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Мета. Причини широкої розповсюдженості мультигенних родин у геномах рослин про­
яснені все ще недостатньо. Метою дослідження було з’ясувати специфічну роль ізо­
форм каталази у ранній відповіді рослин Arabidopsis thaliana на дію сольового стре­
су. Методи. Розетки рослин дикого типу і гомозиготної нокаутної лінії КО­Cat2 (SALK 
057998), яка є мутантом по гену каталази Cat2, піддавались дії 50, 100 та 200 мМ NaCl 
протягом 4 та 8 годин. Оцінювали зміни активності каталази. Результати. Встановлено, 
що загальна каталазна активність у листках КО­Cat2 нокаутних рослин була приблизно 
вдвічі нижча, ніж у рослин дикого типу. За дії сольового стресу активність CAT у листках 
дикого типу знижувалась за 4­годинної обробки 50 та 100 мМ NaCl та залишалась на 
рівні контролю в присутності 200 мМ NaCl. Продовження часу обробки до 8 годин супро­
воджувалось зростанням каталазної активності. У нокаутної лінії КО­Cat2 активність САТ 
зростала вище контрольного рівня за 4­годинної дії 200 мМ NaCl та залишалася незмін­
ною в усіх інших варіантах досліду. Висновки. Активація каталази є одним з елементів 
ранньої відповіді рослин арабідопсису на сольовий стрес. Ізоформи каталази по­різно­
му активуються на різних етапах розвитку стресової відповіді. Причиною існування де­
кількох ізоформ САТ може бути неможливість поєднання в межах одного промотору різ­
них регуляторних сигналів, необхідних для забезпечення диференційної експресії цього 
ферменту у відповідь на чисельні зовнішні стимули.

Ключові слова: Arabidopsis thaliana, мультигенні родини, ізоформи каталаза, пе­
роксид водню, сольовий стрес, нокаутні мутанти.

вñòуп. äля геноìу рослин характерна наявн³сть ìультигенних родин [1–4]. 
гени/б³лки, як³ належать до одн³єї родини, ìожуть виконувати однаков³ 

функц³ї, ³ одночасно вони присутн³ у геноì³ лише для п³двищення над³йност³ ро-
боти кл³тини, тобто є функц³онально надлишковиìи. ìожливиì поясненняì ³с-
нуючого пол³ìорф³зìу б³лк³в є ф³з³олог³чна необх³дн³сть диференц³йно зì³ню-
вати їхню експрес³ю залежно в³д стад³ї онтогенезу або зì³н, що в³дбуваються в 
навколишньоìу середовищ³. Зручною ìоделлю для вивчення проблеìи ìоле-
кулярної надлишковост³ є гени, експрес³я яких зì³нюється за д³ї аб³отичних 
 стресових чинник³в, таких як п³двищення або зниження теìператури, посуха, 
засолення ґрунт³в тощо. äо ìультигенних родин належать гени захисних б³лк³в, 
зокреìа ферìент³в антиоксидантного захисту [5–8]. îдниì ³з таких ферìент³в 
є каталаза, яка регулює р³вень пероксиду водню у рослинн³й кл³тин³.

â³доìо, що р³вень Í2î2 зростає в уìовах аб³отичного стресу [9, 10], в тоìу 
числ³ – ³ при засоленн³ [11, 12]. Пероксид водню є шк³дливою ìолекулою ³, вод-
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ночас, ìесенджероì, який регулює екс-
прес³ю багатьох ген³в [9, 13–16]. â³дпов³д-
но, регуляц³я його концентрац³ї ìає цент-
ральне значення для захисту кл³тини та 
розвитку стресової реакц³ї. â³доìо, що в 
уìовах п³двищеного накопичення пе-
роксиду водню ìоже зì³нюватись актив-
н³сть каталази, яка його розщеплює. Про-
те, роль окреìих ген³в та кодованих ниìи 
б³лк³в та шляхи регуляц³ї їхньої експрес³ї в 
уìовах стресу вивчен³ все ще недостатньо.

ìоделлю для вивчення функц³ональної 
спец³ал³зац³ї та взаєìозаì³нност³ окреìих 
³зофорì ферìент³в слугують ìутантн³ фор-
ìи ³з порушеною функц³єю в³дпов³дних ге-
н³в. ó геноì³ араб³допсису каталаза пред-
ставлена трьоìа генаìи: Cat1, Cat2 та Cat3. 
Íайекспресован³шою є ³зофорìа сàт2, на 
долю якої припадає б³льше половини за-
гальної каталазної активност³ у тканинах ìе-
зоф³лу листк³в, тод³ як CAT1 експресується у 
листках т³льки на п³зн³х етапах онтогенезу 
[17]. äля з’ясування рол³ ³зофорì каталази 
за д³ї аб³отичного стресу ìи зосередили 
увагу на вивченн³ зì³н активност³ сàт у рос-
лин араб³допсису дикого типу та у нокаутно-
го (knock-out) ìутанта з порушеною екс-
прес³єю гена Саt2 у в³дпов³дь на стрес, спри-
чинений швидкиì накопиченняì високих 
концентрац³й хлориду натр³ю у тканинах ли-
ста, що призводить до порушення окис-
но-в³дновного балансу кл³тини та виникнен-
ня оксидативного стресу [18, 19].

Ìàòеð³àëè ³ меòодè
äля досл³дження впливу хлориду на-

тр³ю використовували 5-тижнев³ рослини 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh дикого 
типу (äт: екотип Columbia 0) та гоìозигот-
ну нокаутну л³н³ю êî-Сat2 (SALK 057998), 
яка є ìутантоì по гену каталази Cаt2. Íа-
с³ння ц³єї л³н³ї було отриìано з колекц³ї 
NASC (Nottingham Arabidopsis Stock 
Centre, University of Nottingham, âелико-
британ³я). ðослини вирощували в культива-
ц³йн³й к³ìнат³ за теìператури 20 °с в уìовах 

16-годинного св³тлового дня. Інтенсивн³сть 
осв³тлення становила 2000 люкс.

äля того, щоб отриìати ³нфорìац³ю про 
ранню стад³ю стресової в³дпов³д³ та з’ясува-
ти первинн³ реакц³ї рослинної кл³тини на д³ю 
п³двищених концентрац³й хлориду натр³ю, 
обробку рослин проводили за уìов, що за-
безпечують його швидке надходження до 
тканин листк³в. â³дпов³дно, для проведення 
стресової обробки надзеìну частину рослин 
в³докреìлювали в³д кореневої систеìи ³ ì³сце 
зр³зу занурювали в р³дке поживне середови-
ще ìурас³ге-скуга (0,5хMS), що додатково 
ì³стило хлорид натр³ю у концентрац³ях 50, 100 
та 200 ìì. П³сля цього зразки ³нкубували у 
теìряв³ за теìператури 20 °с протягоì 4 та 8 
годин. êонцентрац³ю хлориду натр³ю та час 
обробки п³дбирали у попередн³х експериìен-
тах. êонтрольн³ рослини ³нкубували на середо-
вищ³ 0,5хMS без додавання хлориду  натр³ю. 
Як додатковий контроль використовували ³н-
тактн³ рослини, як³ заìорожували у р³дкоìу 
азот³ безпосередньо п³сля зр³зання. äля кож-
ного вар³анта досл³ду готували середню 
пробу з 10–12 рослин.

åкстракц³ю нативного б³лка проводили 
в буфер³, що ì³стив 0,1 ì трис-ÍсІ 
(рÍ=6,8), 20 % гл³церин, 30 ìì дит³отрей-
тол та 0,1 % нерозчинний пол³в³н³лпол³-
п³рол³дон (ПâПП). ê³льк³сть б³лка в екст-
ракт³ визначали спектрофотоìетрично за 
ìетодоì бредфорда [20]. êаталазну ак-
тивн³сть визначали спектрофотоìетрично 
при довжин³ хвил³ λ=410 нì на Photometer 
1101M (Eppendorf Gerätebau, Í³ìеччина) 
за ìетодоì, описаниì наìи ран³ше [21]. 
àктивн³сть ферìенту розраховували, по-
р³внюючи вì³ст пероксиду водню у проб³ на 
початку реакц³ї та п³сля її припинення, та 
виражали в ìкìоль Í2î2, що розщеплю-
вався за 1 хв. у перерахунку на 1 ìг б³лка.

åкспериìент виконували для п’яти неза-
лежно вирощених парт³й рослин. äля кож-
ного б³лкового екстракту виì³рювання ак-
тивност³ та вì³сту б³лка зд³йснювали трич³. 
статистичну достов³рн³сть отриìаних даних 
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Рèñуíок. àктивн³сть CAT у листках рослин Arabidopsis thaliana дикого типу (äт) та нокаутної л³н³ї êî-Сat2 за д³ї со-
льового стресу. Íаведено середн³ значення, отриìан³ для п’яти незалежних досл³д³в, та їхн³ стандартн³ в³дхилення; 
* – р³зниця ì³ж контрольниìи та стресованиìи рослинаìи достов³рна (p<0,05)

оц³нювали з використанняì двовиб³ркового 
t-критер³ю для залежних виб³рок [22].

Резуëüòàòè òà обãовоðеííя
ó листках 5-тижневих ³нтактних рослин 

нокаутної л³н³ї êî-Сat2 активн³сть катала-
зи становила лише 51 % в³д активност³ сàт 
у äт (рисунок), що пов’язано з в³дсутн³стю 
у рослин нокаутної л³н³ї ³зофорìи каталази 
сàт2. àналог³чний результат отриìаний 
наìи ран³ше для рослин 7-тижневого в³ку 
[23]. îтже, у рослин араб³допсису в³коì 5 
та 7 тижн³в в³дносна активн³сть ³зофорìи 
сàт2 не зì³нюється.

Інкубування рослин у контрольних уìо-
вах протягоì 4 та 8 год. у середовищ³ 
0,5хMS суттєво не впливало на активн³сть 
сàт у обох досл³джуваних л³н³ях. 

äля вивчення ефект³в сольового стресу 
у подальших досл³дженнях було застосова-
но обробку рослин протягоì 4 та 8 год. хло-
ридоì натр³ю у концентрац³ях 50, 100 та 
200 ìì. âикористання цих концентрац³й 
в³дпов³дає даниì, наявниì у л³тератур³ [24–
26]. êр³ì того, у попередн³х експериìентах 
наìи було оц³нено ф³з³олог³чн³ зì³ни, що ви-

никають у рослин за уìов досл³ду. âстанов-
лено, що обробка рослин протягоì 4 год. 
NaCl у концентрац³ї 50 та 100 ìì не спри-
чиняла будь-яких поì³тних зì³н, тод³ як за д³ї 
200 ìì розчину спостер³гали ознаки втра-
ти тургору листк³в. При зб³льшенн³ часу об-
робки до 8 год. ознаки втрати тургору про-
являлись ³ за д³ї 100 ìì розчину, а у зразк³в, 
що зазнали впливу 200 ìì NaCl, вони знач-
но п³дсилювались. При цьоìу поì³тної р³з-
ниц³ ì³ж äт та êî-Сat2 виявлено не було.

â уìовах 4-годинного сольового стре-
су у äт за д³ї NaCl у концентрац³ї 50 та 100 
ìì в³дбувалось зниження активност³ сàт 
на 32 та 35 %, в³дпов³дно. Проте з³ зб³ль-
шенняì концентрац³ї NaCl до 200 ìì зни-
ження активност³ ферìенту не спостер³га-
ли – в цьоìу випадку його активн³сть зали-
шалась практично на р³вн³ контролю. ó л³н³ї 
êî-Сat2 за 4-годинного ³нкубування в при-
сутност³ 50 та 100 ìì не виявлено жодних 
зì³н каталазної активност³. ä³я 200 ìì 
NaCl зуìовлювала зростання активност³ 
сàт на 26 % вище контрольного р³вня.

б³льш тривала 8-годинна обробка при-
зводила до зниження активност³ сàт у äт на 
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15 та 23 % при застосуванн³ 50 та 100 ìì 
NaCl. При п³двищенн³ концентрац³ї до 
200 ìì, як ³ за 4-годинного стресу, актив-
н³сть сàт залишалась на р³вн³ контролю. 
ó нокаутних рослин êî-Сat2 за д³ї 8-годин-
ного стресу активн³сть сàт залишалась на 
р³вн³ контролю незалежно в³д концентрац³ї 
NaCl.

такиì чиноì, отриìан³ результати по-
казують, що за д³ї хлориду натр³ю на рос-
лини виникають порушення, як³ п³дсилю-
ються при зб³льшенн³ застосованої кон-
центрац³ї сол³ та часу обробки. При цьоìу 
спостер³гали зì³ни у активност³ каталази, 
характер яких в³др³зняється у рослин äт та 
л³н³ї êî-Сat2.

äля пояснення отриìаних даних сл³д 
нагадати, що у рослинн³й кл³тин³ пероксид 
водню генерується у р³зних коìпартìен-
тах, а саìе – у хлоропластах, пероксисо-
ìах, ì³тохондр³ях та внасл³док роботи ряду 
оксидаз у плазìатичн³й ìеìбран³ [9, 27]. 
âважається, що каталаза, яка у кл³тинах 
листка локал³зована переважно у перокси-
соìах, забезпечує захист кл³тини насаì-
перед в³д Í2î2, який виникає при фотоди-
ханн³ [9]. За д³ї сольового стресу в³дбува-
ється п³дсилення фотодихання та продукц³ї 
Í2î2 у пероксисоìах, що призводить до 
розвитку вторинного оксидативного стре-
су [11, 12]. êр³ì того, за д³ї п³двищених 
концентрац³й хлориду натр³ю зростає 
утворення Í2î2 у хлоропластах, ì³тохон-
др³ях, плазìатичн³й ìеìбран³ та кл³тинн³й 
ст³нц³, причоìу цей ефект є св³тлозалеж-
ниì [12]. Проте, залишається не до к³нця 
зрозуì³лиì, чоìу генерац³я Í2î2 у ì³-
тохондр³ях, плазìатичн³й ìеìбран³ та кл³-
тинн³й ст³нц³ ìає залежати в³д осв³тлення.

äля захисту в³д вторинного оксидатив-
ного стресу, спричиненого зростанняì кон-
центрац³ї солей у рослин, ìоже спосте-
р³гатись активац³я каталази та ³нших анти-
оксидантних ферìент³в [28–30]. äля 
прояснення питання, чи ìоже сольовий 
стрес ³ндукувати таку захисну реакц³ю за 
в³дсутност³ осв³тлення ³ як р³зн³ ³зофорìи 
сàт реагують на таку обробку, наìи було 

досл³джено вплив хлориду натр³ю у р³зних 
концентрац³ях на активн³сть каталази у 
листках араб³допсису äт та л³н³ї êî-Сat2, 
як³ ³нкубували у теìряв³.

îтриìан³ результати показали, що у 
рослин äт за д³ї 50 та 100 ìì NaCl протя-
гоì 4 год. активн³сть каталази не т³льки не 
зростає, а нав³ть знижується. äля пояс-
нення цього ефекту ìожна припустити, що 
за д³ї пор³вняно ìалих доз хлориду натр³ю 
вторинний оксидативний стрес не вини-
кає, але в³дбувається загальне ³нг³бування 
синтезу б³лк³в, в тоìу числ³ – каталази. ö³ 
дан³ узгоджуються ³з спостереженняìи, 
що у рису за д³ї 100 ìì NaCl у теìряв³ кон-
центрац³я пероксиду водню не зростає 
[12]. Проте застосування для обробки 
200 ìì NaCl у наших експериìентах не су-
проводжувалось пад³нняì активност³ ката-
лази. öе св³дчить, що в уìовах жорстк³шо-
го сольового стресу важлив³сть збережен-
ня функц³й цього ферìенту зростає. 
Причиною цього ìоже бути зб³льшення 
концентрац³ї Í2î2 за д³ї найб³льшої ³з за-
стосованих концентрац³й хлориду натр³ю. 
Íа користь запропонованої ìодел³ також 
св³дчать дан³, отриìан³ для 8-годинної об-
робки. ó цьоìу випадку для вс³х використа-
них концентрац³й NaCl активн³сть каталази 
виявилась б³льше, н³ж п³сля 4-годинної об-
робки, хоча у контрол³ активн³сть не зì³ню-
валась. öе вказує на поступовий розвиток 
захисної в³дпов³д³, елеìентоì якої ìожна 
вважати активац³ю каталази.

Пор³вняння результат³в, отриìаних для 
рослин äт та êî-Сat2, показує, що ³зофор-
ìи каталази по-р³зноìу реагують на сольо-
вий стрес. Як встановлено наìи ран³ше, у 
5-тижневих листках рослин äт активн³ ³зо-
форìи сAT2 та сAT3, тод³ як у л³н³ї êî-Сat2 
³зофорìа сAT2 повн³стю в³дсутня [31]. 
îтже, зростання каталазної активност³ у 
листках рослин нокаутної л³н³ї за д³ї 200 ìì 
NaCl протягоì 4 год. ìає бути насл³дкоì ак-
тивац³ї ³зофорìи сAT3, а зниження актив-
ност³ у рослин äт за д³ї 50 та 100 ìì NaCl – 
втратою активност³ ³зофорìи сAT2 (оск³ль-
ки активн³сть ³зофорìи сAT3 на ц³й стад³ї 
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стресової в³дпов³д³ зростає). Проте, п³сля 
8-годинної обробки активн³сть сAT3 у нока-
утної л³н³ї залишалась без зì³н. â³дпов³дно, 
складається враження, що зростання ката-
лазної активност³ у рослин äт ìає бути ре-
зультатоì в³дновлення активност³ сAT2, яка 
була знижена п³сля 4-годинної д³ї хлориду 
натр³ю. такиì чиноì, в³дносний вклад ³зо-
форì каталази у розщеплення Í2î2 зì³ню-
ється п³д час розвитку стресової в³дпов³д³.

Зì³ни активност³ сàт за д³ї сольового 
стресу у äт та êî-Сat2 ìожуть зуìовлюва-
тись диференц³йною транскрипц³єю ген³в, 
що кодують окреì³ ³зофорìи. Íа п³дтриìку 
такої точки зору ìожна навести результати 
досл³дження експрес³ї ³зофорì каталази 
рису, яке показало, що ³зофорìа сàт-à не 
експресується за 24-годинної д³ї 200 ìì 
NaCl, в той час як транскрипти сàт-â нако-
пичуються за цих уìов, а транскрипти 
сàт-с – лише через 48 год. [32].

ð³зний характер експрес³ї ³зофорì сàт 
ìи виявляли ран³ше при досл³дженн³ впли-
ву теплового стресу на рослини äт та êî-
Сat2 [23]. Зокреìа, за д³ї 2-годинного те-
плового стресу у л³н³ї êî-Cat2 виявлено 
зростання каталазної активност³, тод³ як у 
рослин äт зì³н активност³ сàт не спостер³-
гали. також було встановлено, що ³зофор-
ìи каталази по-р³зноìу реагують на 12-го-
динну обробку хлоридоì кадì³ю [31]. 
ó цьоìу випадку активн³сть ферìенту зни-
жувалась у рослин äт, але залишалась не-
зì³нною у л³н³ї êî-Сat2 при застосуванн³ 
для обробки хлориду кадì³ю у концентрац³ї 
до 0,5 ìì. Íа загал ц³ дан³ св³дчать, що ак-
тивн³сть ³зофорì каталази диференц³йно 
зì³нюється за д³ї р³зних форì аб³отичного 
стресу. такиì чиноì, ³ìов³рною причиною 
³снування дек³лькох ген³в, як³ кодують р³зн³ 
³зофорìи каталази, ìоже бути ф³з³олог³чна 
необх³дн³сть диференц³йно зì³нювати їхню 
експрес³ю – як в онтогенез³ [17], так ³ у в³д-
пов³дь на р³зноìан³тн³ зовн³шн³ впливи. 
ó такоìу випадку сл³д оч³кувати, що для за-
безпечення диференц³йної транскрипц³ї 
член³в ц³єї ìультигенної родини у їхн³х про-
ìоторах ìають бути присутн³ р³зн³ регуля-

торн³ д³лянки, як³ взаєìод³ють з в³дпов³дни-
ìи регуляторниìи ланцюгаìи. Íа п³дтриì-
ку такої точки зору стосовно ген³в каталази 
ìожна навести результати пор³вняльного 
анал³зу посл³довностей ген³в Cat, як³ св³д-
чать про п³двищену швидк³сть ìолекуляр-
ної еволюц³ї їхн³х проìоторних д³лянок по-
р³вняно ³з кодувальниìи [33].

вèñíовкè
îтриìан³ результати св³дчать, що акти-

вац³я каталази є одниì ³з елеìент³в ранньої 
в³дпов³д³ рослин араб³допсису на сольовий 
стрес. При цьоìу експресован³ у листках 
³зофорìи каталази по-р³зноìу активують-
ся на р³зних етапах розвитку стресової в³д-
пов³д³. Причиною ³снування дек³лькох ³зо-
форì сàт ìоже бути неìожлив³сть забез-
печити диференц³йну експрес³ю каталази у 
в³дпов³дь на чисельн³ зовн³шн³ стиìули 
шляхоì поєднання р³зних регуляторних 
сигнал³в у ìежах одного проìотора.
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цеëü. Причины широкого распростране-
ния ìультигенных сеìейств в геноìах расте-
ний выяснены все еще недостаточно. цеëüю 
исследования было установить специфичес-
кую роль изофорì каталазы в ранней ответ-
ной реакции растений Arabidopsis thaliana на 
солевой стресс. Ìеòоды. ðозетки растений 
дикого типа и гоìозиготной нокаутной линии 
êî-Cat2 (SALK 057998), ìутантной по гену ка-
талазы Cat2, подвергали воздействию 50, 100 
та 200 ìì NaCl в течение 4 и 8 часов. îце-
нивались изìенения активности каталазы. 
Резуëüòàòы. óстановлено, что общая ката-
лазная активность в листьях êî-Cat2 нокаутных 
растений была приблизительно вдвое ниже, 
чеì у растений дикого типа. Под воздействиеì 
солевого стресса активность CAT в листьях ди-
кого типа снижалась при 4-часовой обработ-
ке 50 и 100 ìì NaCl и оставалась на уровне 
контроля в присутствии 200 ìì NaCl. Прод-
ление вреìени обработки до 8 часов сопро-
вождалось возрастаниеì каталазной актив-
ности. ó нокаутной линии êî-Cat2 активность 
сàт возрастала выше контрольного уровня при 
4-часовоì воздействии 200 ìì NaCl и остава-
лась неизìенной во всех остальных вариантах 
опыта. выводы. àктивация каталазы является 
одниì из элеìентов раннего ответа растений 
Arabidopsis thaliana на солевой стресс. èзо-
форìы каталазы по-разноìу активируются на 
разных этапах развития стрессового ответа. 
Причиной существования нескольких изофорì 
сàт ìожет быть невозìожность объединить в 
пределах одного проìотора различные регу-
ляторные сигналы, необходиìые для обеспе-
чения дифференциальной экспрессии этого 
ферìента в ответ на ìногочисленные внешние 
стиìулы.

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, ìуль-
тигенные сеìейства, изофорìы каталазы, пе-
рекись водорода, солевой стресс, нокаутные 
ìутанты.
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Aim. The reasons for the broad distribution of 
multigene families in plant genomes are poorly 
understood to date. The aim of the current work 
was to investigate the specific roles of catalase 
isoforms during early response of Arabidop­
sis thaliana to salt stress. Methods. Rosettes 
of wild-type and Catalase 2 knock-out plants 
(êî-Cat2 homozygote knock-out strain SALK 
057998) were treated with 50, 100 or 200 mM 
NaCl for 4 or 8 hours. Afterwards, catalase ac-
tivity changes were evaluated. Results. It was 
found that the total catalase activity in êî-Cat2 
leaves was about twofold lower than in wild-
type. The activity of catalase in wild-type leaves 
decreased under 4-hour treatment with 50 and 
100 mM NaCl and remained at control level 
during 200 mM NaCl treatment. Extending the 
treatment time to 8 hours resulted in elevation of 
catalase activity. In the KO-Cat2 plants the cata-
lase activity increased above control levels while 
treated with 200 mM NaCl and remained un-
changed in all other treatments. Conclusions. 
The activation of catalase is one of the early re-
sponses of Arabidopsis thaliana to salt stress. 
Isoforms of catalase are activated differently 
during the stages of stress response. A possible 
reason for the existence of several isoforms of 
CAT appears to be the impossibility to combine 
different regulatory signals, which are required 
for differential expression of this enzyme in re-
sponse to various external factors, within one 
single promoter.

Keywords: Arabidopsis thaliana, multigenic 
families, catalase isoforms, hydrogen peroxide, 
salt stress, knock-out mutants.


