібрувального графіка, побудованого зі станда-
ртним розчином білку. Як стандарт, використову-
вали бичачий сироватковий альбумiн.  

Кожний експеримент виконувався у чотирьох 
біологічних та трьох аналітичних повторностях. 
Статистичну обробку даних досліджень проводи-
ли у програмі Microsoft Excel. Порівняння серед-
ніх арифметичних даних і визначення достовірної 
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різниці між ними проводили з використанням 
двовибіркового t-критерію для залежних вибірок 
(Лакин, 1990).  

Результати та їх обговорення. У результаті 
проведених досліджень було виявлено (pис. 1), що 
у інтактних сat2сat3 рослин Arabidopsis thaliana 
вміс КГ був на 32% вищий, ніж у інтактних рос-
лин ДТ. Такий ефект, може бути зумовлений від-
сутністю двох ізоформ САТ у нокаутних сat2сat3 
рослин та метаболічними перебудовами, що приз-
водять до посилення процесів карбонілювання 
білків за нестресових умов. Раніше нами було 

показано, що у сat2сat3 активність САТ складає 
17% від активності ферменту у ДТ (Буздуга та ін., 
2018). Дія двогодинного теплового стресу за тем-
ператури +37°С у нокаутних сat2сat3 рослин 
Arabidopsis thaliana викликала зростання вмісту 
КГ на 17% у буфері без вуглеводів (pис. 1Б). При-
сутність в інкубаційному буфері 1% глюкози та 
сахарози зумовлювала протекторний ефект на 
рослинну клітину, значення КГ наближались до 
контрольних. У рослин ДТ двогодинний тепловий 
стрес, незалежно від складу інкубаційного буферу, 
не викликав окисної модифікації білків (pис. 1А).  

 

 
Рис. 1. Вміст КГ білків у листках рослин Arabidopsis 
thaliana в інкубаційному буфері різного складу за дії 
теплового стресу. А – у рослин ДТ; Б – нокаутної 

сat2сat3 лінії.  

Fig. 1. The content of carbonyl groups proteins in the 
leaves of Arabidopsis thaliana plants in incubation 
buffer of different composition upon heat stress. A - 

WT plants; B - knockout cat2cat3 line.  
Примітка. ІБ – інкубаційний буфер; * - різниця між інтактними та контрольними рослинами достовірна, 
(р<0,05); ** - різниця між контрольними та стресованими рослинами достовірна (р<0,05); # - різниця між 
рослинами у інкубаційному буфері без вуглеводів та із додаванням сахарози або глюкози достовірна (р<0,05). 
 

Note. * - difference compared to intact plants is significant (р<0,05); ** - difference compared to control plants is 
significant (р<0,05); # - difference compared to incubation buffer without carbohydrates is significant (р<0,05). 
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Збільшення тривалості помірного теплового 
стресу до 4 години призводило до зростання вмісту 
КГ (Рис. 1А, Б) у листках обох досліджуваних ліній 
рослин, що інкубувались у калій-фосфатному бу-
фері без вуглеводів. У рослин ДТ спостерігалось 
збільшення КГ на 28%, у нокаутних сat2сat3 мута-
нтів – на 26%, порівняно з контролем. Присутність 
сахарози та глюкози в інкубаційному буфері у обох 
досліджуваних лініях сприяло зниженню вмісту 
КГ, значення наближались до контрольних. Відпо-
відно, можна припустити, що наявність вуглеводів 
в інкубаційному буфері підвищує протекторні мо-
жливості рослин за даних умов помірної теплової 
стресової обробки. 

Проведення жорсткої теплової обробки за 
+44°С протягом 4 години в інкубаційному буфері 
без сахарози та глюкози викликало зростання кон-
центрації КГ у листках обох ліній рослин арабідоп-
сису на 48% у ДТ і 40% у сat2сat3. Додавання вуг-
леводів до інкубаційного буферу призводило до 
менш істотного зростання вмісту КГ – у ДТ на 27% 
та -36%, у мутантної лінії на 30% та 32%, порівня-
но з контролем. При цьому захисний ефект екзо-
генних вуглеводів був сильніший для рослин ДТ: 
різниця між інкубаційним буфером без вуглеводів 
та з сахарозою і глюкозою складала 27 та 21%, 
відповідно. Для мутантної лінії різниця становила 
17%. Аналізуючи дані, можна припустити, що за 
жорстких стресових умов у сat2сat3 відбувається 
виснаження резервів системи антиоксидантного 
захисту, тому рослина зазнає сильних окисних 
пошкоджень.   

Необхідно відмітити, що культивування листків 
контрольної групи рослин ДТ у інкубаційному 
буфері різного складу за нестресової температури 
(+20°С) протягом 2 годин призводило до різних 
змін вмісту КГ, порівняно з листками інтактних 
рослин. Так, при інкубуванні листків рослин ДТ у 
буфері без вуглеводів та із сахарозою виявлено 
зростання вмісту КГ на 21% та 31%, відповідно. 
При додаванні 1% глюкози до буферу у листках 
рослин арабідопсису не було виявлено достовірних 
змін вмісту КГ, порівняно з листками інтактних 
рослин. Таке посилення окисної модифікації білків 
за кімнатної температури може бути пов’язано із 
тим, що обрізання листків та поміщення їх у буфер 
є стресовою ситуацією для рослинної клітини. 
Проте додавання глюкози справляло захисну дію, 
що може свідчити про те, що за даних умов глюко-
за підтримує у нормі окисно-відновний баланс у 
клітині рослин ДТ. 

У листках нокаутних сat2сat3 рослин A. thaliana 
контрольної групи за умов 2-годинного інкубуван-
ня за нестресової температури (+20°С) спостерігав-
ся інший характер змін. В цьому випадку, навпаки, 
виявлено зниження вмісту КГ на 27% та 32%, у 
інкубаційному буфері та у буфері із глюкозою, 

відповідно, порівняно з інтактними рослинами. 
Таке зменшення карбонілування білків, а отже 
«покращення» ситуації у клітині можна пояснити 
тим, що у нокаутних рослин можуть бути активо-
вані альтернативні шляхи захисту від оксидативно-
го стресу. Ці альтернативні механізми включають-
ся одразу при найменших порушеннях окисно-
відновного балансу клітини.  

Аналіз отриманих даних свідчить про те, що рі-
зниця між нокаутною лінією та рослинами ДТ, яка 
спостерігалась у інтактних рослин, у стресових 
умовах вирівнюється. Раніше нами була дослідже-
на інша нокаутна сat2, у якої відсутня експресія 
лише однієї ізоформи каталази САТ2. (Руснак та 
ін., 2013). Для сat2 спостерігалась аналогічна кар-
тина: у інтактних рослин вищий вміст КГ порівня-
но з ДТ, а в умовах стресу – однаковий. Такі ефек-
ти можуть бути результатом того, що у нокаутних 
рослин на ранніх етапах дії стресового фактору 
вже працюють захисні механізми, оскільки в них 
відсутній антиоксидантний фермент. Ці механізми 
можуть відрізнятися від тих, що вмикаються у рос-
лин ДТ.  

В цілому у обох досліджуваних лініях рослин, 
як у рослин ДТ, так і у сat2сat3, при збільшенні 
часу та жорсткості стресової обробки відбувається 
зростання рівня КГ, що свідчить про інтенсифіка-
цію оксидативних пошкоджень в клітині та посту-
пове виснаження антиоксидантної системи за дії 
теплового стресу. Як було показано раніше (Бузду-
га та ін., 2018; Aristizábal et al., 2019; Sgobba et al., 
2014) за дії  жорсткого теплового стресу знижуєть-
ся експресія стресових генів (Panchuk et al., 2002) 
та активність антиоксидантних ферментів. 

За дії 4-годинної теплової обробки при темпера-
турі +37ºС сахароза і глюкоза справляли протекто-
рний вплив на рослини обох ліній та зумовлювали 
підтримку окисно-відновного балансу в клітині. 
Протекторна роль сахарози та глюкози проявля-
лась також і за дії жорсткого (+44ºС). В цьому ви-
падку хоча і спостерігалось зростання вмісту КГ 
порівняно з контрольними рослинами, проте воно 
було менше ніж у рослин, що стресувались в інку-
баційному буфері без вуглеводів. Раніше було по-
казано, що екзогенна глюкоза регулює накопичен-
ня АФК та знижує процеси перекисного окислення 
ліпідів та підвищує експресію генів Cu/Zn-SOD, 
Mn-SOD, CAT, GR. (Huang et al., 2014). Очевидно, 
що в нашому випадку за дії  жорсткого стресу глю-
коза та сахароза можуть зменшувати утворення 
АФК, що і призводить до зменшення окисної мо-
дифікації білків. 

Висновки. Показано, що інтактні нокаутні 
сat2сat3 рослини характеризуються більшим вміс-
том КГ, що свідчить про хронічний оксидативний 
стрес. За різних режимів стресової обробки не спо-
стерігалось різниці між нокаутною лінією та рос-
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линами ДТ. Додавання екзогенних сахарози або 
глюкози у інкубаційний буфер мало протекторну 
дію за 4-годинного стресу. Утворення КГ у ДТ 
знижувалось за дії +37 ºС та +44ºС, в той час як у 
сat2сat3 лінії лише за дії помірного (+37ºС) тепло-
вого стресу. За +44ºС у нокаутного мутанту відбу-
вається виснаження альтернативних шляхів захис-
ту.  
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EFFECT OF SUCROSE AND GLUCOSE ON OXIDATIVE MODIFICATION OF 

PROTEINS UPON HEAT STRESS IN ARABIDOPSIS THALIANA CAT2CAT3 
KNOCKOUT MUTANT 

 
I. M. Buzduga, T. S. Tkachuk, I. I. Panchuk 

 
High temperature negatively affects the plants. In particular, under the heat stress he production of reactive oxygen 

species increases in the plant cell. It leads to the development of oxidative stress. The formation of carbonyl groups in 
proteins is a marker of oxidative damage of plant cells. Plants have a defense system that consists of soluble carbohy-
drates such as sucrose and glucose and antioxidant enzymes, including catalase. Carbohydrates have protective mech-
anisms and can activate different signaling pathways with following changes in gene expression. Despite the data 
available, information on the effects of sucrose and glucose on the oxidative modification of proteins under heat stress 
is insufficient. The aim of our work was to study the role of sucrose and glucose for the carbonyl groups content in 
cat2cat3 knockout plants of A. thaliana under heat stress. We used 7-week-old Arabidopsis thaliana plants of wild-type 
and knockout cat2cat3 line, which lacks the expression of two catalase genes – cat2 and cat3. Plants were grown under 
16-hour light day at a temperature of + 20°C and an illumination of 2.5 kL. Heat treatment was performed on a water 
bath in glass flasks with 15-20 leaves which were incubated in 1 mm potassium phosphate buffer without carbohydrates 
and with addition of sucrose or glucose (1% final concentration) during 2 and 4 hours at the +37°C and +44° C. The 
content of carbonyl groups and total protein was determined photometrically. It has been shown that intact knockout 
cat2cat3 plants have a higher content of carbonyl groups, which indicates chronic oxidative stress. Addition of exoge-
nous sucrose or glucose to the incubation buffer had a protective effect during 4 hours of stress. Carbonyl groups for-
mation in wild type decreased under the +37ºС and +44ºС, while in the cat2сat3 line only under the moderate (+37ºС) 
heat stress. In the knockout mutant alternative ways of defense are exhausted under +44ºC.  

 
Keywords: sucrose, glucose, carbonyl groups of proteins, cat2cat3 knockout plants, Arabidopsis thaliana, heat 

stress. 
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