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Мета. Для кращого розуміння механізмів стійкості рослин до абіотичного стресу важливо 
з’ясувати, яку роль у відповіді на стрес відіграють окремі антиоксидантні ферменти, що на-
лежать до однієї мультипротеїнової родини. Відомо, що втрата певних ізоформ антиокси-
дантних ферментів може бути компенсована за рахунок зростання активності інших фер-
ментів. Проте функціональна взаємодія ферментів аскорбат-глутатіонового циклу з ката-
лазою за умов сольового стресу все ще не досліджена. Тому нами було вивчено активність 
DHAR у нокаутних по каталазі мутантів Arabidopsis thaliana в умовах сольового стресу. Ме-
тоди. У нокаутної лінії cat2 та у рослин арабідопсису дикого типу (ДТ) визначали активність 
DHAR за різних варіантів обробки хлоридом натрію. Результати. При проведенні обробки 
200 мМ хлоридом натрію у темряві активація DHAR у рослин ДТ спостерігається через 8 год, 
а у нокаутної лінії cat2 — вже через 4 год. Проте, при проведенні стресової обробки при 
освітленні у обох досліджених ліній виявлено суттєве підвищення активності DHAR через 
8 год. При цьому активність DHAR у cat2 виявилась нижче, ніж у ДТ, тоді як у інтактних рос-
лин або при проведенні стресової обробки у темряві різниця між досліджуваними лініями від-
сутня. Висновки. Отримані дані свідчать, що за умов сольового стресу зміни в активності 
DHAR є частиною функціональних перебудов антиоксидантної системи у лінії cat2, які ком-
пенсують втрату активності ізоформи CAT2.  

Ключові слова: дегідроаскорбатредуктаза (DHAR), каталаза, нокаутні рослини, активні 
форми кисню (АФК), сольовий стрес, Arabidopsis thaliana. 

ступ. Засолення ґрунтів є однією з основних причин, що обмежують продуктивність 
сільськогосподарських культур. Перспективним шляхом вирішення цієї проблеми 

вважається підвищення толерантності рослин до сольового стресу, базуючись на ро-
зумінні механізмів клітинної відповіді, в основі якої лежать зміни експресії стресових 
генів та активності кодованих ними білків [1].  

Для рослин характерна наявність у геномі мультигенних родин. Важливим є 
з’ясування ролі у відповіді рослин на дію абіотичного стресу окремих членів мультиген-
них родин, які кодують стресові білки, напр., ферменти антиоксидантної системи. Се-
ред таких ферментів важливе місце посідає каталаза (САТ). У переважної більшості 
рослин цей фермент кодується трьома генами, експресія яких змінюється в залежності 
від стадії розвитку або дії зовнішніх чинників [2]. САТ відіграє важливу роль у захисті 
від дії абіотичних стресових факторів (засолення, посуха, екстремальні температури, 
надмірне освітлення, тощо), які викликають зростання вмісту пероксиду водню у рос-
линній клітині [3]. Проте, регуляція активності САТ та її взаємодія із іншими антиокси-
дантними ферментами все ще залишаються не повністю з’ясованими. Зручною модел-
лю для таких досліджень є нокаутні лінії рослин із втраченою (зниженою) активністю 
САТ. Раніше нами було показано, що у Arabidopsis thaliana втрата окремих ізоформ 
САТ може компенсуватись активацією інших ферментів, зокрема аскорбат пероксидази 
(АРХ), яка входить до складу аскорбат-глутатіонового циклу [3]. 
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Проте досі не з’ясовано, чи інші ферменти 
цього циклу беруть участь у такій метаболічній 
компенсації. Зокрема, характер їх функціональ-
ної взаємодії з САТ за умов сольового стресу 
все ще не досліджено.  

Одним з ферментів аскорбат-глутатіо-
новому циклу є дегідроаскорбатредуктаза 
(DHAR). Цей фермент відіграє важливу роль в 
регуляції окислювально-відновного стану аско-
рбату (As) в рослинній клітині, перетворюючи 
його окислену форму (дегідроаскорбат, DHA) до 
відновленої з використанням глутатіону в якості 
субстрату [4]. Виявлено, що надекспресія генів 
DHAR зумовлює збільшення пулу відновленого 
As [5–7]. Встановлено, що DHAR має важливе 
значення у захисті рослин за дії абіотичних 
стресових факторів, зокрема посухи, підвище-
них температур, надмірного освітлення, засо-
лення, дії озону, важких металів, тощо [4–9]  

Отже, DHAR є ключовим ферментом, який 
бере участь у підтримці пулу відновленого As і 
відіграє важливу роль у клітинній відповіді рос-
лин за дії стресових факторів. Проте, роль цьо-
го ферменту та його функціональна взаємодія із 
іншими елементами антиоксидантної системи, 
зокрема — САТ, на ранніх етапах відповіді на 
підвищення концентрації хлориду натрію не 
з’ясована. Тому метою даної роботи було дос-
лідити вплив короткотривалого гострого сольо-
вого стресу на активність DHAR у нокаутній по 
ізоформі САТ2 лінії A. thaliana. 

Об’єкти та методи дослідження 

Для дослідження впливу хлориду натрію 
використовували 5 тижневі рослини Arabidopsis 
thaliana екотипу Columbia 0 (дикий тип, ДТ) та 
нокаутної лінії cat2, у якої внаслідок інсерції 
Т-ДНК втрачена експресія гена Cat-2. Рослини 
вирощували в культиваційній кімнаті за сталої 
температури 20 °С в умовах 16-годинного світ-
лового дня. Інтенсивність освітлення становила 
2000 люкс. 

Для того, щоб отримати інформацію про 
ранню стадію стресової відповіді та з’ясувати 
первинні реакції рослинної клітини на дію під-
вищених концентрацій хлориду натрію, обробку 
рослин проводили за умов, що забезпечують 
його швидке надходження до тканин листків. 
Відповідно, для проведення стресової обробки 
надземну частину рослин відокремлювали від 
кореневої системи і місце зрізу занурювали в 
рідке поживне середовище Мурасіге-Скуга 
(0,5х MS), яке додатково містило хлорид натрію 

у концентраціях 50, 100 та 200 мМ. Зразки інку-
бували на світлі або в темряві за температури 
20 °С протягом 4 та 8 годин. Концентрацію хло-
риду натрію та час обробки підбирали у попе-
редніх експериментах. Контрольні рослини інку-
бували на середовищі 0,5х MS без додавання 
хлориду натрію. У якості додаткового контролю 
використовували інтактні рослини, які заморо-
жували у рідкому азоті безпосередньо після 
зрізання. 

Для вимірювання активності ферменту го-
тували екстракт нативних білків. Для цього замо-
рожений рослинний матеріал гомогенізували з 
рідким азотом. Для екстракції білків у нативному 
стані використовували буфер, який складався із 
50 мМ трис-НСI (рН = 7,4), 100 мМ хлориду на-
трію, 2 мМ ЕДТА. 150 мг гомогенізованого рос-
линного матеріалу переносили у мікроцентри-
фужну пробірку та додавали 450 мкл охолодже-
ного екстракційного буферу. Вміст проб ретель-
но перемішували та центрифугували на центри-
фузі Еppendorf Centrifuge 5415C при +4 °С та 
15000 g протягом 15 хв. Отриманий супернатант 
переносили у чисту мікропробірку та зберігали 
на льоду для подальшого визначення активності 
ферменту. 

Загальну активність DHAR визначали спек-
трофотометрично за методом, описаним в літе-
ратурі із незначними модифікаціями [10]. Для 
цього у контрольну кювету додавали 1,0 мл 
реакційної суміші, що містила 50 мМ К-фос-
фатного буферу (рН = 7,0), 2 мМ відновленого 
глутатіону, 0,2 мМ DHA. У дослідну кювету, від-
повідно, додавали 890 мкл реакційного буферу 
та окремо вносили 100 мкл свіжоприготовлено-
го 2 мМ DHA і 10 мкл білкового екстракту. Вимі-
рювання зміни оптичної густини проби проводи-
ли за довжини хвилі 265 нм на спектрофотоме-
трі СФ-46. Активність ферменту вираховували 
як зміну концентрації аскорбату (в мкмолях) за 
1 хвилину в перерахунку на 1 мг білка. Кількість 
білка в екстракті визначали за методом Бред-
форда [11].  

Всі експерименти було повторено для чо-
тирьох незалежно вирощених партій рослин. 
Кожне вимірювання проводили у трьох парале-
льних пробах. Статистичну вірогідність отрима-
них даних оцінювали з використанням двовибі-
ркового t-критерію для залежних вибірок [12]. 

Результати та обговорення 

На першому етапі нашої роботи було ви-
вчено вплив різних концентрацій хлориду на-
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трію на активність DHAR при проведенні стресо-
вої обробки в темряві. Такий експериментальний 
підхід дає можливість уникнути додаткового 
утворення АФК у тканинах листків A. thaliana 
при фотосинтезі.  

В результаті проведених досліджень вияв-
лено, що у інтактних рослин ДТ та нокаутної cat2 
лінії активність DHAR не відрізнялась (рис. 1А).  

Сольовий стрес викликав зміни активності 
DHAR у досліджуваних лініях рослин. Так, після 
4-годинної стресової обробки в темряві різними 
концентраціями хлориду натрію у нокаутних 
cat2 рослин виявлено зростання активності 
DHAR на 16 % за дії найвищої концентрації 
200 мМ. В той же час, у рослин ДТ не виявлено 
достовірних змін активності ферменту порівня-
но з контрольними значеннями. При збільшенні 
тривалості стресової обробки до 8 годин у рос-
лин ДТ спостерігалось зростання активності 
DHAR за дії 200 мМ хлориду натрію на 23 % 
порівняно з контролем. У нокаутних рослин за 
цих умов не відбувалось жодних змін. Отже, 
отримані дані свідчать, що відповідь на дію 

стресу у нокаутних рослин спостерігається ра-
ніше, ніж у ДТ.  

При освітленні відбувається світлозалежна 
генерація АФК, які, зокрема, можуть слугувати 
сигнальними молекулами для активації клітин-
ної відповіді у рослин. Відповідно, наступний 
етап наших досліджень полягав у визначенні 
активності DHAR в листках нокаутних cat2 рос-
лин A. thaliana, які зазнавали дії різних концент-
рацій хлориду натрію протягом 4 та 8 годин в 
умовах освітлення.  

Характер змін активності DHAR при прове-
денні стресової обробки на світлі був іншим, ніж 
у темряві. Так, після 4-х годинної обробки не 
спостерігалось змін активності ферменту ані у 
ДТ, ані у нокаутної лінії cat2. Проте, збільшення 
тривалості стресової обробки при освітленні до 
8 годин супроводжувалось зростанням активно-
сті DHAR у обох досліджуваних лініях. Це збі-
льшення активності спостерігалось лише за дії 
найвищої використаної нами концентрації хло-
риду натрію та складало 16 % порівняно з конт-
рольними рослинами. 

 

 

Рисунок 1. Активність DHAR у листках Arabidopsis thaliana ДТ та нокаутної cat2 лінії за дії різних концентрацій хлориду натрію 
протягом 4 та 8 годин. IP — інтактні рослини. А — темрява; Б — світло. Примітка . * — різниця між контрольними та стресо-
ваними рослинами достовірна (P < 0,05); ** — різниця між ДТ та лінією cat2 достовірна.  
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Порівняння даних, отриманих для двох дос-
ліджуваних ліній показало, що при проведенні 
стресової обробки при освітленні активність 
DHAR у рослин лінії cat2 є на 15–21 % нижчою, 
ніж у ДТ, тоді як при проведенні обробки у темряві 
різниці між лініями не спостерігалось (рис. 1).  

Відомо, що підвищення внутрішньоклітин-
ної концентрації іонів натрію є токсичним для 
рослинних організмів [13]. Ці іони є причиною 
перерозподілу інших іонів у цитоплазмі, що, 
зокрема, призводить до порушення структури 
мембран, сповільнення фотосинтезу та підси-
лення утворення активних форм кисню (АФК), 
які здатні окислювати ДНК, білки та ліпіди мем-
бран [14, 15]. Інше кажучи, високі концентрації 
солей, зокрема NaCl, поряд з іонним дисбалан-
сом і гіперосмотичним стресом викликають ок-
сидативний стрес, який в свою чергу індукує у 
рослинній клітині захисну відповідь [16, 17]. 

Отримані нами дані свідчать, що елемен-
том відповіді рослин арабідопсису на гострий 
сольовий стрес є активація антиоксидантного 
ферменту DHAR у листах. При цьому для роз-
витку стресової відповіді та індукції захисних 
механізмів рослинної клітини необхідний певний 
час. Зокрема, при застосуванні для стресової 
обробки 200 мМ хлориду натрію у темряві акти-
вація DHAR спостерігалась у рослин лінії cat2 
через 4 год, а у ДТ — через 8 год. Цей висновок 
добре узгоджується із даними, отриманими 
нами раніше, де показано, що за таких самих 
умов обробки зростання активності іншого фе-
рменту антиоксидантного захисту, гваяколперо-
ксидази (POD) у лінії cat2 та у ДТ спостеріга-
лось через 4 та 8 год, відповідно [18]. 

Раніше нами було досліджено вплив гост-
рого сольового стресу на вміст тіобарбітурат-
активних продуктів (ТБКАП), які є маркером 
перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) у рослин. 
Показано, що у рослин A. thaliana ДТ та cat2 
відбувається зниження вмісту ТБКАП в присут-
ності 200 мМ хлориду натрію як за умов прове-
дення стресової обробки на світлі, так і в умо-
вах темряви [19]. Наші нові дані свідчать, що 
таке зниження вмісту ТБКАП може бути наслід-
ком активації DHAR.  

Аналогічні результати щодо зростання ак-
тивності DHAR та зниження вмісту ТБКАП вияв-
лено і для рису [5, 9, 20, 21]. Зокрема, показано, 
що у трансгенних рослин Oryza sativa з підвище-
ною експресією гену OsDHAR1 за дії 100 мМ 
хлориду натрію протягом 28 денної обробки ви-
явлено зростання активності DHAR у 2 рази, 
порівняно з контролем. Окрім цього, активність 
інших антиоксидантних ферментів — АРХ, глута-

тіон редуктази та монодегідроаскорбат редутка-
зи — зростала у 1,5 рази, тоді як вміст пероксиду 
водню та інтенсивність ПОЛ, навпаки, знижува-
лися у 1,4 рази. Автори припускають, що надекс-
пресія OsDHAR1 підвищує адаптацію рослин 
рису до сольового стресу, підтримуючи пул As та 
клітинний редокс-гомеостаз в цілому [9]. 

Подібні результати були отримані при дос-
ліджені клітинної відповіді рослин A. thaliana за 
дії теплового стресу та інтенсивного освітлення [7]. 
Виявлено, що у 18-денних рослинах арабідопсису 
із надекспресією генів DHAR активність фермен-
ту була у тричі більша, ніж у рослин дикого типу. 
Це в свою чергу призводило до 3,3-кратного 
збільшення рівня As і, відповідно, зниження 
рівня DHA на 60 %, що призводило до збіль-
шення співвідношення As/DHA у листках транс-
генних рослин. Крім того, трансгенні рослини 
також демонстрували 2,7-кратне збільшення 
рівня відновленого глутатіону. Також було вста-
новлено, що збільшення вмісту As у трансген-
них рослин з надекспресією генів DHAR збіль-
шує їх стійкість до оксидативного стресу. 

Іншими авторами було доведено важливу 
роль окремих генів DHAR у рослин A. thaliana за 
дії фотооксидативного стресу [5, 20]. Так, нокаутні 
рослини арабідопсису з порушеною експресією 
генів Dhar1, Dhar2 або Dhar3 характеризувались 
зниженою активністю цього ферменту, зниже-
ним вмістом As, зростанням концентрації перо-
ксиду водню та інтенсивності ПОЛ.  

Важливим компонентом антиоксидантної сис-
теми рослин є САТ, яка серед іншого приймає 
участь у захисті рослин від сольового стресу [22]. 
Раніше було встановлено, що залежно від умов 
культивування та стресової обробки суттєве зни-
ження активності САТ у нокаутної лінії cat-2 A. tha-
liana частково компенсується активацією перок-
сидаз (АРХ та POD), ізоформи CAT3 [23], а та-
кож — збільшенням пулу глутатіону [24, 25]. Наші 
нові дані свідчать, що перебудови у роботі антиок-
сидантної системи у нокаутної лінії cat2 також 
стосуються змін у активності DHAR, зокрема — 
за умов сольового стресу. Так, (а) за дії 200 мМ 
хлориду натрію у темряві зростання активності 
DHAR у лінії cat2 відбувається вже після 4 год. 
стресової обробки проти 8 год у рослин ДТ; (б) 
за дії сольового стресу при освітленні актив-
ність DHAR у cat2 нижче, ніж у ДТ. Останнє спо-
стереження може вказувати на те, що у лінії cat2 
підтримання пулу As може більшою мірою, ніж у 
ДТ відбуватись незалежним від DHAR шляхом, 
напр., завдяки активації монодегідроаскорбат 
редуткази або ферредоксинів у хлоропластах 
[26, 27]. Останнє може бути необхідним для 
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підтримання характерного для cat2 збільшеного 
пулу глутатіону. Тобто, збільшення активності 
DHAR у cat2 в умовах сольового стресу може 
бути небажаним, оскільки призведе до знижен-
ня вмісту відновленого глутатіону. Перевірка 
цієї гіпотези потребує подальших досліджень.  

Висновки. Отримані дані свідчать, що 
елементом відповіді рослин арабідопсису на 
гострий сольовий стрес є активація DHAR у 
листах. При проведенні стресової обробки 
200 мМ хлоридом натрію у темряві активація 
DHAR у рослин ДТ спостерігається через 8 год, 
а у нокаутної лінії A. thaliana cat2 — вже через 
4 год. Проте, при проведенні стресової обробки 
при освітленні у обох досліджених ліній виявле-
но суттєве підвищення активності DHAR через 
8 год. При цьому активність DHAR у cat2 вияви-
лась нижче, ніж у ДТ, тоді як у інтактних рослин 
або при проведенні стресової обробки у темряві 
різниця між досліджуваними лініями відсутня.  
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Aim. To better understand the mechanisms of abiotic 
stress resistance in plants, it is important to clarify the 
role of individual antioxidant enzymes from the same 
multiproteinic family in the response to stress. It is 
known that the loss of some isoforms of antioxidant 
enzymes can be compensated by activation of other 
enzymes. However, the functional interaction of the 
ascorbate-glutathione cycle enzymes with catalase un-
der salt stress still remains unexplored. Respectively, we 
determined the activity of DHAR in knock-out mutants of 
Arabidopsis thaliana under salt stress. Methods. The 
DHAR activity was determined in the knock-out line cat2 
and in wild-type (WT) Arabidopsis plants after various 
regimes of treatment with sodium chloride. Results. 
After treatment with 200 mM sodium chloride in the dark, 
activation of DHAR was found after 8 hours in WT plants 
and after 4 hours in the knock-out line cat2. However 
stress treatment under illumination resulted in significant 
increase in DHAR activity after 8 hours in both studied 
lines. In this case, DHAR activity in cat2 was lower than 
in WT, whereas in non-treated plants or upon stress 
treatment in the dark no difference between the tested 
lines was detected. Conclusions. The obtained data 
indicate that under salt stress conditions, changes in the 
DHAR activity are included into functional rearrange-
ments of the antioxidant system in cat2 line, which com-
pensate the loss of activity of CAT2 isoenzyme.  

Keywords: dehydroascorbate reductase, antioxidants, reac-
tive oxygen species (ROS), salt stress, Arabidopsis thaliana. 


