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Як впливають екзогеннi хiмiчнi чинники на активнiсть

геному пшеницi? Вивчення з використанням
спiввiдношення РНК/ДНК

Дослiджено вiдповiдь рослин пшеницi на дiю хiмiчного чинника (метисазон) на рiвнi
реакцiї геному iз залученням спiввiдношення РНК/ДНК. Встановлено диференцiйний
характер функцiонування геному пшеницi в процесi росту за даними спiввiдношення
РНК/ДНК та показниками транскрипцiйної активностi рибосомних генiв. Виявлено
iснування рiзноспрямованих змiн величин спiввiдношення РНК/ДНК та швидкостi рос-
ту листкiв у всiх дослiджуваних рослин, що пiдтверджується наявнiстю негативної
кореляцiї мiж цими параметрами. Запропоновано величину спiввiдношення РНК/ДНК
використовувати для кiлькiсної оцiнки ступеня впливу хiмiчних чинникiв на функцiо-
нальну активнiсть рослинного геному та швидкiсть росту.

З-помiж найбiльш обговорюваних проблем сучасної фiтобiологiї є питання, пов’язанi з особ-
ливостями розвитку рослин та їхньою здатнiстю динамiчно реагувати на впливи екзогенних
чинникiв рiзної природи. Розумiння механiзмiв стрес-вiдповiдi рослин важливо як для фун-
даментальної науки, так i для розробки практичних прийомiв їхнього вирощування. Вiдомо,
що вiдповiдь рослин на дiю екзофакторiв формується на рiзних рiвнях органiзацiї рослинно-
го органiзму i грунтується на взаємодiї молекулярних, бiохiмiчних i фiзiологiчних процесiв.
Про ключову роль рослинного геному в адаптацiйних процесах свiдчить великий масив
даних щодо iдентифiкацiї генiв, генних продуктiв, їхнiх функцiй i взаємодiї, отриманих
новими високопродуктивними методами транскриптомного, протеомного та метабаломно-
го аналiзу, результати секвенування рослинних геномiв, а також дослiдження клiтинних
регуляторних механiзмiв [1]. Згiдно iз сучасними уявленнями [2] прояв властивостей бiоло-
гiчних систем, зокрема у вiдповiдь на дiю певних чинникiв, зумовлюється скоординованою
взаємодiєю всiх внутрiшньосистемних компонентiв. Однiєю з важливих ланок такої системи
зв’язкiв рослинного органiзму є взаємозв’язок функцiонального стану геному та швидкостi
росту як генетично детермiнованого показника iнтегральної скоординованої стрес-вiдпо-
вiдi. Останнiм часом у дослiдженнях реакцiї генетичного апарату рослин на дiю рiзних
чинникiв спостерiгається тенденцiя до переходу вiд аналiзу ролi обмеженого числа генiв до
монiторингу загальної динамiки бiологiчних циклiв [3]. Функцiональну активнiсть геному
як цiлiсної високоорганiзованої структури дослiджено для деяких видiв рослин за допо-
могою ДНК-РНК-гiбридизацiї та microarray-технологiй [4, 5]. (Нинi данi щодо особливостi
загального функцiонування геному пшеницi та у вiдповiдь на дiю хiмiчних чинникiв у лiте-
ратурi вiдсутнi). Проте можливiсть застосування для цього спiввiдношення РНК/ДНК як
одного iз швидких надiйних i загальнодоступних методiв майже не розглядалася. У своїх
дослiдженнях як хiмiчний чинник ми застосували метисазон, вiдомий своєю антивiрусною
та антибактерiйною дiєю [6]. Проте вплив цього препарату на розвиток рослин вивчено
недостатньо.
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Рис. 1. Змiна середньої довжини листкiв контрольних i дослiдних проросткiв пшеницi у часi

У зв’язку з вищевказаним ми ставили за мету оцiнити функцiональну активнiсть ге-
ному пшеницi у часi (раннi фази онтогенезу) за спiввiдношенням РНК/ДНК та методом
нозерн-гiбридизацiї, встановити залежнiсть мiж змiнами показникiв РНК/ДНК-спiввiдно-
шення i швидкостi росту листкiв проросткiв пшеницi та дослiдити чутливiсть цих парамет-
рiв до дiї хiмiчного чинника — метисазону.

Матерiали та методи дослiджень. Дослiдження проводили на проростках пшеницi,
вирощених у лабораторних умовах на твердому субстратi (пiсок) при 23–25 ◦С та природ-
ному освiтленнi. Насiння перед посадкою зволожували та одноразово обробляли протягом
1 год препаратом метисазону (у фармацiї вiдомий пiд назвою iзатiзон).

Щоденно, починаючи з 4-ї доби розвитку рослин, протягом 15 дiб визначали швидкiсть
росту за даними приросту листкiв пшеницi згiдно з [7], загальний вмiст нуклеїнових кислот
(НК) у тканинах листкiв та обчислювали величину спiввiдношення РНК/ДНК. Спектрофо-
тометричну оцiнку кiлькiсного вмiсту НК безпосередньо в листках проросткiв здiйснювали
за методом Спiрина (1958) з деякими модифiкацiями умов послiдовного гiдролiзу одного
i того самого рослинного зразка рiзними хiмiчними чинниками (0,5 N KOH, 67 ◦C, 1 год,
а потiм 0,5 N HClO4, 90 ◦C, 20 хв [8]) з подальшим спектрофотометричним аналiзом лужних
(РНК) та кислотних (ДНК) фракцiй стандартним способом. Для гiбридизацiйних експери-
ментiв видiлення та очищення препаратiв РНК з рослинних тканин проводили сумiшшю
хлороформу та спецiально розробленого нами буферу [8].

Для нозерн-дот-аналiзу пiдготовку i нанесення на нейлоновi фiльтри Hybond-N (“Amer-
sham”, Велика Британiя) алiквот сумарного препарату РНК пшеницi проводили вiдповiд-
но до рекомендацiй [9]. Мiчення ДНК дигоксигенiном-dUTP (DIG), нозерн-гiбридизацiю
фiльтрiв з DIG-мiченим ДНК-зондом (фрагмент гена рибосомної 18S РНК гороху в складi
плазмiди Bluescript), вiдмивання фiльтрiв та хемiлюмiнесцентну детекцiю гiбридизацiйних
продуктiв здiйснювали за протоколом фiрми Boehringer Mannheim, Нiмеччина.

Результати та їх обговорення. Показано, що передпосiвна обробка насiння метиса-
зоном не спричиняє у проростках пшеницi помiтних морфофiзiологiчних змiн (iстотного
iнгiбування ростових процесiв, потемнiння кореневої системи, появи некротичних ознак
тощо) (рис. 1). Проте на рiвнi функцiонування геному мiж контрольними i дослiдними
варiантами спостерiгаються iстотнi вiдмiнностi.

Для опису динамiки змiн загального функцiонального стану геному пшеницi як цiлiсної
структури пiд час росту рослин було застосовано експериментальний пiдхiд, що грунтується
на використаннi значень спiввiдношення РНК/ДНК. Для цього визначали щодобовi рiвнi
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Рис. 2. Динамiка змiн величин спiввiдношення РНК/ДНК та швидкостi росту листкiв контрольних (а) та
дослiдних (б ) проросткiв пшеницi:
1 — РНК/ДНК-спiввiдношення; 2 — швидкiсть росту

вмiсту РНК i ДНК у листках проросткiв. Розрахунок спiввiдношення тотальної РНК до
тотальної ДНК дав змогу визначити кiлькiсть РНК на одиницю ДНК у середньостатистич-
нiй клiтинi листкiв пшеницi. Оскiльки кiлькiсть клiтинної РНК може варiювати залежно
вiд багатьох факторiв, у тому числi i вiд транскрипцiйної активностi геному, тодi як кiль-
кiсть ДНК на клiтину є зазвичай величиною стабiльною [10], спiввiдношення РНК/ДНК
розглядається як один з основних iнтегральних кiнетичних iндикаторiв багатьох внутрiш-
ньоклiтинних фундаментальних процесiв, зокрема як можливий показник частини геному,
що функцiонує. На основi даних 15-добового монiторингу динамiки змiн величини цього
показника в листках пшеницi побудовано вiдповiднi графiки для контрольних та дослiдних
проросткiв пшеницi (рис. 2). Встановлено, що за дiї метисазону в клiтинах листкiв пше-
ницi порiвняно з контрольними зразками майже на всiх дослiджуваних промiжках часу
спостерiгалася рiзноспрямована змiна значень спiввiдношення РНК/ДНК: максимумам до-
слiдних проросткiв (4-та, 17-та доба) вiдповiдали мiнiмальнi значення контрольних зразкiв
та навпаки (8-ма, 10-та та 14-та доба). Показано, що пiд час росту проросткiв дiапазон зна-
чень РНК/ДНК-iндексу становив 12,3–2,1 (контроль) та 16,5–1,9 (дослiд). Якщо вважати,
що екстремуми спостерiгаються тодi, коли максимально зростає транскрипцiйна активнiсть
генетичного апарату рослин, то виявленi нами варiювання максимальних значень спiввiд-
ношення РНК/ДНК пiд час росту вiдображують диференцiйний характер перебiгу цього
процесу в клiтинах листкiв пшеницi, якому властива квазiперiодичнiсть.

Отриманi данi узгоджуються з iнформацiєю щодо iснування диференцiйної експресiї
рослинного геному, встановленої методами молекулярної гiбридизацiї для рослин тютюну,
гороху, буряку, соняшнику тощо [11]. Додатковою пiдставою вважати величину спiввiдно-
шення РНК/ДНК iндикатором загального функцiонального стану геному та бiлоксинте-
зуючої системи клiтин пшеницi стали данi щодо подiбностi профiлiв онтогенетичних змiн
величини РНК/ДНК-iндексу та транскрипцiйної активностi рибосомних генiв, якi належать
до тих, що найбiльш функцiонують у клiтинi. Для цього рослини вiдбирали в певнi перiоди
росту (4–6-та доба; 9–12-та доба та 16–19-та доба) та дослiджували вмiст рРНК-транскрип-
тiв у клiтинах їхнiх листкiв. Результати нозерн-гiбридизацiї наведено на рис. 3. У дослiд-
них зразках зростання синтезу рРНК спостерiгали на 4-ту та 16–19-ту добу росту рослин
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Рис. 3. Рiвень транскрипцiйної активностi рибосомних генiв у листках контрольних та дослiдних проросткiв
пшеницi пiд час росту

(максимум — на 4-ту та 17-ту добу), тодi як у контрольних подiбнi змiни транскрипцiйної
активностi рибосомних генiв зафiксовано на 9–11-ту добу росту (максимум — на 10-ту до-
бу). Зiставлення профiлiв онтогенетичних варiацiй транскрипцiйної активностi рибосомних
генiв i коливань значень РНК/ДНК-iндексу в листках пшеницi виявило повну вiдповiднiсть
отриманих результатiв як для контрольних, так i для дослiдних варiантiв. Таким чином, бу-
ло експериментально доведено iснування узгодженостi мiж результатами двох незалежних
методiв щодо оцiнки функцiонального стану геному пшеницi.

Порiвняння характеру онтогенетичних змiн показникiв РНК/ДНК-спiввiдношення у до-
слiдних i вiдповiдних контрольних проростках пшеницi виявило здатнiсть метисазону iн-
дукувати зниження рiвнiв диференцiйної активностi геному та змiнювати його ритмiку на
протилежну порiвняно з контролем майже на всiх дослiджуваних промiжках часу. Згi-
дно з отриманими результатами, превентивна обробка зерна пшеницi цим хiмiчним чин-
ником призводить до iстотних пролонгованих змiн, якi виявляються на загальному рiв-
нi функцiонування геному за допомогою РНК/ДНК-спiввiдношення. Цi данi вказують на
iснування в клiтинах рослин пшеницi метисазончутливих регуляторних механiзмiв, спря-
мованих, iмовiрно, на активацiю адаптацiйно-компенсаторних i захисних систем. Пiдсилює
цi припущення встановлений нами за допомогою РНК/ДНК-iндексу ектопiчний характер
диференцiйної активностi геному пшеницi пiд впливом метисазону. Такi змiни можуть опо-
середковано вiдображувати активацiю певних наборiв генiв i, як наслiдок, реорганiзацiю
метаболiчного статусу рослин, що може пiдвищувати їхню стiйкiсть i життєздатнiсть за
рiзних умов [12, 13]. Крiм того, показано, що ектопiчна експресiя навiть окремих компонен-
тiв, залучених у формування вiдповiдi рослин на абiотичнi та бiотичнi стреси, призводить
до пiдвищення стрес-толерантностi рослинних органiзмiв [14].

Одночасно з визначенням значень спiввiдношення РНК/ДНК для контрольних та до-
слiдних варiантiв пшеницi обчислювали величину щодобового приросту довжини листкiв
вiдповiдних проросткiв пiд час їхнього росту. Зiставлення показникiв активностi геному, ви-
мiряного за спiввiдношенням РНК/ДНК, та вiдповiдних значень швидкостi росту листкiв
пшеницi виявило рiзноспрямованi змiни цих показникiв у всiх дослiджуваних зразках пше-
ницi. Це пiдтвердилося даними щодо наявностi негативної лiнiйної кореляцiї мiж цими па-
раметрами для контрольних та дослiдних зразкiв. Лiнiйну регресiю, яка описує зв’язок мiж
параметрами “змiна значень РНК/ДНК-спiввiдношення” та “змiна швидкостi росту”, можна
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описати рiвнянням y = −0,61x − 0,09 (R2
= 0,22, p < 0,05) (контроль) i y = −0,96x − 0,07

(R2
= 0,47, p < 0,05) (дослiд). Отриманi данi свiдчать про iснування скоординованого зв’яз-

ку мiж цими параметрами в клiтинах пшеницi та його чутливостi до дiї метисазону, який
виявляється за допомогою спiввiдношення РНК/ДНК.

Таким чином, результати дослiдження показали, що пшениця чутлива до дiї метисазо-
ну. Застосування спiввiдношення РНК/ДНК дало можливiсть у стислi термiни визначити
вiдмiнностi в характерi функцiональної активностi геному пшеницi пiд впливом хiмiчного
чинника. Цi данi кориснi для розумiння принципiв функцiонування рослинних геномiв та
пошуку вiдповiдних змiн на структурному рiвнi. Пропонуємо спiввiдношення РНК/ДНК
використовувати для кiлькiсної оцiнки ступеня впливу хiмiчного чинника на функцiональ-
ну активнiсть рослинного геному та швидкiсть росту рослин.
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член-корреспондент НАН Украины Д. Н. Говорун

Как влияют экзогенные химические факторы на активность генома
пшеницы? Изучение с использованием соотношения РНК/ДНК

Исследован ответ растений пшеницы на действие химического фактора (метисазон) на
уровне реакции генома с использованием соотношения РНК/ДНК. Установлен дифферен-
циальный характер функционирования генома пшеницы в процессе роста согласно данным
соотношения РНК/ДНК и показателям транскрипционной активности рибосомных генов.
Выявлено существование разнонаправленных изменений величины соотношения РНК/ДНК
и скорости роста листьев всех исследованных растений, что подтверждается наличием
негативной корреляции между этими параметрами. Предложено величину соотношения
РНК/ДНК использовать для количественной оценки степени влияния химических факто-
ров на функциональную активность растительного генома и скорость роста.

O. I. Martynenko, T. K. Kyrylenko, A. V. Stepanyugin, D.P. Plodnik,

Corresponding Member of the NAS of Ukraine D.M. Hovorun

How do exogenous chemical factors affect the activity of the wheat
genome? A study using the RNA/DNA ratio

This paper presents a study of the wheat plant response to the effect of the chemical factor (methi-
sazon) at the level of genome reaction using the RNA/DNA ratio. We established a differential
character of the wheat genome functioning in the process of growth using the RNA/DNA ratio and
indicators of the transcriptional activity of ribosomal genes. We found the opposite directionality of
changes in the RNA/DNA ratio and in the growth rate of leaves in all studied plants. This finding
is supported by the presence of a negative correlation between these parameters. We suggest to use
the RNA/DNA ratio for the quantitative evaluation of the impact level of chemical factors on the
functional activity of the plant genome and the growth rate of plants.
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