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Реакцiя фосфолiпази D суспензiйної культури клiтин

тютюну на дiю осмотичного й сольового стресiв

(Представлено академiком НАН України В.П. Кухарем)

Визначено вплив чинникiв осмотичного й сольового стресiв на реакцiю фосфолiпази D су-

спензiйної культури клiтин тютюну BY-2. Встановлено змiни активностi формуван-

ня вторинних месенджерiв лiпiдної природи та позитивну динамiку зростання внут-

рiшньоклiтинного рiвня фосфатидної кислоти, що свiдчить про активацiю фосфолiпази

D при гiперосмотичнiй дiї манiтолу, а також в умовах впливу солi NaCl. З’ясовано

залучення фосфолiпаз до первинної регуляцiї метаболiзму рослин та сигналiнгу в стре-

сових умовах.

Поширенiсть у природних умовах чинникiв сольового й осмотичного стресiв та ступiнь їх
негативного впливу на процеси метаболiзму зумовлює їхнє позицiонування серед ключо-
вих лiмiтуючих факторiв росту i продуктивностi рослин. Дослiдження механiзмiв рецепцiї
стресових станiв, особливостей розвитку адаптивних реакцiй рослин є одним з важливiших
питань бiологiї. На клiтинному рiвнi дiя сольового й осмотичного стресiв спричиняє швид-
ку втрату тургорного потенцiалу, порушення iонного транспорту, пригнiчення фотосинтезу
та зростання iнтенсивностi цитотоксичних оксидативних реакцiй [1]. Однак рослиннi ор-
ганiзми розвинули здатнiсть на метаболiчному рiвнi реагувати на змiннi умови росту та
при необхiдностi активувати компенсаторнi механiзми. Вiдомо, що клiтиннi мембрани мо-
жуть слугувати мiсцем первинної рецепцiї екстрацелюлярних стимулiв та здатнi вiдiгравати
роль джерела продукцiї сигнальних молекул [2]. Саме тому серед посередникiв сприйняття
стресового впливу та медiаторiв iнiцiацiї регуляторних каскадiв розглядаються фосфолiпа-
зи, що є мембрано-зв’язаними ферментами, здатними гiдролiзувати полярнi фосфолiпiди
з утворенням внутрiшньоклiтинних вторинних месенджерiв. Ранiше було встановлено, що
клiтинний фосфолiпiдний сигналiнг є одним з первинних механiзмiв, залучених до регуляцiї
низки клiтинних функцiй, включаючи функцiонування сингальної системи iонiв Са2+ [3],
та до опосередкування регуляторних функцiї фiтогормонiв цитокiнiнiв [4] тощо. Крiм того,
було з’ясовано, що активацiя фосфолiпаз спостерiгається на раннiх етапах дiї низки чин-
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никiв як абiотичних [2], так i бiотичних стресiв [5], а фосфатидна кислота, дiацилглiцерол,
фосфоiнозитоли та iншi сигнальнi молекули фосфолiпiдного походження залучаються до
регуляцiї процесiв метаболiзму та фiзiологiчних реакцiй рослин у стресових умовах. Бiльше
того було показано, що пригнiчення експресiї генiв фосфолiпаз або iнгiбування їх активностi
спричинює значну втрату стiйкостi та продуктивностi модельних рослин при дiї стресiв [6].

Метою нашого дослiдження було визначення динамiки рiвня продукцiї фосфатидної
кислоти в умовах дiї чинникiв осмотичного й сольового стресiв у суспензiйнiй культурi
клiтин тютюну.

Експериментальна частина. Об’єктом дослiдження була суспензiйна культура клi-
тин тютюну BY-2 (Nicotiana tabacum культивар BrightYellow-2). Середовище культивацiї
мiстило 4,3 г/л солей MS (“Sigma”), 1 г/л тiамiну, 200 мг/л KH2PO4, 100 мг/л мiоiнозитолу,
30 г/л сахарози та 0,9 мкмоль/л 2,4-дихлорофеноксiацетату (pH 5,8). Клiтини вирощували
в темрявi при 26 ◦С на обертальному шейкерi. Кожнi сiм дiб культивування проводив-
ся пасаж 3 мл клiтин у 100 мл свiжого середовища. Для експериментiв використовува-
ли тридобовi клiтини суспензiйної культури, що нормалiзованi до концентрацiї сирої ваги
0,056 г/мл.

Для отримання кiлькiсного аналiзу продуктiв гiдролiзу фосфолiпiдiв використовував-
ся мiчений субстрат фосфатидилхолiн-L-a-дипальмiтоїл, що мiстить радiоiзотоп С14 у sn-1
залишку жирної кислоти (American Radiolabeled Chemicals). Дослiднi проби iнкубували
з попередньо пiдготовленими лiпосомами, що мiстили мiчений фосфолiпiд з сумарною ра-
дiоактивнiстю у 100 000 розпадiв на хвилину. Лiпiди екстрагували сумiшшю метанол : хло-
роформ 2 : 1 з подальшим роздiленням фаз при додаваннi 1 моль/л розчину KCl. Видiленi
лiпiди та стандарти лiпiдiв наносили на HP-TLC силiкагелевi пластини (“Merck”) автоматич-
ним самплером ATS 4 (“CAMAG”) та роздiляли у горизонтальнiй хроматографiчнiй камерi
сумiшшю хлороформ : метанол : вода вiдповiдно 65 : 25 : 4. Пiсля роздiлення фаз проводи-
ли експозицiю мiчених лiпiдiв на пластинi фосфовiзуалiзацiї (“Fujifilm”) впродовж 12 год.
Для пiдрахунку вiдносних одиниць флуоресценцiї продуктiв гiдролiзу лiпiдiв пластина фос-
фовiзуалiзацiї сканувалась лазерним флуоресцентним сканером FLA-7000 (“Fujifilm”).

Результати дослiдження та їх обговорення. Результати аналiзу проведених експе-
риментiв вказують на зростання продукцiї фосфатидної кислоти у суспензiйнiй культурi
клiтин тютюну у вiдповiдь на дiю чинникiв сольового й осмотичного стресiв, а також на
активацiю фосфолiпази D (рис. 1, 2). Дiя сольового стресу у рослин розглядається як по-
єднання гiперосмолярного впливу та токсична дiя iонiв Na+, в окремих випадках — iонiв
Cl−, що з часом акумулюються у плазмалемi та порушують фiзiологiчний баланс iонiв
K+ й Ca2+. Встановлено, що пригнiчувальна дiя осмотичного компонента сольового стресу
у бiльшостi випадкiв є переважаючою та вiдбувається на значно бiльш раннiх етапах йо-
го дiї, в той час як токсичний вплив iонiв солей є домiнуючим лише в окремих чутливих
видiв. Нами було показано, що дiя 50 ммоль/л солi NaCl у суспензiйнiй культурi клiтин
тютюну BY-2 зумовлює концентрацiйнозалежне зростання рiвня продукцiї фосфатидної
кислоти на 10% пiсля 1-ї год та на 25% пiсля 2-х год дiї стресового чинника (див. рис. 1).
Крiм того, бiльш довготривала дiя засолення викликала подальше зростання активностi
фосфолiпази D, про що свiдчило бiльш нiж дворазове зростання продукцiї фосфатидної
кислоти пiсля 6-ти год дiї 100 ммоль/л солi NaCl (див. рис. 2). Ранiше активацiя окремих
iзоформ фосфолiпаз D спостерiгалася при дiї сольового [7] й осмотичного стресiв [8] у мо-
дельних рослин арабiдопсису, рису [9], у зелених водоростей Chlamidomonas Moewusii [10]
та в iнших рослинних об’єктах.
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Рис. 1. Вплив манiтолу та солi NaCl на рiвень продукцiї фосфатидної кислоти у суспензiйнiй культурi клiтин
тютюну BY-2.
а: Фосфовiзуалiзацiя хроматографiчного роздiлення С14-мiчених лiпiдiв [1, 2 — контроль (1 год); 3 — NaCl
50 ммоль/л (1 год); 4 — NaCl 100 ммоль/л (1 год); 5 — манiтол 50 ммоль/л (1 год); 6 — манiтол 100 ммоль/л
(1 год); 7, 8 — контроль (2 год); 9 — NaCl 50 ммоль/л (2 год); 10 — NaCl 100 ммоль/л (2 год); 11 — манiтол
50 ммоль/л (2 год); 12 — манiтол 100 ммоль/л (2 год)].
б : Рiвень продукцiї фосфатидної кислоти [1 — контроль; 2 — NaCl 50 ммоль/л; 3 — NaCl 100 ммоль/л; 4 —
манiтол 50 ммоль/л; 5 — манiтол 100 ммоль/л].
Тут i на рис. 2: ДАГ — дiацилглiцерол; МАГ — моноацилглiцерол; ФК — фосфатидна кислота; ФХ —
фосфатидилхолiн; ЛФХ — лiзофосфатидилхолiн

Рис. 2. Вплив манiтолу та солi NaCl на рiвень продукцiї фосфатидної кислоти у суспензiйнiй культурi клiтин
тютюну BY-2.
а: Фосфовiзуалiзацiя хроматографiчного роздiлення С14-мiчених лiпiдiв [1, 2 — контроль; 3, 4 — NaCl
100 ммоль/л (6 год); 5, 6 — манiтол 100 ммоль/л (6 год)].
б : Пiдрахунок рiвня продукцiї фосфатидної кислоти [1 — контроль; 2 — NaCl 100 ммоль/л; 3 — манiтол
100 ммоль/л]

У процесi проведених нами дослiдiв було встановлено залучення фосфатидної кисло-
ти, що продукується внаслiдок гiдролiзу фосфолiпiдiв за участю фосфолiпаз, до проце-
сiв внутрiшньоклiтинного сигналiнгу, спрямованих на розвиток адаптивних реакцiй ро-
слинного органiзму в умовах дiї засолення. Вiрогiдна роль фосфатидної кислоти поля-
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гає в її здатностi впливати на фiзичнi параметри мембран клiтини, виконувати функцiї
прекурсора бiосинтезу iнших сигнальних сполук, а також специфiчно взаємодiяти з бiлка-
ми-мiшенями, опосередковуючи їх активацiю. Наприклад, було встановлено участь фосфа-
тидної кислоти в регуляцiї активностi MPK-6 кiнази в арабiдопсису за умов дiї засолен-
ня [11].

Вплив надлишкових концентрацiй полiгiдроксильованого спирту манiтолу на клiтини
рослин дає змогу оцiнити особливостi перебiгу реакцiй метаболiзму в умовах дiї осмотич-
ного стресу. Завдяки проведених нами дослiджень встановлено, що дiя манiтолу також
викликала зростання активностi фосфолiпази D у суспензiйнiй культурi клiтин тютюну.
Рiвень продукцiї фосфатидної кислоти зростав на 15% через 1 год та на 35% через 2 год
дiї манiтолу в концентрацiях, обумовлюючих гiперосмолярнiсть середовища росту клiтин
(див. рис. 1). Згiдно з результатами аналiзу, бiльш тривалий вплив стресора зумовив подаль-
ше зростання активностi продукцiї фосфатидної кислоти порiвняно з контролем пiсля 6-ти
год дiї 100 ммоль/л манiтолу (див. рис. 2).

Знижений рiвень активацiї фосфолiпази D у випадку дiї манiтолу може пояснюватись
як вiдносно меншим рiвнем осмотичної сили стресора, так i рiзницею в характерi його
впливу на клiтини суспензiйної культури. Можна припустити, що роль фосфатидної кис-
лоти за умов водного дефiциту та дiї осмотичного стресу реалiзується шляхом регуляцiї
рiвня транспiрацiї та обмеження iнтенсивностi втрати води шляхом закриття продихiв [12].
Також залучення фосфатидної кислоти до процесiв адаптацiї метаболiзму за умов дiї стре-
сорiв може вiдбуватися за опосередкування фосфатидної кислоти зв’язуючих бiлкiв рослин,
серед яких БТШ-90, 14–3–3 бiлки, бiлок фосфоенолпiруват карбоксилази та SnRK2 кiнази
тощо [13].

Цiкаво вiдзначити, що все бiльше експериментальних пiдтверджень знаходить положен-
ня про те, що бiологiчнi системи суспензiйних культур клiтин можуть використовуватись як
об’єкти результативних дослiджень реакцiй рослинного метаболiзму за фiзiологiчних умов
та за умов дiї стресiв, а також як мiшенi ефективного привнесення фiзiологiчно активних
речовин з метою вивчення клiтинної вiдповiдi на їх дiю. Було встановлено, що екзогенна
дiя пролiну та бетаїну за умов дiї сольового стресу в суспензiйнiй культурi клiтин BY-2
сприяла зростанню загальної антиоксидантної активностi [14], натомiсть активацiя експре-
сiї захисного гену глутатiон пероксидази у клiтин BY-2 в умовах засолення вiдбувалась за
опосередкуванням внутрiшньоклiтинної продукцiї пероксиду водню [15].

Таким чином, у ходi проведених дослiджень встановлено, що клiтини суспензiйної куль-
тури тютюну BY-2 реагують на змiну умов росту, i на початкових стадiях дiї чинникiв
сольового й осмотичного стресiв у них спостерiгається активацiя продукцiї фосфатидної ки-
слоти за участю фосфолiпази D. Отриманi данi свiдчать про залучення фосфолiпаз, а також
вторинних месенджерiв лiпiдної природи, продукцiю яких вони забезпечують, у процеси iнi-
цiацiї сигналiнгу та регуляцiї адаптивних реакцiй рослинного органiзму за несприятливих
умов росту.
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Реакция фосфолипазы D суспензионной культуры клеток табака

на действие осмотического и солевого стрессов

Определено влияние факторов осмотического и солевого стрессов на реакцию фосфолипазы

D суспензионной культуры клеток табака BY-2. Установлены изменения активности фор-

мирования вторичных мессенджеров липидной природы и положительную динамику рос-

та внутриклеточного уровня фосфатидной кислоты, что свидетельствует об активации

фосфолипазы D при гиперосмотическом действии маннитола, а также в условиях воз-

действия соли NaCl. Выяснено вовлечение фосфолипаз в первичную регуляцию метаболизма

растений и сигналинга в стрессовых условиях.
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Reaction of phospholipase D in tobacco suspension cell culture to

osmotic and salt stress influence

The influence of osmotic and salt stress factors on the reaction of phospholipase D in tobacco

BY2 suspension culture cells has been studied. Changes in the activity of the formation of lipid

second messengers and a positive dynamics of phosphatidic acid intracellular accumulation have

been identified, indicating the phospholipase D activation by the hyperosmotic action of mannitol

and under salt stress conditions induced by NaCl. Implication of phospholipases to the regulation

of primary plant metabolism responses and signaling under stress conditions is established.
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