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Вивчено сигнальну дію 6-бензиламінопурину (БАП) на клітини листкового мезофілу пшениці 
в умовах гіпертермії. Встановлено, що БАП за дії гіпертермії регулює вміст фотосинтетичних 
пігментів, пероксиду водню, активність антиоксидантних ензимів – супероксиддисмутази, аскор-
батпероксидази, каталази. Продемонстрована адитивна дія БАП та гіпертермії на активацію анти-
оксидантних систем клітин. БАП регулює відновні процеси в клітинах листкового мезофілу пшениці в 
умовах високотемпературного стресу. 

К л ю ч о в і  с л о в а: 6-бензиламінопурин, гіпертермія, антиоксидантні ензими, хлоропласти, 
пігменти, пероксид водню, конфокальна мікроскопія, пшениця.

Р ослини в природному середовищі нерідко 
зустрічаються з умовами гіпертермії, 
яка спричинює порушення динамічної 

рівноваги між надходженням та утилізацією 
енергії в процесі фотосинтезу, дестабілізацію 
метаболізму, деструкцію макромолекул і 
компартментів клітин. Надлишок теплової 
енергії спричинює деградацію реакційного цен-
тру фотосистеми (ФС) ІІ, що підвищує продуку-
вання активного кисню [1, 2]. Функціональний 
стан фотосинтетичного апарату реєструють за 
флуоресценцією хлорофілу [3]. Активні фор-
ми кисню (АФК) мають коротку тривалість 
існування, але беруть участь у сигнальній 
мережі клітини разом із фітогормонами та 
іншими сполуками. Визначна роль у регуляції 
рівня АФК належить окисно-відновним проце-
сам [4]. Фотовідновлення кисню в ФС І є голов-
ним джерелом супероксиду О2

-. Сполука АФК – 
Н2О2 продукується переважно перетворенням 
О2

- за участю супероксиддисмутази (СОД), 
транспортується на далекі відстані по аквапори-
нових каналах, виконує функції сигнального ме-
сенджера [5]. Як відомо, АФК виконують окси-
дативну та сигнальну функцію, однак сигнальна 
функція Н2О2 в рослинних клітинах вважається 
значимішою. Н2О2, який утворюється у хлоро-
пластах, запускає експресію гена аскорбатперок-
сидази APX4, виконує роль окисно-відновного 

сигналу в активації МАП-кіназного (мітоген-
активованого протеїнкіназного) сигнального 
каскаду, фенольних пероксидаз, каталази, фос-
фатази [6]. Основним утилізатором Н2О2 у хлоро-
пластах є аскорбатпероксидаза, яка локалізована 
в мембрані тилакоїдів і стромі. Однак сигнальні 
функції АФК в адаптації фотосинтетичного апа-
рату до абіотичних стресів досліджені частково 
для модельних систем і об’єктів.

 В останні роки, після відкриття акцепторів 
цитокінінів у рослин, інтерес до дослідження 
їхньої сигнальної функції значно зріс [7,  8]. 
Встановлено, що цитокініни регулюють 
біогенез хлоропластів, синтез пігментів, затри-
мують процеси старіння [9]. Показана участь 
6-бензиламінопурину (БАП) у гальмуванні 
активності хлорофілази, затримці деградації 
хлоропластів, їх поліпептидів, підвищенні 
активності аскорбатпероксидази і каталази 
[10]. У попередніх дослідженнях нами вияв-
лено, що за дії БАП стабілізувалась структура 
хлоропластів клітин мезофілу ярих злаків, за-
тримувалась деструкція пігментів, старіння 
листкових пластинок, особливо в умовах по-
сухи [11–13]. Однак функціональну здатність 
реакційних центрів ФС у живих хлоропластах 
дозволяє характеризувати лише інтенсивність 
їх флуоресценції [14]. Розвиток методу 
конфокальної лазерної мікроскопії протягом 
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останнього десятиліття дозволив досліджувати 
інтактні хлоропласти живих клітин вегетатив-
них мікроспор, листків Arabidopsis thaliana, 
Populus tremula, що старіють [15–17]. Вивчення 
флуоресценції клітин мезофілу листка пшениці 
методом конфокальної мікроскопії досі не про-
водилося. 

Мета роботи – дослідження дії синтетич-
ного цитокініну БАП в умовах гіпертермії на 
пігментний комплекс, антиоксидантну систе-
му, флуоресценцію хлорофілу клітин мезофілу 
листка пшениці.

Матеріали і методи

Об’єктом дослідження були рослини озимої 
м’якої пшениці (Triticum aestivum L.) сорту Сто-
лична (оригінатор ННЦ «Інститут землероб-
ства НААН», різновид еритроспермум, лісо-
степового екотипу, оптимальна температура 
вирощування 20–25 °С, вище 30 °С – стрес), яку 
вирощували в умовах водної культури протягом 
14 діб, після чого рослини дослідних варіантів 
було оброблено шляхом обприскування 10-4 М 
водним розчином БАП (Sigma, США). Групи 
оброблених і необроблених БАП рослин було 
поділено на дві частини, одну з яких прогрівали 
в повітряному термостаті при температурі 45 °С 
протягом 3 год. Контролем були рослини, яких 
вирощували при температурі 22 °С і не оброб-
ляли БАП. Через одну, дві та три доби після дії 
високої температури та БАП відбирали зразки 
тканин першого листка для визначення вмісту 
пігментів, Н2О2, активності ензимів. Пігменти з 
рослинного матеріалу екстрагували 96%-им ета-
нолом і визначали за методом Ліхтенталера [18], 
протохлорофіли за Броуерс і Міхель-Вольверз 
[19]. 

Для дослідження клітин листкового 
мезофілу пшениці зрізів листків товщиною 
40–50 мкм був використаний лазерний кон-
фокальний мікроскоп LSM510 META (Carl 
Zeiss, Німеччина) з використанням об’єктиву 
LD Plan-Neofluor 40x/0,6 Korr [20]. Збуджен-
ня флуоресценції хлорофілу відбувалось за 
довжини хвилі 543 нм, емісію від хлорофілу 
реєстрували в діапазоні від 560 до 700 нм. Ре-
зультати досліджень обробляли за допомогою 
програми Zeiss LSM Image Browser. 

Визначення вмісту ендогенного перокси-
ду водню (Н2О2) проводили після гомогенізації 
зразків з 50 мМ калій-фосфатним буфером 

(рН 6,5) (KOH, K2HPO4, МАКРОХІМ, Росія) та 
центрифугування при 6000 g протягом 25 хв. 
До супернатанту додавали 0,1%-й розчин суль-
фату титану (Ti2(SO4)3) у 20%-му розчині H2SO4 
(Sigma-Aldrich, США). Абсорбцію жовтого ком-
плексу вимірювали за 410 нм [21]. Результати ви-
ражали в мкмоль Н2О2 /г сирої маси. 

Дослідження активності антиоксидантних 
ензимів проводили після гомогенізації рослинно-
го матеріалу в калій-фосфатному буфері (pH 7,0) 
на холоді [22]. Гомогенат центрифугували 20 хв 
при 12 000 g і температурі 4°С. Визначення 
активності аскорбатпероксидази (1.11.1.11) про-
водили за методом Накано і Асада [23]. Реакційна 
суміш містила 50 мМ калій-фосфатний буфер 
(рН 7,0), 0,5 мМ аскорбат (МАКРОХІМ, Росія) і 
для запуску реакції 0,1 мМ Н2О2 (МАКРОХІМ, 
Росія). Зміну абсорбції аскорбату вимірювали 
за 290 нм, активність АПО виражали в мкмоль 
Н2О2/хв∙г. Активність СОД (1.15.1.1) визначали 
після додавання до супернатанту 0,9 мкМ роз-
чину рибофлавіну (Sigma-Aldrich, США), 9,9 мМ 
розчину L-метіоніну (МАКРОХІМ, Росія) і 
57 мкМ розчину нітросинього тетразолію (НСТ) 
(MERCK, Німеччина) [24]. Абсорбцію синього 
комплексу вимірювали за довжини хвилі 560 нм 
після експозиції на світлі проти темнового кон-
тролю. Активність СОД виражали в умовних 
одиницях (ум. од.), які визначали як кількість 
ензиму, що спричинює 50%-не інгібування 
швидкості відновлення НСТ за 560 нм. Для виз-
начення активності каталази (1.11.1.6) до супер-
натанту додавали 50 мМ калій-фосфатний буфер 
(pH 7,0), реакцію запускали додаванням 0,03%-го 
Н2О2 [25]. Зміну абсорбції розчину вимірювали 
за довжини хвилі 240 нм. Активність каталази 
виражали в нмоль Н2О2/хв∙г.

Статистичну обробку результатів прово-
дили за допомогою програми Microsoft Excel. 
На рисунках представлено середнє і довірчий 
інтервал. Для оцінки різниці показників викори-
стовували t-критерій Стьюдента. Різницю вва-
жали вірогідною за Р ≤ 0,05.

Результати та обговорення

Сигнальна мережа рослинного організму 
здійснює управління ендогенним метаболізмом 
та забезпечує адаптацію до зміни умов середо-
вища. Гіпертермія, як й інші абіотичні чинники 
середовища, здатна спричиняти оксидативний 
стрес [2]. Нами встановлено, що зміни ендо-
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генного вмісту Н2О2 в клітинах мезофілу в кон-
трольному варіанті були незначними (рис.  1). 
За високотемпературного стресу вміст Н2О2 
збільшується протягом першої доби його дії у 1,5 
раза, однак протягом трьох діб він зменшується 
до рівня контролю. БАП підвищує ендогенну 
концентрацію Н2О2 за рахунок стимуляції фото-
синтетичних процесів, які є головними проду-
центами АФК і виконують сигнальні функції [1]. 
Дія БАП в умовах гіпертермії посилює продуку-
вання Н2О2 порівняно зі значеннями контролю і 
дії температури, однак воно залишалось на рівні 
дії одного БАП.

У регулюванні вмісту АФК задіяний ком-
плекс ензимів, в якому ключовим є СОД. Визна-
чення активності СОД у клітинах мезофілу пока-
зало, що найнижчою вона була в листках рослин 
контрольного варіанта (рис. 2). За гіпертермії 
активність СОД на другу добу відновного 
періоду підвищується у 1,4 раза. Після дії БАП 
активність СОД зростала вдвічі протягом двох 
діб, що могло бути обумовлено посиленням захи-
сту ФС. Найбільшу активність СОД, яка 5-разо-
во перевищувала значення контролю, відзначено 
за спільної дії БАП і гіпертермії. Як відомо, СОД 
належить до субстратіндуцибельних ензимів, 
активність яких регулюється продукуван-
ням О2

- переважно в процесах енергообміну у 
фотосинтезі [1]. 

Утилізатором Н2О2 у хлоропластах є аскор-
батпероксидаза [4]. Активність її в контролі 
залишалась на стабільному рівні (рис. 3). За 
високої температури активність аскорбатпер
оксидази зменшується вдвічі порівняно з кон-
тролем, і не змінюється протягом трьох діб. 

Екзогенний БАП підвищував її активність на 
третину в умовах оптимальної температури, 
що обумовлено зростанням продукування Н2О2 
СОД. За гіпертермії і БАП активність аскорбат-
пероксидази зменшується протягом доби у 1,4 
раза, однак у наступний період вона зростає до 
рівня контролю. Аскорбатпероксидаза зменшує 
кількість ендогенного Н2О2. 

Деструктивні процеси спричинюють нако-
пичення в пероксисомах Н2О2, який утилізується 
каталазою [5]. Гіпертермія спричиняє розвиток 
деструктивних процесів, що підвищує рівень 

Рис. 1. Вміст ендогенного Н2О2 у фотосинте-
тичних тканинах першого листка пшениці 
за дії БАП та гіпертермії. Тут і на рис. 2–4 
та 6:  – контроль, – БАП,  – прогрів, 

 – БАП+прогрів. *Тут і в наступних рисун-
ках позначена статистично вірогідна різниця 
порівняно з контрольним варіантом (Р ≤ 0,05), 
#  вірогідна різниця порівняно з показниками за 
дії гіпертермії (Р ≤ 0,05)
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Рис. 2. Активність СОД в першому листку 
пшениці за дії БАП та гіпертермії
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Рис. 3. Активність аскорбатпероксидази в пер-
шому листку пшениці за дії БАП та гіпертермії. 
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Рис. 4. Активність каталази в першому листку 
пшениці за дії БАП та гіпертермії
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активності каталази впродовж трьох діб (в 1,5 
раза протягом першої доби) (рис. 4). Дія БАП 
зменшувала активність каталази у 1,3 раза після 
гіпертермії. Зміни активності каталази можуть 
бути пов’язані з рівнем продукування Н2О2 в 
клітині. 

За допомогою методу конфокальної 
лазерної мікроскопії нами встановлено, що 
активна флуоресценція хлорофілу інтактних 
хлоропластів рослин контрольного варіанта 
відзначена в стовпчастому мезофілі і дещо ниж-
ча – у губчастому мезофілі (рис. 5). Більшість 
хлоропластів, які виявили флуоресценцію, 
локалізується по периферії клітин мезофілу. 
Після дії високої температури на рослини 

Рис. 5. Флуоресценція хлоропластів клітин мезофілу пшениці за дії БАП та гіпертермії: а – контроль, 
оптимальні умови, б – БАП, в – після прогріву, г – БАП + прогрів, С-стовпчастий мезофіл, Г-губчастий 
мезофіл, шкала – 20 мкм
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пшениці флуоресценція хлоропластів клітин 
губчастого мезофілу порівняно із стовпчастим 
зменшувалась істотніше. Після дії БАП виявле-
но перерозподіл хлоропластів у клітинах стовп-
частого мезофілу і локалізацію функціональних 
хлоропластів поблизу клітинної оболонки. 
Хлоропласти клітин губчастого мезофілу роз-
ташовувались у клітині дифузно. БАП затри-
мував деструктивні процеси у пігментному 
комплексі за дії гіпертермії. Аналогічний зв’язок 
між інтенсивністю червоної флуоресценції 
хлоропластів та станом пігментних комплексів 
виявлено також в листках Arabidopsis та Populus 
tremula [16, 17]. Показано, що в період старіння 
листкової пластинки у Populus tremula пара-
лельно відбувались зміни вмісту пігментів 
та інтенсивності флуоресценції хлоропластів 
[17]. Регуляція утворення пігментів вважається 
однією з головних функцій цитокінінів, особли-
во в умовах дії стресів [9].

Рис. 6. Вміст хлорофілу а, b, протохлорофілу і каротиноїдів у першому листку пшениці за дії БАП та 
гіпертермії (А – хлорофіл а, Б – хлорофіл b, В – протохлорофіл, Г – каротиноїди)
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Хлорофіл а є головним пігментом 
реакційних центрів фотосистем. За оптимальної 
температури вміст його в листках пшениці 
підтримується на одному рівні (рис. 6, А). БАП 
стимулює утворення хлорофілу а і підвищує 
його вміст у 1,3 рази на першу добу після оброб-
ки. За дії гіпертермії та БАП вміст хлорофілу а 
вище, ніж після дії тільки гіпертермії в 1,2 раза. 

Після дії гіпертермії вміст хлорофілу b 
не змінюється протягом 3 діб (рис. 6, Б). За дії 
БАП кількість хлорофілу b в оптимальних та 
стресових умовах збільшувалась у 1,5–1,7 раза. 
Хлорофіл b локалізований переважно в антен-
них комплексах ФС І та ФС ІІ і виконує функцію 
уловлювання та передачі світлової енергії до 
хлорофілу а. Дія БАП затримувала деструктивні 
процеси в першому листку пшениці, що було ви-
явлено також іншими дослідниками на прикладі 
відокремлених листків пшениці [10].

Гіпертермія стимулювала відновні про-
цеси і збільшувала вміст протохлорофілу у 
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2–3 рази (рис. 6, В). БАП посилював утворення 
протохлорофілу протягом доби у 4 рази, од-
нак в оптимальних умовах росту рослин його 
кількість швидко зменшувалась. За дії високої 
температури і БАП кількість протохлорофілу у 
відновний період зростала.

Каротиноїди беруть участь у дисипації 
енергії, входять до світлозбиральних комплексів 
хлоропластів, виконують антиоксидантні 
функції. Гіпертермія підвищувала кількість 
каротиноїдів у 1,5 раза на 2–3-тю добу 
післястресового періоду (рис. 6, Г). Дія БАП 
підвищувала вміст каротиноїдів у 2 рази лише 
протягом  першої доби, після чого їх рівень 
зменшувався. Дія високої температури та БАП 
підвищувала вміст каротиноїдів у 1,5 раза на 
1-шу добу порівняно з дією прогріву. Паралель-
не збільшення вмісту каротиноїдів і хлорофілів 
може бути обумовлено зростанням кількості 
хлоропластів або їхніх структурних складових 
у клітинах мезофілу.  

Цитокініни в рослинах виконують 
сигнальні функції, які спрямовані, зокрема, на 
стабілізацію фотосинтетичного апарату, за-
тримку процесів старіння, регуляцію транс-
порту асимілятів, розвитку провідної системи. 
Вони взаємодіють у сигнальній мережі рослин з 
АФК у забезпеченні функціонування рослинної 
клітини в нестабільних умовах навколишнього 
середовища [2]. Екзогенний цитокінін БАП лег-
ко включається в пул ендогенних цитокінінів і 
здатен до виконання всіх властивих їм функцій. 
Проведене нами дослідження дії цитокініну 
БАП за умов гіпертермії показало його здатність 
стимулювати антиоксидантний ензимний ком-
плекс, регулювати ендогенний вміст АФК, 
підвищувати вміст пігментів у клітинах листко-
вого мезофілу пшениці. 

Вперше використаний нами метод 
конфокальної лазерної мікроскопії для 
дослідження живих клітин мезофілу лист-
ка пшениці дозволив продемонструва-
ти локалізацію функціональних інтактних 
хлоропластів усередині клітин. Результати па-

ралельного дослідження динаміки вмісту Н2О2, 
активності ключових антиоксидантних ензимів 
та комплексу пігментів за дії БАП та гіпертермії 
вказують на взаємодію сигнальної мережі 
цитокінінів і АФК, яка бере участь у формуванні 
відповіді рослинної клітини на гіпертермію. 

Показано, що БАП здійснює сигнальну 
функцію в умовах гіпертермії, яка виявляється 
шляхом активації антиоксидантного ензиму 
СОД, регуляції рівня ендогенного Н2О2, змен-
шення деструктивної дії високотемпературного 
стресу на фотосинтетичний комплекс листків 
інтактних рослин пшениці.

Сигнальная функция 
цитокинина 
6-бензиламинопурина 
в реакции клеток 
мезофилла Triticum aestivum L. 
на гипертермию

Н. Н. Мусиенко, В. В. Жук, Л. М. Бацманова

ННЦ «Институт биологии», Киевский 
национальный университет имени 

Тараса Шевченко, Украина;
e-mail: zhuk_bas@voliacable.com

Изучено сигнальное действие 6-бензилами-
нопурина (БАП) на клетки листового мезофилла 
пшеницы в условиях гипертермии. Установлено, 
что БАП при гипертермии регулирует содержа-
ние фотосинтетических пигментов, пероксида 
водорода, активность антиоксидантных энзи-
мов  – супероксиддисмутазы, аскорбатперокси-
дазы, каталазы. Продемонстрировано аддитив-
ное действие БАП и гипертермии на активацию 
антиоксидантных систем клеток. БАП регули-
рует восстановительные процессы в клетках ли-
стового мезофилла в условиях высокотемпера-
турного стресса.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: 6-бензиламинопу-
рин, гипертермия, антиоксидантные энзимы, 
хлоропласты, пигменты, пероксид водорода, 
конфокальная микроскопия, пшеница.
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Signal function of cytokinin 
6-benzylaminopurine in 
the reaction of Triticum 
aestivum L. mesophyll cells to 
hyperthermia
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L. M. Batsmanova 
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National University of Kyiv, Ukraine;
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The signaling effect of 6-benzylaminopurine 
(BAP) on leaf mesophyll cells of Triticum aesti-
vum L. under hyperthermic conditions was studied. 
It was found that BAP regulated photosynthetic pig-
ment, hydrogen peroxide content and activity of an-
tioxidant enzymes, namely superoxide dismutase, 
ascorbate peroxidase and catalase under high-tem-
perature conditions. The additive effect of BAP and 
high temperature on the activation of cell antioxidant 
systems was demonstrated. BAP regulated reducing 
processes in mesophyll leaf cells under high-temper-
ature conditions.

K e y  w o r d s: 6-benzylaminopurine, high 
temperature, chloroplasts, pigments, hydrogen per-
oxide, antioxidant enzymes, confocal microscopy, 
wheat.
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