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     Актуальність теми 

     В умовах глобального антропогенного забруднення навколишнього середовища спостерігається зростання абіотичних стресів, зокрема ультрафіолетового та іонізуючого випромінювань. Відомо, що випромінювання індукує ряд патологічних станів клітин, пошкоджує структуру ДНК, білків, мембран, викликає мутації та аномалії розвитку, у т.ч. прискорене старіння. Однією з ключових подій у процесах перепрограмування геному в ході природного старіння та при різних формах стресових ушкоджень вважається метилування ДНК. Метилування, імовірно, є частиною генетично детермінованого механізму загибелі клітин при старінні. Існує взаємозв'язок між генетичною програмою старіння й епігеномним кодом, що модулюється зовнішніми чинниками. Для оцінки сприйнятливості епігеному рослин до дії пошкоджуючих факторів необхідний пошук молекулярних мішеней, пов'язаних з розвитком деструктивних процесів. У зв’язку з цим становить інтерес вивчення поведінки епігеному за природного та індукованого іонізуючим опроміненням старіння. Особливості зміни патерну метилування ДНК в процесі старіння рослинних тканин та органів ще не з'ясовані повністю. Враховуючи зростання інтенсивності потоку короткохвильової УФ-В та іонізуючої радіації в природному середовищі, питання встановлення епігеномної компоненти онтогенетичної відповіді рослин на дію опромінення є актуальним.          

     Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами

     Дисертаційна робота виконана у відділі біофізики та радіобіології Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України відповідно до планів науково-дослідних робіт відділу за темами: «Епігеномна складова адаптації у рослин» (2008-2012 рр., № д/р 0108U000875, шифр теми ІІІ-3-08), «Розробка способів скерованого впливу на сигнальні системи і епігенетичну пластичність культурних рослин для підвищення їх продуктивності та стійкості» (2012-2016 рр., № д/р 0112U003077, шифр теми ІІ-3-12), «Роль епігеномних механізмів в адаптогенезі рослин» (2013-2017 рр., № д/р 0113U000228, шифр теми ІІІ-4-13). Теми включали наукове обґрунтування і розробку методів дослідження метилування геному та окремих генів рослин, які зазнавали дії іонізуючого випромінювання. Зокрема, вивчалася епігенетична компонента старіння монокарпиків у контексті впливу різних доз іонізуючого опромінення.     
     Мета і завдання дослідження     

     Мета роботи – дослідження ознак радіаційно-індукованого старіння рослинних органів з розкриттям епігенетичного прояву даного процесу. Відповідно цій меті дослідження були поставлені наступні завдання:

• Встановити показники старіння рослин за темпами зростання деградаційних процесів в клітинах;

• Дослідити динаміку хлорофілів «а» та «в» в процесі старіння зразків, опромінених різними дозами УФ-В та рентгенівського опромінення; 

• Дослідити динаміку антоціанів в процесі старіння зразків, опромінених різними дозами УФ-В опромінення;

• Виміряти рибонуклеазну активність в процесі старіння зразків, опромінених різними дозами УФ-В та рентгенівського опромінення;

• Довести правомірність припущення про взаємозв’язок між механізмами деградації хлорофілу та підвищенням гідролітичної активності на прикладі рибонуклеаз в процесах рідіаційно-індукованого старіння; 

• Визначити вплив різних доз рентгенівського та УФ-В опромінення на статус метилування ДНК досліджуваних рослин;

• Визначити статус метилування геному та окремих генів досліджуваних об’єктів на різних стадіях онтогенезу;

• Проаналізувати закономірності зміни патерну метилування у функціонально різних послідовностях геному дослідних зразків залежно від доз та стадій онтогенезу;

• На підставі отриманих даних аналізу диференціального метилування ДНК на різних стадіях онтогенезу опромінених зразків встановити взаємозв'язок між епігенетичними процесами й кількісними параметрами індукції старіння за розпадом хлорофілу та підвищенням рибонуклеазної активності;

     Об'єкт дослідження: органи монокарпічних рослин, фізіолого-біохімічний та епігеномний рівень прояву процесів старіння рослин, радіаційно-індуковані зміни гідролітичної активності та метилування ДНК.     
     Предмет дослідження: взаємозв'язок деградаційних процесів старіючої клітини зі змінами епігенетичного профілю, епігенетична складова радіаційного старіння монокарпічних рослин, особливості зміни метилування ДНК на різних стадіях онтогенезу з урахуванням впливу різних доз рентгенівського та УФ-В опромінення.     

     Методи дослідження: оптичні: спектофотометричні (вимірювання РНКазної активності, визначення концентрації хлорофілу та антоціанів у розчині); біофотометричні: вимірювання концентрації нуклеїнових кислот, визначення чистоти препаратів у зразках ДНК; молекулярно-біологічні: полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) та рестрикційний аналіз; епігенетичні: бісульфітна конверсія, метилчутлива ПЛР, метилспецифічна ПЛР; електрофоретичний аналіз продуктів реакції.     

     Наукова новизна одержаних результатів    

     Вперше показано наявність взаємозв'язку між епігенетичною складовою процесів старіння монокарпічної рослини і деградаційними процесами старіючих клітин в умовах впливу рентгенівського та УФ-В опромінення. Продемонстровано існування кореляції між розпадом хлорофілу і підвищенням рибонуклеазної активності в процесі старіння опромінених зразків. Встановлені дози, що викликають зміни епігенома в органах монокарпічних рослин. Проаналізовано функціонально різні послідовності геному, в яких відбуваються достовірні зміни патернів метилування. Показана залежність зміни статусу метилування геному та окремих генів від ступеня впливу іонізуючого опромінення. Проведено аналіз епігенетичних маркерів гострого рентгенівського та УФ-В опромінення, знайдені онтогенетичні патерни метилування у функціонально різних областях геному досліджуваних об'єктів.     
     Онтогенетичний аналіз метилування ДНК зразків, що зазнали диференційного опромінення, дозволив визначити внесок стресових сигналів різної потужності в систему епігенетичної регуляції онтогенезу і встановити відмінності з патерном природних змін в ході старіння рослини.   

     Практичне застосування отриманих результатів     

     Тривалість онтогенезу монокарпічних рослин є чіткою генетично детермінованою ознакою. Отримані в даному дослідженні результати окреслюють підходи, реалізація яких може сприяти винайденню практичних засобів скерованих змін тривалості онтогенезу, що для багатьох культурних рослин матиме дуже велике практичне значення, бо підлаштування онтогенезу під конкретні метеорологічні умови вегетаційного періоду уможливило б суттєве збільшення врожайності рослин та інтродукцію нових культур. 

     Особистий внесок здобувача     

     Вибір напрямку досліджень, основні теоретичні та експериментальні ідеї, а також висновки результатів наукової роботи були розроблені за допомогою наукового керівника дисертанта – доктора біологічних наук, академіка НАН України Д.М. Гродзинського. Дисертантом оброблена необхідна по темі наукова література, освоєні молекулярно-біологічні, фізичні та аналітичні методи досліджень; виконано весь викладений в дисертації об'єм експериментів з вивчення впливу рентгенівського та УФ-В опромінення на епігеном монокарпічних рослин в ході онтогенезу, отримані дані з вивчення змін патернів метилування в геномі та окремих генах досліджуваних рослинних об'єктів, показані темпи гідролітичних процесів у клітині на прикладі підвищення РНКазної активності та розпаду пігментів; проведено аналіз отриманих результатів, сформульовані висновки. Результати виконаних автором досліджень відображені в публікаціях. 

     Апробація результатів дисертації     

     Основні наукові результати дисертації були представлені на V з'їзді радіобіологічного товариства України (Ужгород, 2009); VI з'їзді з радіаційних досліджень (Москва, 2010), 16-й міжнародній конференції «Биология – наука ХХI века» (Пущино, 2012); XII науковій конференції «Биотехнология в растениеводстве, животноводстве и ветеренарии» (Москва, 2012), X міжнародної наукової конференції «Шевченківська весна 2012: Біологічні науки» (Київ, 2012); XI науковій конференції молодих вчених ім. В.В. Фролькіса «Актуальні питання геронтології та геріатрії» (Київ, 2013); XI міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених «Шевченківська весна 2013: біологічні науки» (Київ, 2013); XIII науковій конференції молодих вчених «Биотехнология в растениеводстве, животноводстве и ветеренарии» (Москва, 2013); XVII міжнародної Пущинської конференції молодих науковців "Биология – наука ХХІ  века» (Пущино, 2013); науково-практичній конференції з міжнародною участю: «Актуальні питання геронтології та геріатрії: від теорії до практики» (Київ, 2013). 

     Публікації     

     Результати дисертаційних досліджень представлено 28 друкованими працями, серед яких 15 статей у спеціалізованих виданнях та 13 тез доповідей у ​​збірниках матеріалів конференцій.

     Структура та обсяг дисертації

     Дисертація складається з вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів дослідження, результатів досліджень та їх обговорення, узагальнення, висновків та списку використаних джерел, що містить 265 найменувань, з яких 209 англомовних. Робота викладена на 215 сторінках, містить 15 таблиць та 36 рисунка.

ЗМІСТ РОБОТИ

     Розділ 1. Огляд літератури
     Матеріал розділу відображає сучасний стан знань про старіння рослин та біологічні ефекти радіаційно-індукованного старіння, пов’язані з дією іонізуючої радіації. Розглянуті основні гіпотези старіння. Описані функції метилування ДНК як одного з механізмів регуляції онтогенезу еукаріот. 

     Розділ 2. Матеріали та методи

     Об’єктом дослідження слугували сім’ядольні листки Linum usitatissimum, опроміненого різними дозами рентгенівського та УФ-В опромінення, та квіти Ipomea purpurea, опромінені джерелом УФ-В випромінювання. Фіксацію біоматеріалу проводили на різних стадіях онтогенезу рослинних органів. Рослини вирощували в умовах вегетаційного досліду. Linum usitatissimum – в 5-кг посудинах, Ipomea purpurea – в 16-кг посудинах в нейтральному ґрунті за природних умов освітлення.

     Досліджували дію рентгенівського опромінення на процеси старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum. Насіння Linum usitatissimum опромінювали в дозах 10, 20, 50, 100 Гр, а вегетуючі рослини – в дозах 1, 3, 5, 15 Гр на рентгенівскій установці РУМ-17. Досліджували дію УФ-В на процеси старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum. Для цього опромінювали вегетуючі рослини Linum usitatissimum у дозах: 4,5 кДж/м2, 8,5 кДж/м2, 12 кДж/м2 за допомогою джерела УФ-В випромінювання («Philips Ultraviolet-B TL 20W/12RS», Голандія). Вирощували, відбирали сім’ядольні листки на різних стадіях їх онтогенезу: С1, С2, С3, С4 – умовно позначених як стадії, на яких відбувається морфологічно та біохімічно значущі зміни структури листа. Біоматеріал використовували для вимірювання концентрації хлорофілу «а», «в» та суми хлорофілів; для підрахунку одиниць РНКазної активності; для виділення ДНК та послідуючого аналізу патернів метилування. Досліджували дію УФ-В опромінення на вміст антоціанів старіючих генеративних органів Ipomea purpurea. Для цього в момент повного розкриття квітки проводили опромінення джерелом УФ-В випромінювання («Philips Ultraviolet-B TL20W/12RS», Голандія) у 3-х дозах: 4,5 кДж/м2, 8,5 кДж/м2, 12 кДж/м2. Процес старіння генеративних органів Ipomea purpurea умовно розділили на 6 онтогенетичних точок.

     Використовували наступні параметри, за якими можна судити про темпи радіаційного старіння рослин:

· динаміку хлорофілу в онтогенезі сім’ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого різними дозами гострого рентгенівського та УФ-В опромінення на стадії вегетації;

· динаміку антоціанів у генеративних органах Ipomea purpurea, опромінених гострою УФ-В радіацією на стадії цвітіння;

· рибонуклеазну активність в онтогенезі сім’ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого різними дозами гострого рентгенівського та УФ-В опромінення на стадії вегетації;

· патерни метилування в онтогенезі сім’ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого різними дозами гострого УФ-В опромінення на стадії вегетації;

· патерни метилування в онтогенезі сім’ядольних листків Linum usitatissimum, який вирощено з насіння, опроміненого різними дозами рентгенівської радіації;

     Вивчали динаміку вмісту хлорофілу та рибонуклеазну активність в процесі старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого різними дозами рентгенівського та УФ-В опромінення. Матеріал відбирали на умовно позначених стадіях онтогенезу сім’ядольних листків одночасно з відбором зразків для екстракції ДНК. Підготовку матеріалу, спектрофотометричне вимірювання, підрахунки концентрації хлорофілів та одиниць рибонуклеазної активності проводили за стандартними методиками та формулами. Дослідження динаміки антоціанів в квітах Ipomea purpurea опроміненого УФ-В радіацією також проводили за стандартною методикою з використанням спектрофотометру.     

     ДНК виділяли за допомогою СТАБ-методу. Концентрацію та якість препаратів ДНК визначали за спектральними показниками на біофотометрі Eppendorf (Німеччина). Виділені препарати ДНК, концентрація яких була 1-3 мкг/мкл, гідролізували рестриктазами. Рестрикцію сумарної ДНК проводили у два етапи. На першому етапі ДНК досліджуваних зразків інкубували з ферментом рестрикції EcoRI, що не містив у складі свого сайту впізнавання CpG-динуклеотиди, а впізнавав та розщеплював послідовність 5'-GAATTC-3', що зустрічається доволі рідко. Розщеплена на дрібні фрагменти ДНК стає більш доступною до дії метилчутливих рестриктаз. Рестриктазу EcoRI брали в реакцію з 10-кратним надлишком (1 мкг ДНК – 10 од. акт. ферменту) та інкубували з ДНК в ампліфікаторі «Терцик» (Росія) у відповідних буферах впродовж 16 годин при температурах, вказаних виробником реагенту. На другому етапі обробки метилчутливими рестриктазами відбирали половину обробленої ДНК в реакцію з 5-кратним надлишком (1 мкг ДНК – 5 од. акт. ферменту) та інкубували протягом 2-3 годин з однією із рестриктаз, чутливих до статусу метилування CpG-динуклеотидів (MspI, HpaII, SmaI). Рестрикцію зупиняли нагріванням до визначених для кожного ферменту температур. Кожному ферменту підбирали умови та концентрацію, необхідні для повного гідролізу ДНК. В подальшому аналізі використовували аліквоту рестриктованої ДНК в ампліфікації з відповідними праймерами. Дизайн праймерів, використаних у роботі, був виконаний за допомогою програми Primer3 (v.0.4.0) на основі нуклеотидних послідовностей, зареєстрованих в GenBank. Для оцінки структури праймерів використовувалася програма Oligo 4.1 Primer Analysis Software. 

     Досліджували епігеном шляхом ПЛР-аналізу продуктів рестрикції метилчутливих рестриктаз. Зокрема, застосовували MSAP-аналіз (methylation-sensitive amplification polymorphism). Даний метод заснований на принципі використання ензиматичного гідролізу за допомогою рестрикційних ендонуклеаз, чутливих до метилування залишків цитозину, та подальшої ПЛР зі специфічними CG-багатими праймерами. Модифіковані основи у досліджуваному фрагменті ДНК не підпадають гідролізу метилчутливою рестриктазою, тому фрагмент ампліфікується експоненційно. Використовували метод MSAP-аналізу з неспецифічними СG-багатими праймерами та специфічними CG-багатими праймерами, також проводили ПЛР транскрибованих та сателітних ділянок ДНК. Нативність ДНК визначали шляхом ампліфікації необробленої рестриктазами сумарної ДНК з відповідними праймерами. Також для відокремлення епігенетичних змін з поміж змін геному, виникнення яких можливе при опроміненні, використовували RAPD-аналіз, що показує генетичну однорідність отриманих зразків.

     Електрофорез ПЛР-продуктів проводили у горизонтальному агарозному 1-3% гелі при напруженості електричного поля 45 В/199 мА. Застосовували необхідну кількість агарози ("Sigma", США) та 0,5×ТБЕ-буфер (0,09 Трис, 0,09 М борної кислоти, 2 мМ ЕДТА, рН 8,0), до гелю додавали бромістий етидій в концентрації 0,5 мкг/мл. В якості маркера молекулярної ваги використовували маркер Gene Ruler 100 bp DNA Ladder plus (MBI Fermentas, Литва). Гель візуалізували по флуоресценції в ультрафіолеті на апараті трансілюмінатор Vilber Lourmat ЕСХ-F15М (Франція) з довжиною хвилі 312 нм. Результати фіксували за допомогою фотографування гелю фотокамерою Sony DSC-W730. Статистичну обробку даних проводили загальноприйнятими методами варіаційної статистики.

Результати дослідження та їх обговорення

     Розділ 3. Динаміка концентрації пігментів в процесі старіння опромінених монокарпиків 

     Дія різних несприятливих зовнішніх факторів таких, як іонізуюче та короткохвильове УФ-В опромінення веде до порушення життєдіяльності, росту та розвитку рослин, зміни нормальних фізіологічних параметрів і передчасного старіння. Найбільш чутливою системою до мінливих умов середовища є пігментний комплекс. Проведено дослідження вмісту хлорофілу «а», хлорофілу «в» та їх суми (а + в) у екстрактах листків на різних стадіях їх онтогенезу (С1, С2, С3, С4) при опроміненні декількома дозами іонізуючої та УФ-В радіації. Результати дослідів обробляли статистично, розраховуючи середні арифметичні значення з усіх повторностей та їх середньоквадратичні помилки. Вміст хлорофілу «а» та «в», виражений у мг/г сирої маси сім'ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого дозами 1 Гр, 3 Гр, 5 Гр, 15 Гр рентгенівської радіації, наведено в табл. 1.
     Як видно, доза 1 Гр на стадії С1 викликала різке зниження концентрації хлорофілів «а» та «в». Це можна пояснити відповіддю рослин на малі дози опромінення. При опроміненні дозою 3 Гр на цій самій стадії, вміст хлорофілу «а» знижувався помірно, вміст хлорофілу «в» взагалі знаходився в межах контрольних значень. Доза 5 Гр продемонструвала підвищення вмісту хлорофілу. Даний феномен спостерігається на стадії С1 та зберігався на С2, що слід розглядати як стимулюючу дію. На наступних стадіях спостерігалася деградація хлорофілу, що за темпами відповідала швидкості деградації в контролі. Вочевидь, стимулюючий ефект, отриманий від дози 5 Гр, в процесі старіння листа почав затухати. Опромінення в дозі 15 Гр на стадії С1 сприяло різкому зниженню вмісту хлорофілів, особливо «в». На стадії С2 спостерігалося зниження показників контролю, що пояснюється процесами вікової деградації хлорофілу. Описана доза 1 Гр на даній стадії показала зростання вмісту хлорофілу в порівнянні з попередньою стадією. Можна припустити що це пов’язано з елімінуванням пошкоджень за час після опромінення. Доза 3 Гр та 5 Гр викликала подібні до попередньої стадії ефекти. Доза 15 Гр даної стадії показала помітне зниження в порівнянні з попередньою стадією. У даному випадку спостерігається деградація хлорофілу, обумовлена процесами радіаційної індукції. На стадії С3 показники в контрольних зразках та зразках опромінених дозами 1 Гр та 3 Гр знижувалися відповідно до процесів вікової деградації клітинних компонент. При дозі 5 Гр показники хлорофілу були нижчі, ніж на двох попередніх стадіях, однак вищі, ніж у зразках опромінених іншими дозами, що свідчить про уповільнення темпів деградації та включення захисних систем під дією опромінення даною дозою. На стадії С4 доза 1 Гр показує аналогічне характерне для старіння рівномірне зменшення вмісту хлорофілу «а» та «в». Дози 3, 5, 15 Гр викликали зменшення показників хлорофілу «а» та «в», особливо «в». 
     Табл. 1. Вміст хлорофілу «а» та «в» (мг/г) в онтогенезі листя Linum usitatatissimum, опроміненого різними дозами рентгенівської радіації

	Стадії онтогенезу 
	Пігменти
	Контроль
	1 Гр
	3 Гр
	5 Гр
	15 Гр

	С1
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	1,11±0,10

0,42±0,04

1,53±0,06 
	0,35±0,02

0,22±0,01

0,57±0,02 
	0,87±0,03

0,39±0,02

1,26±0,05 
	1,57±0,07

0,48±0,03

2,05±0,04 
	0,55±0,02

0,14±0,02

0,69±0,03 

	С2
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,77±0,03

0,33±0,01

1,1±0,04 
	0,89±0,04

0,34±0,02

1,23±0,03 
	0,77±0,04

0,25±0,02

1,02±0,05 
	1,23±0,04

0,51±0,02

1,74±0,04 
	0,18±0,03

0,10±0,01 

0,28±0,02 

	С3
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,68±0,03

0,28±0,01

0,96±0,02 
	0,57±0,01

0,35±0,01

0,92±0,02 
	0,60±0,03

0,31±0,02

0,91±0,03 
	0,77±0,02

0,41±0,01

1,18±0,02 
	0,42±0,04

0,11±0,02

0,53±0,03 

	С4
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,42±0,01

0,16±0,02

0,58±0,02 
	0,48±0,02

0,19±0,01

0,67±0,01 
	0,40±0,03

0,21±0,02

0,61±0,02 
	0,58±0,03

0,16±0,01

0,74±0,03 
	0,23±0,02

0,10±0,01

0,33±0,02 


     Отримані дані свідчать про стресовий характер дії іонізуючого опромінення. Зразки, опромінені в обраному діапазоні доз, відрізнялися за кількісними характеристиками пігментного складу в порівнянні з контролем. Відмічалося очікуване достовірне зниження вмісту хлорофілу «а», хлорофілу «в» та суми хлорофілів в онтогенезі, як дослідних, так і контрольних зразків. Зменшення співвідношення хлорофілу «в» може виступати показником реакції пластид на процеси старіння індукованого рентгенівським опроміненням. 

     Досліджували вміст хлорофілу в сім’ядольних листках Linum usitatissimum на різних стадіях їх онтогенезу, опромінених декількома дозами УФ-В опромінення. Вміст хлорофілу «а» та «в», виражений у мг/г сирої маси сім'ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого дозами 4,5 кДж/м2, 8,5 кДж/м2, 12 кДж/м2 УФ-В радіації, наведено в табл. 2. Як видно, опромінення впливало на вміст хлорофілу в листках різного віку. 

Табл. 2. Вміст хлорофілу «а» та «в» (мг/г) в онтогенезі листя Linum usitatatissimum, опроміненого різними дозами УФ-В 

	Стадії онтогенезу 
	Пігменти
	Контроль
	4,5 кДж/м2 
	8,5 кДж/м2 
	12 кДж/м2 

	С1
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,71±0,04 

0,42±0,03 

1,13±0,03 
	0,72±0,03

0,24±0,02

0,96±0,04 
	0,37±0,01

0,46±0,02

0,83±0,04
	0,24±0,01

0,52±0,03

0,76±0,05

	С2
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,65±0,02

0,31±0,01

0,96±0,02 
	0,68±0,03

0,18±0,02

0,86±0,03 
	0,21±0,02

0,34±0,01

0,55±0,02 
	0,12±0,01

0,26±0,01

0,38±0,02

	С3
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,42±0,01 

0,29±0,02 

0,71±0,01                       
	0,39±0,04

0,13±0,03

0,52±0,03 
	0,08±0,01

0,25±0,01

0,33±0,03 
	0,02±0,01

0,10±0,01

0,12±0,02 

	С4
	Хл. а

Хл. b 

Хл (а+b)
	0,27±0,03

0,14±0,02

0,41±0,02 
	0,19±0,02

0,12±0,01

0,31±0,02 
	0,05±0,01

0,09±0,01

0,14±0,01 
	0,03±0,009

0,02±0,008

0,05±-,01 


     На стадії С1 при дозі 4,5 кДж/м2 вміст хлорофілу «в» знизився в два рази, а вміст хлорофілу «а» не відрізнявся від контролю. При дозі 8,5 кДж/м2 навпаки, концентрація хлорофілу «а» була майже в два рази меншою ніж в контролі, а хлорофілу «в» –  в межах контрольних значень. При дозі 12 кДж/м2 концентрація хлорофілу «а» була найнижчою з поміж інших зразків, а хлорофілу «в» – достовірно вище, ніж в контролі. Дана доза, як і попередня, спровокувала зниження хлорофілу «а» в порівнянні з «в». Як бачимо, дози 8,5 та 12 кДж/м2 викликали зниження хлорофілу за рахунок деградації хлорофілу «а» на фоні невеликого збільшення концентрації хлорофілу «в». На стадії С2 при дозі 4,5 кДж/м2 концентрація хлорофілу «а» та «в» суттєво не відрізнялася від показників попередньої стадії. При дозі 8,5 кДж/м2 спостерігалися подібні ефекти до стадії С1. Вміст хлорофілу «в» переважав над «а». При дозі 12 кДж/м2 вміст хлорофілу «в» вдвічі переважав над «а». На стадії С3 при дозі 8,5 кДж/м2 та 12 кДж/м2 концентрація хлорофілу «а» як на С1, так і на С2 була менша за «в». Зниження «а» може бути пов'язано з активацією деструктивних процесів розпаду хлорофілу під дією короткохвильового опромінення. На стадії С4 при дозах 4,5 кДж/м2, 8,5 кДж/м2, 12 кДж/м2 також спостерігається зменшення співвідношення хлорофілу «а» до «в». 

     У більшості УФ-В опромінених зразків активація розпаду хлорофілу «а» спостерігається на всіх стадіях. Вміст хлорофілу «в» для доз 8,5 та 12 кДж/м2 в 2-2,5 рази перевищує вміст «​а», що свідчить про появу ефектів радіаційно-індукованого старіння. У контролі та найнижчій дозі вміст хлорофілу «а» трохи більший, ніж «в». Високі дози УФ-В прискорили розпад хлорофілу «а», хлорофіл «в» виявився більш стійким, але теж був відмічений як показник, що знижується в ході старіння. 

     Дослідження динаміки хлорофілів у опромінених УФ-В та рентгенівською радіацією зразках показало, що мішенню короткохвильового опромінення УФ-В виявився хлорофіл «а», а мішенню рентгенівського – хлорофіл «в». В обох випадках спостерігаються явища радіаційно-індукованого старіння.

     Для оцінки фізіологічного стану рослин може бути використаний також показник рівня антоціанових пігментів, що приймають участь в придбанні стійкості рослин до стресових факторів. Експерименти по хлорофілу були доповнені спостереженнями за показниками сумарного вмісту антоціанів на ізольованих квітках Ipomea purpurea, опромінених в тих самих дозах УФ-В опромінення, що були описані вище. Щоб визначити відповідь антоціанів на дію УФ-В випромінювання, ми досліджували динаміку даного пігменту на різних стадіях в'янення в пелюстках квітів Ipomeа purpurea. За швидкістю накопичення та розпаду пігменту можна судити про характер радіаційно-індукованого старіння квітки.

     Згідно з нашими даними доза 12 кДж/м2 викликала накопичення вмісту антоціанів в пелюстках, порівняно з контролем, та уповільнення їх розпаду в ході старіння (табл. 3). Це може свідчити про включення захисного механізму, який полягає в збільшенні концентрації фенольних сполук у клітині. Ймовірний механізм, який пояснює зниження швидкості деградаційних процесів, полягає в тому, УФ-В опромінення гальмує експресію генів гідролаз та прискорює продукцію антоціанів, в якості захисного механізму.

Табл. 3. Вміст антоціанів в процесі старіння пелюсток Ipomea purpurea, опромінених УФ-В радіацією, мг/г

	Точки онтогенезу

(години після опромінення)
	контроль 
	4,5 кДж/м2  
	8,5 кДж/м2 
	12 кДж/м2 

	1
	0,23±0,02 
	0,28±0,02 
	0,25±0,02 
	0,31±0,04 

	2
	0,24±0,02 
	0,26±0,01 
	0,26±0,01 
	0,30±0,03 

	3
	0,23±0,01 
	0,26±0,02 
	0,28±0,02 
	0,33±0,02 

	4
	0,20±0,03 
	0,20±0,01 
	0,27±0,03 
	0,29±0,02 

	5
	0,17±0,01 
	0,15±0,01 
	0,19±0,01 
	0,24±0,01 

	6
	0,13±0,02 
	0,09±0,009 
	0,17±0,01 
	0,23±0,01 


     Розділ 4. Рибонуклеазна активність в процесі старіння опроміненої монокарпічної рослини

     Нами були розглянуті такі характеристики радіаційно-індукованого старіння, як зниження вмісту хлорофілу, антоціанів. Метою наступного дослідження було вивчення впливу гострого рентгенівського та УФ-В опромінення на рибонуклеазну активність в процесі радіаційно-індукованого старіння сім’ядольних листків linum usitatissimum. Незважаючи на велику кількість досліджень РНКазної активності в умовах різних стресів, питання впливу іонізуючого та короткохвильового УФ-В випромінювань на індукцію РНКази монокарпиків в процесі старіння ще мало досліджено.

     Параметр РНКазної активності, поряд з показниками деградації хлорофілу служить відмінним маркером темпів старіння, індукованого стресом. Була встановлена залежність підвищення РНКазної активності від доз опромінення та стадій онтогенезу сім’ядольних листків linum usitatissimum. Порівняння одиниць РНКазної активності (од. акт) на різних стадіях онтогенезу сім'ядольних листків виявило, що опромінення призводить до значного підвищення активності ферменту (табл. 4). 

Табл. 4. Рибонуклеазна активність (од. акт) в онтогенезі сім’ядольних листків Linum usitatatissimum, опроміненого різними дозами рентгенівської радіації 

	Стадії онтогенезу
	Контроль
	1 Гр
	3 Гр
	5 Гр
	15 Гр

	С1
	18,3±2,2
	19,1±2,0
	22,5±3,7
	43,2±5,6
	57,8±6,2

	С2
	21,2±2,1
	23,5±2,9
	41,8±4,2
	31,7±3,4
	56,5±5,9

	С3
	35,6±4,1
	70,4±7,1
	41,3±4,6
	61,3±6,3
	90,2±8,4

	С4
	80,2±8,3
	118,5±12,7
	134,6±13,8
	121,1±12,2
	194,1±18,1


     У листках опромінених рослин найвищу активність РНКази спостерігали при дозі 15 Гр на всіх стадіях онтогенезу. Доза 1 Гр не викликала достовірного в порівнянні з контролем підвищення РНКазної активності на стадіях С1 та С2, але на стадіях С3 та С4 спостерігалося достовірне підвищення активності ферменту. Дана доза справила віддалені ефекти підвищення РНКазної активності. Динаміка зростання за стадіями, як і в контролі, носила лінійний характер. Це свідчить про незначний вплив дози 1 Гр на процеси радіаційно-індукованого старіння. Доза 3 Гр сприяла нелінійному підвищенню активності ферменту. На стадії С1 показник достовірно не відрізнявся від показника С1 контролю та дози 1 Гр. Наступні дві стадії С2 та С3 мали практично рівні показники РНКазної активності. Спостерігається реакція РНКазного плато, тобто доза 3 Гр загальмувала підвищення активності ферменту на етапі початку старіння. Однак, на стадії С4 бачимо різкий стрибок показника, що пов'язано швидше за все з процесами природного зростання гідролітичної активності при старінні. Доза 5 Гр здійснила нелінійний вплив на параметри РНКазної активності по стадіях онтогенезу, показники для стадій С1 та С2 майже не відрізнялися один від одного. Навіть на С2 рівень РНКазної активності був нижче, ніж на С1, що спостерігається тільки для дози 5 Гр. Даний ефект може свідчити про певне уповільнення процесів радіаційно-індукованої деградації за даної дози. Пригадуючи дані по хлорофілу, які ми отримали раніше, бачимо, що дана доза також сповільнила радіаційно-індуковане старіння. В свою чергу найбільше підвищення РНКазної активності відбувалося при дозі 15 Гр, що демонструє явища радіаційної індукції процесів старіння листа. На стадії С1 видно, як доза 15 Гр обумовила дворазове підвищення показників РНКазної активності, які на всіх наступних стадіях також були достовірно вище в порівнянні з контролем та іншими дозами. З цього можна зробити висновок, що опромінення в даній дозі викликало нерепаровану шкідливу дію, ефект пошкодження від якої зберігся на всіх наступних стадіях онтогенезу, та прискорило старіння листків. На фоні зростання активності РНКаз при дії пошкоджуючого фактору можуть активуватися механізми передчасного старіння та апоптозу. Якщо судити про радіаційно-індуковане старіння за показниками хлорофілів та РНКаз, можна зробити висновок, що зниження гідролітичної активності відбулося при дозі 5 Гр, а прискорилося при дозі 15 Гр.

     Досліджували вплив УФ-В опромінення на параметри РНКазної активності. Порівняння активності РНКази для зразків різних стадій виявило, що УФ-В опромінення призводить до підвищення активності ферменту в процесі старіння. Спостерігаючи дані табл. 5, бачимо, що збільшення РНКазної активності по стадіях онтогенезу сім’ядольних листків носить лінійний характер у контролі. Вплив дози 4,5 кДж/м2 також викликає лінійне збільшення активності РНКази по стадіях. Ефект від даної дози мало відрізняється від контролю. Вплив дози 8,5 кДж/м2 викликав нелінійне зростання РНКазної активності. Доза 8,5 кДж/м2, сприяла уповільненню індукції РНКаз на стадії С2, С3, С4, хоча на стадії С1 викликала значний у порівнянні з контролем сплеск активності. Даний ефект можна пояснити з точки зору адаптаційних механізмів. Доза УФ-В 12 кДж/м2 викликала значне лінійне підвищення активності ферменту по стадіях онтогенезу. Показники стадій С1, С2, С3, С4 дози 12 кДж/м2 достовірно відрізнялися від показників тих же стадій в контролі. Це свідчить про наявність значного стресового пошкодження, яке викликало прискорення гідролітичних процесів в ході старіння листків. Результати корелюють з показниками досліджень деградації хлорофілу під впливом дози 12 кДж/м2 та свідчать про радіаційно-індукований характер старіння сім'ядольних листків. 

Табл. 5. Рибонуклеазна активність (од. акт) в онтогенезі сім’ядольних листків Linum usitatatissimum, опроміненого різними дозами УФ-В опромінення 

	
	Дози

	Стадії онтогенезу
	контроль
	4,5 кДж/м2  
	8,5 кДж/м2
	12 кДж/м2

	С1
	16,2±1,5
	18,0±1,9
	36,8±3,8
	40,2±4,4

	С2
	42,1±4,1
	52,5±5,3
	39,5±4,1
	108,1±11,3

	С3
	71,3±7,3
	88,3±9,1
	65,4±6,8
	147,0±14,4

	С4
	117,5±11,6
	132,2±13,4
	111,2±11,3
	201,9±20,2


     Розділ 5. Особливості змін патерну метилування ДНК в процесі старіння опроміненої монокарпічної рослини

     Процеси метилування та деметилування ДНК еукаріот безпосередньо задіяні не тільки в механізмах регуляції експресії генів в ході росту, диференціювання, старіння клітин, а й у відповідних реакціях на стресові впливи. Особливості зміни метилування ДНК в процесі радіаційно-індукованого старіння рослинних органів та тканин ще не з'ясовані. Однак відомо, що абіотичні фактори можуть викликати гіпо- та гіперметилування сайт-специфічних ділянок ДНК, що відображається на активності генів. 

     Досліджували вплив радіаційного опромінення насіння на епігеном в ході старіння сім'ядольних листків Linum usitatissimum. Опромінювали насіння Linum usitatissimum в дозах 10, 20, 50, 100 Гр, вирощували рослини, відбирали сім'ядольні листки на різних стадіях онтогенезу, як описано вище. Досліджували епігеном методом метилчутливої ПЛР (MSAP-аналізу). Праймери підбирали відповідно до послідовностей генів рРНК, що мають багато варіабельно метільованих CpG-динуклеотидів та неспецифічних ділянок геному, збагачених сайтами метилування. Так, для визначення статусу метилування неспецифічних CG-динуклеотидів в геномі використовували неспецифічні CG-багаті праймери SR2 та SR3, для аналізу статусу метилування регуляторного фрагмента гену rrn5, конструювали специфічні CG-багаті праймери RN1 та RN2. Подальша ПЛР продуктів рестрикції дозволяє встановити розташування метильованих сайтів в обраній ділянці геному. Відмінності в продуктах реакції пояснюються наявністю метилування ДНК по сайту, що впізнається метилчутливою рестриктазою.
     Аналіз неспецифічних CG-багатих ділянок та окремого гену дозволяє визначити статус метилування в динаміці та простежити характер його зміни. У ході скринінгу неспецифічних CG-багатих ділянок геному встановлено, що переважно на початкових стадіях онтогенезу зі збільшенням дози гострого рентгенівського опромінення виникали додаткові продукти реакції, що вказувало на підвищення числа сайтів впізнавання метилчутливих рестриктаз (рис. 1, а). Наявність додаткових ампліконів в опромінених зразках свідчила про те, що опромінення викликало метилування CpCpGpG-сайту. Дослідження метилування специфічного фрагменту гену rrn5, також показало наявність дозозалежних змін, виражених в появі додаткових метильованих сайтів в опромінених гострою рентгенівською радіацією зразках (рис. 1, b). Збільшення тотального метилування геному та гетерохроматинових гістонів може розглядатися як реакція стресостійкості, що необхідна для адаптації рослин. Відбувається це за рахунок активації процесу de novo метилування ДНК, обумовленого відповідною реакцією на зростання стрес-індукованої транспозонної активності. Існує гіпотеза, що метилування забезпечує стабілізацію геному, підтримуючи його сталість в умовах, що змінюються. 
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Рис. 1. Результат скринінгу CG-ділянок геному з неспецифічними SR2, SR3 праймерами (а) та фрагменту гену rrn5 зі специфічними праймерами RN1, RN2 (b) шляхом МЧ-ПЛР в зразках, опромінених різними дозами рентгенівської радіації. (Початкова стадія онтогенезу), С1. 

    У процесі старіння листків Linum usitatissimum спостерігалося зниження числа модифікованих неспецифічних CG-динуклеотидів геному, а також зміна статусу метилування у специфічних CG-ділянках фрагменту гену rrn5 в опромінених зразках (рис. 2, а, b). Статус метилування фрагменту гену rrn5 змінився у бік зменшення модифікованих сайтів. Епігеномний ефект, викликаний опроміненням на ранній стадії онтогенезу листа, в процесі старіння нівелювався під впливом внутрішніх деградаційних процесів.

а[image: image3.png]M K 10fp 20fp S0Ip 100Tp

v
]
n



  b[image: image4.png]



Рис. 2. Результат скринінгу CG-ділянок геному з неспецифічними SR2, SR3 праймерами (а) та фрагменту гену rrn5 зі специфічними праймерами RN1, RN2 (b) шляхом МЧ-ПЛР в зразках, опромінених різними дозами рентгенівської радіації. (Кінцева стадія онтогенезу), С4

     Досліджували статус метилування транскрибованої та сателітної ділянок геному в ході старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum, опроміненого гострою рентгенівською та УФ-В радіацією з метою виявлення змін епігенетичного статусу різних у функціональному відношенні одиницях геному. Як описано вище, опромінене насіння Linum usitatissimum в дозах рентгенівської радіації 10, 20, 50, 100 Гр вирощували, досліджували ДНК сім'ядольних листків на різних стадіях онтогенезу. Для роботи з УФ-В опроміненням використовували неопромінене насіння Linum usitatissimum, як це описано вище, пророщували, опромінювали дозами: 4,5 кДж/м2, 8,5 кДж/м2, 12 кДж/м2, виділяли ДНК сім'ядольних листків на різних стадіях онтогенезу. В якості транскрибованої ділянки слугувала ділянка внутрішнього транскрибованого спейсера – ITS (internal transcribed spacer) гена рибосомної РНК, в якості сателітної ділянки слугували ISSR (inter-simple sequence repeat) – міжмікросателітні послідовності, що повторюються. Досліджували епігеном методом комбінованого рестрикційного та ПЛР-аналізу. Виділену ДНК обробляли метилчутливими рестриктазами: MspI, HpaII, SmaI, після чого проводили ПЛР зі специфічними до Linum usitatissimum ITS та ISSR праймерами. Як видно на електрофореграмі продуктів ампліфікації рестриктів ДНК з ITS-праймерами (рис. 3), в транскрибованій ділянці геному при опроміненні рентгенівською та УФ-В радіацією відбуваються зміни статусу метилування. 

     Електрофореграми ампліфікації ITS-праймерів з продуктами рестрикції показують відмінності в профілі метилування контрольних та опромінених рентгенівською радіацією зразків. Найбільш явні відмінності спостерігаються між контролем та варіантами 50 Гр та 100 Гр (рис. 3, а, b). На електрофореграмі видно, що у варіантах, які опромінено дозами 50 Гр та 100 Гр, присутня більша кількість продуктів реакції, ніж в інших зразках. Дані дози спричинили вплив на епігеном, що виражається в появі нових метильованих сайтів. Аналогічний ефект від гострої рентгенівської радіації спостерігали при дослідженні неспецифічних та специфічних CG-багатих ділянок. Спрощення спектру ампліконів на стадії С4 свідчить про зменшення числа сайтів метилчутливих рестриктаз в процесі старіння.
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Рис. 3. Продукти ампліфікації рестриктів ДНК з ITS праймерами. Початкова та кінцева стадії онтогенезу листка: a, с – стадія C1, b, d – стадія C4

М – маркер молекулярної ваги 100 bp DNA Ladder. К – контроль.

Дози опромінення для а, b: 1 – 10 Гр, 2 – 20 Гр, 3 – 50 Гр, 4 – 100 Гр 

Дози опромінення для с, d: 1 – 4,5 кДж/м2, 2 – 8,5 кДж/м2, 3 – 12 кДж/м2

     На електрофореграмі (рис. 3, с, d) продуктів ампліфікації рестриктів ДНК з ITS-праймерами при опроміненні УФ-В радіацією також видно зміни статусу метилування. Для УФ-В опромінених зразків спостерігаємо спектр ампліконів аналогічний зразкам опроміненим рентгенівською радіацією. Так, на рис. 3 (с, d)  показані відмінності між контролем та дослідними зразками, доза 8,5 кДж/м2 на початковій стадії онтогенезу листа (С1) дала більше число продуктів реакції в порівнянні з іншими варіантами опромінення. На стадії С4 кількість продуктів реакції в усіх зразках зменшилася. У процесі старіння зменшився спектр ампліконів, що як і в попередньому випадку пов'язано з гіпотетичними механізмами залежних від віку втрат сайтів метилування. Тобто ITS-ПЛР продуктів ензиматичної обробки ДНК рестриктазами HpaII, MspI, SmaI демонструє феномен збільшення сайтів метилчутливих рестриктаз під дією пошкоджуючого опромінення на початковій стадії онтогенезу листка. На кінцевій стадії онтогенезу сім'ядольного листка для всіх варіантів спостерігається зменшення числа ампліконів у дослідних зразках.
     Розглянемо зміни, що відбуваються в сателітній ділянці ДНК сім'ядольних листків Linum usitatissimum при опроміненні рентгенівською та УФ-В радіацією в зазначених вище дозах. Для дослідження статусу метилування мікросателітних послідовностей застосовувалися ISSR-маркери при ампліфікації фрагментів ДНК, рестрикованих метилчутливими ретриктазами. У поєднанні з метилчутливими  рестриктазами метод є придатним для аналізу статусу метилування мікросателітних послідовностей нашого модельного організму. На рис. 4 представлена електрофореграма продуктів ампліфікації рестриктів ДНК з ISSR-праймерами. 

     Електрофореграма ампліконів сателітної ДНК свідчить про помітну відмінність їх спектру не тільки для контрольних та дослідних зразків, а й у межах варіантів, опромінених різними дозами. Зміни пов'язані зі зникненням ампліконів в опромінених зразках. Цей результат не суперечить даним про достатній рівень нативності досліджуваної ДНК. Тобто зміни профілю метилування сателітної ДНК при дії опромінення відбувалися на фоні незмінної генетичної структури. На рис. 4 (а, b) у варіантах 50 Гр та 100 Гр спостерігається менше продуктів реакції, ніж при двох інших дозах та в контролі. На стадії С4 зменшення кількості ампліконів відбувається рівномірно у всіх зразках. Найбільш явні відмінності видно між контролем та зразком 100 Гр. Розглянемо зміни, що відбуваються в сателітній ділянці ДНК сім'ядольних листків Linum usitatissimum при опроміненні УФ-В радіацією в зазначених раніше дозах опромінення. При УФ-В опроміненні на рис. 4 (с, d) бачимо найбільш явні відмінності між контролем та 12 кДж/м2 на стадії С1 та С4, коли відбувається залежне від дози опромінення зменшення продуктів ампліфікації. Це свідчить про те, що УФ-В радіація викликала в сателітній області ДНК зменшення числа сайтів метилчутливих  рестриктаз. Додаткове спрощення ISSR-ампліконів також відбувається в процесі старіння листка.
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Рис. 4. Продукти ампліфікації рестриктів ДНК з ISSR праймерами. Початкова та кінцева стадії онтогенезу листка: a, с – стадія C1, b, d – стадія C4

М – маркер молекулярної ваги 100 bp DNA Ladder. К – контроль.

Дози опромінення для а, b: 1 – 10 Гр, 2 – 20 Гр, 3 – 50 Гр, 4 – 100 Гр 

Дози опромінення для с, d: 1 – 4,5 кДж/м2, 2 – 8,5 кДж/м2, 3 – 12 кДж/м2

     Співставлення ISSR-спектрів зразків, опромінених різними дозами іонізуючого та короткохвильового УФ-В випромінювання, показало зменшення ампліфікованих фрагментів при збільшенні дози опромінення. Це свідчить про зменшення числа метильованих мікросателітних ділянок під дією даних видів опромінення. Ефект, який ми спостерігаємо, імовірно обумовлений процесами деметилування сателітної ДНК. На кінцевій стадії онтогенезу, як в транскрибованій, так і в сателітній областях геному сім'ядольних листків Linum usitatissimum, відбувалася різка зміна профіля метилування, що виражалося у спрощенні кількості продуктів ампліфікації в контрольних та дослідних зразках. У цьому відношенні функціонально різні області геному поводилися аналогічним чином.

     Ампліфікація з продуктами рестрикції дала значущі відмінності між контролем та дослідними варіантами, а також між самими варіантами опромінення різними дозами. З метою встановлення вихідного стану ДНК перед постановкою ампліфікації продуктів рестрикції проводили ампліфікацію сумарної ДНК. На рис. 5 наведені електрофореграми контролю нативності ДНК опромінених зразків з ITS та ISSR-праймерами. Для всіх опромінених варіантів досліду спостерігався однаковий результат, як при ампліфікації з праймерами до транскрибованої області, так і до сателітної, що свідчить про відсутність фрагментації первинної структури ДНК та її високу нативність. Це дозволяє говорити про зміни епігенетичного характеру, що відбуваються в транскрибованій та сателітній ділянках геному на фоні незмінної генетичної структури. 
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Рис. 5. Електрофореграма ПЛР нативної ДНК з ITS та ISSR праймерами в зразках, опромінених рентгенівською та УФ-В радіацією

а, с – нативна ДНК з ITS праймерами, b, d – нативна ДНК з ISSR праймерами 

М – маркер молекулярної ваги 100 bp DNA Ladder. К – контроль.

Дози опромінення для а, b: 1 – 10 Гр, 2 – 20 Гр, 3 – 50 Гр, 4 – 100 Гр 

Дози опромінення для с, d: 1 – 4,5 кДж/м2, 2 – 8,5 кДж/м2, 3 – 12 кДж/м2

     ВИСНОВКИ 

     На підставі аналізу результатів дослідів (глави 3-5), в контексті вивчення радіаційно-індукованого старіння були зроблені наступні висновки:

1. Рентгенівське та УФ-В опромінення проростків Linum usitatissimum викликало прискорення темпів старіння листкової пластинки, що виражається в достовірній зміні вмісту хлорофілу «а» та «в» в інтактних сім'ядольних листках на різних стадіях їх онтогенезу. Рентгенівське опромінення в дозі 15 Гр сприяло посиленню розпаду хлорофілу «в». Опромінення УФ-В в дозах 8,5 кДж/м2 та 12 кДж/м2 викликало, головним чином, розпад хлорофілу «а».

2. Визначена онтогенетична динаміка антоціанів на ізольованих квітках Ipomea purpurea, опромінених УФ-В радіацією. Доза 12 кДж/м2 викликала достовірне накопичення вмісту антоціанів в пелюстках, порівняно з контролем, та уповільнення їх розпаду в ході старіння, що може свідчити про включення захисного механізму. 

3. Встановлена динаміка РНКазної активності в процесі старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum, опромінених різними дозами УФ-В та рентгенівської радіації. Зміна РНКазної активності в процесі старіння сім'ядольних листків слугувала маркером визначення темпів старіння. Доза рентгенівського опромінення 15 Гр та доза УФ-В опромінення 12 кДж/м2 викликали достовірне підвищення РНКазної активності в процесі старіння листків.

4. Доведена наявність взаємозв'язку між процесами деградації хлорофілу та підвищенням РНКазної активності в сім’ядольних листках Linum usitatissimum. Встановлена позитивна кореляція між підвищенням активності РНКази та деградацією хлорофілу, що відповідає припущенню про взаємозв'язок гідролітичних та деградаційних процесів як маркерів радіаційно-індукованого старіння. 

5. Встановлено характер впливу рентгенівського та УФ-В опромінення на епігенетичний аспект старіння сім'ядольних листків Linum usitatissimum, який полягає в тому, що радіаційно-індуковане старіння супроводжується зміною статусу метилування ДНК. Профіль метилування функціонально різних послідовностей ДНК на початковій та кінцевій стадіях онтогенезу сім'ядольних листків свідчить про деметилування на стадії старіння, що відповідає параметрам зменшення вмісту хлорофілу та підвищення рибонуклеазної активності в клітинах. При дії високих доз рентгенівського та УФ-В опромінення збільшується число метильованих сайтів в транскрибованій ділянці та зменшується число модифікованих сайтів у сателітній ДНК. 

6. У процесі старіння сім'ядольних листків на молекулярно-генетичному рівні запускається каскад деградаційних процесів, зокрема, обмеження репарації, збільшення експресії генів, що контролюють гідролітичні ферменти, припинення поділів, накопичення нерепарованих помилок. Імовірно, це обумовлено зміною епігенома, тобто в процесі старіння включається новий епігеномний патерн, який запускає деградаційні механізми, що викликають деструкцію систем та функцій рослинного органу. Первинний сигнал відмирання сім'ядольних листків під час розвитку пагона визначається формуванням нового епігеному. Новий епігеном індукує сайленсінг певного набору генів, які раніше експресувались, та, навпаки, вмикає експресію тих генів, які до зміни епігенома не експресувались. З цим пов'язана зміна профілю метилування, яку ми спостерігали. Радіаційно-індуковане старіння реалізується у вигляді реакції на внутрішні, детерміністичні події та зовнішні сигнали, взаємодія між якими може опосередковано здійснюватися за участю епігенома. Виходячи з всього, у практичному плані робота наштовхує на можливість вирішення питання управління темпами онтогенезу монокарпічної рослини шляхом втручання у вибір епігенома.
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     Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.01 – радіобіологія. – Інститут клітинної біології та генетичної інженерії НАН України, Київ, 2014.
     До захисту подається дисертація, яка присвячена дослідженню фізіолого-біохімічних, молекулярно-генетичних та епігенетичних механізмів радіаційно-індукованого старіння монокарпічних рослин. 

     Досліджено особливості радіаційно-індукованих змін в процесі старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum опроміненого різними дозами УФ-В та рентгенівського опромінення. Представлені результати вказують на наявність змін, що супроводжують старіння монокарпічної рослини. Експериментально обґрунтовано, що вплив певних доз опромінення викликає достовірні зміни статусу метилування транскрибційно активних та сателітних ділянок геному в залежності від стадій старіння. Показано взаємозв’язок гідролітичних процесів, що супроводжують розпад хлорофілу та підвищення рибонуклеазної активності зі змінами епігеному. Виявлена поява варіабельного метилування в сайт-специфічних послідовностях ДНК. Передбачається, що ця ензиматична модифікація задіяна в регуляції процесів монокарпічного старіння.
     Встановлено, що протягом старіння сім’ядольних листків Linum usitatissimum змінюється характер метилування цитозину в сайт-специфічних послідовностях ДНК. При цьому здійснюється гіпометилування або підтримка незмінного рівня метилування залишків цитозину в специфічних послідовностях ДНК. Подані результати свідчать на користь гіпотезі про взаємозв’язок деструктивних механізмів старіння з епігеномом. 
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АННОТАЦИЯ
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     Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.01 – радиобиология. – Институт клеточной биологии и генетической инженерии НАН Украины, Киев, 2014.

     К защите представляется диссертация, посвященная исследованию физиолого-биохимических, молекулярно-генетических и эпигенетических механизмов радиационно-индуцированного старения монокарпических растений.

     В работе четко показано наличие взаимосвязи между эпигенетической составляющей процессов старения монокарпического растения и деградационными процессами стареющих клеток в условиях воздействия рентгеновского и УФ-В облучения. Продемонстрировано существование корреляции между распадом хлорофилла и повышением рибонуклеазной активности в процессе старения облученных образцов. Установлены дозы, вызывающие изменения эпигенома в органах монокарпических растений. Проанализированы функционально различные последовательности генома, в которых происходят достоверные изменения паттернов метилирования. Показана зависимость изменения статуса метилирования генома и отдельных генов от степени влияния ионизирующего облучения. Проведен анализ эпигенетических маркеров острого рентгеновского и УФ-В облучения, найденные онтогенетические паттерны метилирования в функционально различных областях генома исследуемых объектов.
     Исследованы особенности радиационно-индуцированных изменений в процессе старения семядольных листьев Linum usitatissimum облученного разными дозами УФ-В и рентгеновского облучения. Представленные результаты указывают на наличие изменений, сопровождающих старение монокарпических растений. Экспериментально обосновано, что воздействие определенных доз облучения вызывает достоверные изменения статуса метилирования транскрипционно активных и сателлитных участков генома в зависимости от стадий старения. Показана взаимосвязь гидролитических процессов, сопровождающих распад хлорофилла и повышение рибонуклеазной активности с изменениями эпигенома. Обнаружено появление вариабельного метилирования в сайт-специфических последовательностях ДНК. Предполагается, что эта энзиматическая модификация задействована в регуляции процессов монокарпического старения.

     Установлено, что в течение старения семядольных листьев Linum usitatissimum меняется характер метилирования цитозина в сайт-специфических последовательностях ДНК. При этом осуществляется гипометилирование или поддержка постоянного уровня метилирования остатков цитозина в специфических последовательностях ДНК. Представленные результаты свидетельствуют в пользу гипотезы о взаимосвязи деструктивных механизмов старения с эпигеномом.

     Ключевые слова: старение монокарпических растений, радиационная индукция старения, метилирование ДНК, суммарная ДНК, динамика хлорофилла, рибонуклеазная активность.

SUMMARY

     Berestyanay A.N. Epigenetic aspects of radiation aging plants. – Manuscript.

     Dissertation for the candidate of biological sciences degree in specialty 03.00.01 –radiobiology. – Institute of Cell Biology and Genetic Engineering, the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2014.

     The thesis devoted to the study of physiological, biochemical, molecular biological and epigenetic mechanisms of radiation-induced aging in monocarpic plants. Increasing tension hydrolytic processes under radiation induction of aging have been identified in flax cotyledons when irradiated with different doses of UV and X-ray. Experiments on cotyledons of flax and flowers of morning glory demonstrated an interconnection between increased rate of decay of chlorophylls and anthocyanin and increment in the activity of ribonucleases. Experimentally proved that under the influence of UV as well as X-rays methylation in transcribed region of the genome and satellite DNA changes significantly. Methylation occus in site specific DNA sequences depending on the stage of plant organ aging. It was established than the nature of cytosine methylation in site specific DNA sequences changed during aging in cotyledon of flax. When this is the case either hypomethylation or preservation of the previous level of methylation of cytosine in specific sequencts of DNA. The presented results confirm the validity of the hypothesis that aging in plants is controlled by epigenetic processes with the choice of a particular epigenome pattern.

     Key words: aging of monocarpic plants, radiation of senescence induction, DNA methylation, dynamics chlorophylls in plant aging, rybonuclease activity.

