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Активність аскорбат та гваякол пероксидаз у нокаутного мутанта caT2 arabidopsis thaliana за дії сольового...
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Мета. Стресові білки рослин, як правило, кодуються мультигенними родинами. Проте специфіч-
на роль окремих ізоферментів все ще залишається далекою від повного розуміння. Для того, щоб 
з’ясувати, як втрата окремих ізоформ каталази позначається на роботі інших ферментів, які 
розщеплюють пероксид водню – АРХ та POD – була зіставлена реакція на сольовий стрес рослин 
Arabidopsis thaliana дикого типу (ДТ) та нокаутного мутанта по гену Cat2. Методи. Вимірювали-
ся активності аскорбат та гваякол пероксидаз при різних варіантах обробки рослин хлоридом на-
трію. Результати. Встановлено, що за дії сольового стресу активність POD у листках рослин ДТ 
зростала після 8-ми годинної обробки, а лінії cat2 – 4-х годинної. Активність АРХ у рослин ДТ знижу-
валась після обробки 200 мМ розчином хлориду натрію протягом 8-ми годин, але залишалась без 
змін у лінії cat2. Висновки. Зниження каталазної активності у листках нокаутної мутантної лінії 
арабідопсису із втраченою експресією ізоформи САТ2 призводить до змін у функціонуванні антиок-
сидантної системи (зокрема – до змін у активності пероксидаз) та прискорення розвитку стресо-
вої відповіді за дії сольового стресу. 
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вступ. Наявність мультигенних родин у геномі є специфічною особливістю рослин [1, 2]. 
Це може пояснюватись тим, що окремі ізоформи таких білків виконують свою функцію 

у різних клітинних компартментах та/або за різних фізіологічних умов. Зокрема, мультиген-
ними родинами кодується значна кількість стресових білків, причиною чого може бути не-
обхідність диференційної експресії певних генів за стресових умов. Проте роль окремих ізо-
форм стресових білків та їхнє місце у клітинній стресовій відповіді все ще залишається з’я-
сованою лише фрагментарно. Подальший прогрес у розв’язанні цього питання може бути 
досягнутий шляхом використання як моделі для таких досліджень нокаутних рослин із втра-
ченою активністю окремих ізоформ стресових білків. 

Різні форми абіотичного стресу (екстремальні температури, посуха, засолення ґрунтів, 
надмірна інсоляція, токсикація іонами важких металів тощо) пов’язані з надлишковою гене-
рацією у клітинах активних форм кисню (АФК) [3]. Встановлено, що захисна реакція клітини 
на таке зростання концентрації АФК охоплює активацію антиоксидантних ферментів, зокре-
ма – каталази та пероксидаз, які розщеплюють пероксид водню [4–6]. Відповідно, втрата ак-
тивності цих ферментів має призводити до зниження стійкості рослин до стресу або ж ком-
пенсуватись активацією альтернативних захисних механізмів. Зокрема, у нокаутного мутан-
та арабідопсису за геном Cat2 нами встановлено перебудову ферментної та неферментної 
ланок антиоксидантної системи, яка забезпечує компенсацію зниженої активності каталази 
як за оптимальних умов вирощування, так і за дії теплового стресу та стресу, спричиненого 
надмірним накопиченням іонів міді та кадмію [7–9]. Проте досі недослідженою залишаєть-
ся реорганізація антиоксидантного захисту у цього мутанта за умов сольового стресу, хоча в 
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Активність ферментів визначали спектрофо-
тометрично шляхом вимірювання зміни оптичної 
щільності проби за довжин хвилі 290 та 470 нм для 
АРХ та POD, відповідно [4, 13]. Реакційна проба мі-
стила 25 мкл білкового екстракту та 975 мкл реак-
ційної суміші відповідного складу (АРХ: 25 мM на-
трій-фосфатний буфер (рН 7,0), 0,1 мM ЕДтА, 0,25 
мM AsA, 1 мM Н2О2; POD: 25 мМ натрій-ацетат-
ний буфер (рН 5,0), 8 мМ гваякол та 9 мМ Н2О2). 
Вимірювання оптичної щільності проб проводили 
на спектрофотометрі сФ-46. Активність ферментів 
виражали в мікромолях субстрату, окисленого за 
1 хв в перерахунку на 1 мг білка. Кількість білка в 
екстракті визначали спектрофотометрично за ме-
тодом бредфорда [14].

Експеримент виконували для п’яти незалежно 
вирощених партій рослин. Для кожного білкового 
екстракту вимірювання активності та вмісту білка 
здійснювали тричі. статистичну достовірність от-
риманих даних оцінювали з використанням дво-
вибіркового t-критерію для залежних вибірок [15].

результати та обговорення
Отримані нами дані показують, що у інтактних 

рослин Дт та нокаутної лінії сat2 активність АРХ 
не відрізнялась (рисунок, а). У контрольних рос-
лин, які інкубувались на середовищі Мс активність 
ферменту через 4 год. демонструвала тенденцію 
(0,05<p<0,1) до зростання на 15 % у Дт та на 10 % у 
сat2, а через 8 год. – знижувалась до рівня інтакт-
них рослин. Інкубація в присутності 50 та 100 мМ 
хлориду натрію не викликала змін активності АРХ у 
обох досліджуваних ліній. Підвищення концентра-
ції хлориду натрію до 200 мМ спричиняло знижен-
ня активності АРХ у Дт та сat2 порівняно з контро-
лем, відповідно, на 16 і 20 % після 4-годинної дії 
стресу. Проте продовження стресової обробки до 
8-ми год. не призводило до змін активності фер-
менту у нокаутної лінії сat2 на відміну від Дт, у якої 
за дії 200 мМ хлориду натрію спостерігали змен-
шення активності АРХ на 20 %. 

Дослідження активності POD показало, що в 
листках інтактних рослин Дт та лінії сat2 активність 
ферменту вірогідно не відрізнялась (рисунок, б). 
У рослин Дт змін активності ферменту не було ви-
явлено і після всіх застосованих варіантів оброб-
ки протягом 4-х годин, за винятком зростання ак-
тивності на 15 % при застосуванні для обробки 200 

літературі наявні вказівки на участь каталази у за-
хисній відповіді на зростання концентрації хлори-
ду натрію та інших солей [10–12].

У представленій роботі досліджено роль анти-
оксидантних ферментів, а саме – зміни активності 
аскорбат та гваякол пероксидаз, APX та POD, у но-
каутної мутантної лінії cat2 на ранніх етапах від-
повіді на сольовий стрес, спричинений швидким 
зростанням концентрації хлориду натрію в ткани-
нах листка.

Матеріали і методи
Для дослідження впливу хлориду натрію вико-

ристовували 5-тижневі рослини Arabidopsis thaliana 
(L.) Heynh. дикого типу (Дт: екотип Columbia 0) та 
нокаутну лінію cat2 з відсутньою ізоформою ката-
лази сАт2. Рослини вирощували в культиваційній 
кімнаті за температури 20°с в умовах 16-годинно-
го світлового дня. Інтенсивність освітлення стано-
вила 2000 люкс.

Для того, щоб отримати інформацію про ран-
ню стадію стресової відповіді та з’ясувати пер-
винні реакції рослинної клітини на дію підвище-
них концентрацій хлориду натрію обробку рослин 
проводили за умов, що забезпечують його швид-
ке надходження до тканин листків. Відповідно, для 
проведення стресової обробки надземну частину 
рослин відокремлювали від кореневої системи і 
місце зрізу занурювали в рідке поживне середови-
ще Мурасіге-скуга (0,5х MS), що додатково містило 
хлорид натрію у концентраціях 50, 100 та 200 мМ. 
Після цього зразки інкубували у темряві за темпе-
ратури 20°с протягом 4-х та 8-ми годин. Концен-
трацію хлориду натрію та час обробки підбирали 
у попередніх експериментах. Контрольні рослини 
інкубували на середовищі 0,5х MS без додавання 
хлориду натрію. Як додатковий контроль викори-
стовували інтактні рослини, які заморожували у 
рідкому азоті безпосередньо після зрізання. Для 
кожного варіанта досліду готували середню пробу 
з 10–12 рослин. 

Для вимірювання активностей ферментів отри-
мували екстракт легкорозчинних білків. Для цього 
заморожений рослинний матеріал гомогенізували 
у ступці з рідким азотом. Для екстракції білків ви-
користовували буфер, що складався із 50 мМ на-
трій-фосфату (pH=7,0), 0,25 мМ ЕДтА, 10 % гліцеро-
лу, 2 % полівінілпіролідону-25 та 0,5 мМ AsA.
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обробки до 8 год. у рослин лінії саt2 на відміну від 
рослин Дт не призводило до змін активності фер-
менту порівняно з контролем. Отже, можна припу-
стити, що у нокаутних рослин відбувається адапта-
ція до стресового чинника та перехід до наступної 
стадії клітинної відповіді рослин.

таким чином, наші дані свідчать, що POD залу-
чена у відповідь рослинної клітини на дію сольово-
го стресу. У нокаутної лінії реакцію на дію сольово-
го стресу спостерігали раніше, ніж у Дт, що свідчить 
про перебудову антиоксидантної системи у саt2.

У рослинній клітині каталаза є основним фер-
ментом, який розщеплює пероксид водню [3, 16, 
17]. Відповідно, варто було б очікувати, що знижен-
ня активності цього ферменту внаслідок мутацій 
буде мати негативні наслідки для рослини, особли-
во за дії абіотичних стресових факторів, які спричи-
няють збільшення вмісту АФК, зокрема – перокси-
ду водню у клітині. Одним із таких стресових фак-
торів є зростання концентрацій хлориду натрію, 
який в надлишкових концентраціях зумовлює по-
рушення фотосинтезу та активізацію фотодихання 
у клітині [16–18]. У наших попередніх досліджен-
нях встановлено, що обробка листків арабідопсису 
Дт хлоридом натрію у концентрації 50 мМ протя-
гом 4-х год. не призводила до підсилення перекис-
ного окиснення ліпідів (ПОл), тоді як застосування 
100 та 200 мМ NaCl спричиняло підсилення ПОл 
на 19 та 29 %, що є свідченням збільшення вмісту 
АФК у клітині [19]. Збільшення тривалості обробки 
до 8-ми годин не призводило до подальшого під-
силення ПОл, а навпаки – спостерігали його зни-
ження порівняно з контролем, що вказує на індук-
цію захисних механізмів, а саме – на можливу ак-
тивацію антиоксидантних ферментів. 

Для перевірки такої можливості нами дослід-
жено зміни активності сАт за дії сольового стресу у 
листках арабідопсису Дт та лінії саt2, у якої загаль-
на каталазна активність знижена вдвічі [20]. Вия-
вили, що у рослин Дт за дії 50 та 100 мМ NaCl про-
тягом 4-х год. активність сАт не тільки не зростала, 
а навіть знижувалась. І лише при застосуванні для 
обробки 200 мМ NaCl активність цього фермен-
ту залишалась на рівні контролю. тобто, в умовах 
більш жорсткого сольового стресу важливість збе-
реження активності сАт зростає. Причиною цьо-
го може бути збільшення концентрації Н2О2 за дії 
найбільшої із застосованих концентрацій хлори-

мМ NaCl. Проте при інкубації протягом 8-ми год. у 
контрольних зразках спостерігалось зниження ак-
тивності POD на 18 %, тоді як обробка хлоридом 
натрію призводила до залежного від концентра-
ції підвищення активності ферменту на 24–41 % 
порівняно з контрольними рослинами. Це свідчить 
про те, що збільшення тривалості стресової оброб-
ки у рослин Дт супроводжується розвитком клітин-
ної відповіді на стрес.

Іншу картину спостерігали для нокаутної лінії 
сat2. У цьому випадку відповідь на дію стресово-
го фактора спостерігали раніше, ніж у рослин Дт. 
так, вже за 4 год. інкубації в присутності 50, 100 та 
200 мМ хлориду натрію відбувалось зростання ак-
тивності POD на 19, 28 та 38 % відповідно. У кон-
трольних зразках, що інкубувалась на середовищі 
Мс, спостерігається зниження активності фермен-
ту на 16 %. Проте збільшення тривалості стресової 

рисунок. Активність АРХ (а) та POD (б) у листках рослин 
Arabidopsis thaliana дикого типу (Дт) (1) та нокаутної лінії сat2 
(2) за дії сольового стресу. Наведено середні значення, отри-
мані для п’яти незалежних дослідів та їх стандартні відхилен-
ня; * – різниця між інтактними (інт.) та контрольними (0) рос-
линами достовірна, ** – різниця між контрольними та стресо-
ваними рослинами достовірна (p<0,05)
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попередні дані, що рослини Дт та мутантної лінії 
сat2 в однаковій мірі пошкоджуються при обробці 
хлоридом натрію [20], можна вважати, що ці пере-
будови забезпечують ефективну компенсацію де-
фекту антиоксидантної системи, хоча сумарна фер-
ментна активність пероксидаз не компенсує втрату 
каталазної активності. Відповідно, можна припу-
стити, що у роботі компенсаторних механізмів мо-
жуть брати участь інші – як ферментативні, так і не-
ферментативні – механізми. 

висновки
Зниження каталазної активності у листках но-

каутної мутантної лінії арабідопсису із втраченою 
експресією ізоформи сАт2 призводить до змін у 
функціонуванні антиоксидантної системи (зокре-
ма – до змін у активності пероксидаз, АРХ та POD) 
та прискорення розвитку стресової відповіді за дії 
сольового стресу. 
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ду натрію, що добре узгоджується із нашими да-
ними про підсилення ПОл із зростанням концен-
трації NaCl [19]. Водночас, на відміну від сАт, ак-
тивність АРХ та POD у рослин Дт за дії 50 та 100 
мМ NaCl протягом 4-х годин залишалась без змін. 
Отже, на загал складається враження, що застосу-
вання такого варіанта стресової обробки не спри-
чиняє значних порушень у клітині і, відповідно, не 
потребує суттєвих змін у функціонуванні захисних 
механізмів. Проте при збільшенні концентрації 
хлориду натрію до 200 мМ пошкодження підсилю-
ються, що супроводжується зниженням активності 
АРХ та підвищенням активності POD (див. рис. 1) на 
фоні збереження активності сАт на рівні контролю. 

Характер стресової відповіді у лінії сat2 на дію 
4-годинного сольового стресу виявився дещо ін-
шим. По-перше, на відміну від Дт інкубування в 
присутності 50 та 100 мМ хлориду натрію не спри-
чиняло жодних змін активності сАт, а обробка 200 
мМ NaCl зумовлювала зростання активності сАт 
на 26 % вище контрольного рівня [20]. По-друге, 
зростання активності POD за дії сольового стресу 
порівняно із контролем було більш вираженим та 
відмічалось вже при застосуванні найменшої кон-
центрації хлориду натрію (рисунок, б).

При збільшенні тривалості стресу до 8-ми год. 
спостерігали розвиток захисної реакції. У рослин 
Дт для всіх використаних концентрацій NaCl актив-
ність каталази виявилась більшою, ніж після 4-го-
динної обробки, хоча у контролі активність не змі-
нювалась. Це вказує на поступовий розвиток за-
хисної відповіді, елементом якої можна вважати 
активацію каталази [20]. Крім того, спостерігали 
зростання активності POD та зниження активності 
АРХ (рисунок). У лінії сat2 характер стресової від-
повіді був іншим: активність всіх трьох дослідже-
них нами ферментів за дії сольового стресу зали-
шалась без змін порівняно з контрольними зраз-
ками. Порівняння характеру стресової відповіді за 
4-х та 8-ми годинного сольового стресу показує, 
що у нокаутної лінії сat2 активація POD відбуваєть-
ся вже через 4 год., тоді як у Дт – тільки через 8 год. 
тобто, у лінії сat2 має місце прискорення стресової 
відповіді. 

Отже, зниження каталазної активності у лінії 
сat2 внаслідок втрати ізоформи сАт2 супровод-
жується реорганізацією відповіді антиоксидантної 
системи на сольовий стрес. беручи до уваги наші 



Н.О. Діденко, І.М. Буздуга, Р.А. Волков, І.І. Панчук

38 ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2015, том 13, № 1

– была сопоставлена реакция на солевой стресс растений 
Arabidopsis thaliana дикого типа (Дт) и нокаутных мутантов 
по гену Cat2. Методы. измерялись активности аскорбат и 
гваякол пероксидаз при различных вариантах обработки 
растений хлоридом натрия. результаты. Установлено, что 
воздействие солевого стресса повышало активность POD в 
листьях растений Дт после 8-часовой обработки, а линии 
cat2 – 4-часовой. Активность АРХ у растений Дт снижалась 
после обработки 200 мМ хлоридом натрия в течение 8-ми 
часов, но оставалась без изменений в линии cat2. выводы. 
снижение каталазной активности в листьях нокаутной му-
тантной линии арабидопсиса с утраченной экспрессией 
изоформы сАт2 приводит к перестройке работы антиокси-
дантной системы (в частности – к изменениям в активности 
пероксидаз) и ускорению развития стрессового ответа при 
воздействии солевого стресса.

ключевые слова: Arabidopsis thaliana, мультигенные се-
мейства, нокаутные мутанты, аскорбат и гваякол перокси-
даза, каталаза, изоферменты, хлорид натрия.

ACTIvITY OF ASCORBATE AND GUAIACOL  
PEROxIDASES IN araBIdopsIs ThaLIana caT2 
kNOCkOUT mUTANTS UNDER SALT STRESS
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Aim. Plant stress proteins are usually encoded by muligene 
families. However, the specific roles of the individual 
isoenzymes are still poorly understood. To elucidate how the 
loss of some catalase isoforms affects the function of other 
enzymes that destroy hydrogen peroxide, namely ascorbate 
and guaiacol peroxidases (APX and POD), the response to salt 
stress in Arabidopsis thaliana wild type (WT) and Cat2 knockout 
mutant was compared. methods. The plants were subjected to 
various regimes of sodium chloride treatment and the activity 
of APX and POD was measured. Results. It was found that 
the activity of POD in the leaves increased after 8 hours of 
treatment in WT plants and after 4 hours of treatment in cat2 
knockout line. Activity of APX in WT plants decreased after 8 
hours treatment with 200 mM NaCl, but remained unchanged 
in the cat2 line. Conclusions. The decreased catalase activity 
in leaves of cat2 knockout mutant of Arabidopsis leads to a 
readjustment of antioxidant systems (in particular – changes 
in activity of peroxidases) and accelerates the onset of a stress 
response to salt stress.

keywords: Arabidopsis thaliana, muligene families, knockout 
mutants, ascorbate and guaiacol peroxidases, catalase, 
isoenzymes, sodium chloride.
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Цель. стрессовые белки растений, как правило, кодиру-
ются мультигенными семействами. Однако специфиче-
ская роль отдельных изоферментов все еще остается плохо 
изученной. Для того, чтобы выяснить, как потеря отдель-
ных изоформ каталазы сказывается на работе других фер-
ментов, расщепляющих пероксид водорода – АРХ и POD 


