
УДК :577.152:582.542.11:581.526.52+661.162.6

Н.О. Коваленко, Т. О. Палладiна

Експресiя генiв H
+-АТФази плазматичних мембран

клiтин коренiв кукурудзи за умов сольового стресу

та дiї бiоактивних препаратiв

(Представлено членом-кореспондентом НАН України С.О. Костерiним)

Дослiджено вплив бiоактивних препаратiв метiур та iвiн на експресiю генiв H
+-АТФази

плазматичних мембран у клiтинах коренiв проросткiв кукурудзи, експонованих у при-

сутностi 0,1 M NaCl. Показано, що сольова експозицiя проросткiв протягом доби ви-

кликала короткочасне посилення експресiї генiв H
+-АТФази. За вiдсутностi сольової

експозицiї обидва препарати призводили до пiдвищення експресiї її генiв, яка з часом

знижувалась. За умов однодобової сольової експозицiї проросткiв, вирощених з обробле-

ного препаратами насiння, експресiя генiв цього ензиму послаблювалася, тодi як при

її подовженнi до 10 дiб — посилювалася у варiантi з метiуром. Таким чином, показа-

ний нами ранiше позитивний вплив цих препаратiв, зокрема метiуру, на функцiонуван-

ня H
+-АТФази за умов сольового стресу не пов’язаний з посиленням експресiї її генiв,

а здiйснюється, очевидно, на молекулярному рiвнi.

Засоленiсть грунтiв є для рослин найсильнiшим стресовим фактором, що обмежує їх видове
рiзноманiття та перешкоджає агровиробництву у багатьох регiонах свiту. Утворення стану
сольового стресу полягає в порушеннi осмотичного та iонного гомеостазу i супроводжуєть-
ся виникненням вторинного окиснювального стресу. Проте важкiсть його дiї визначається
присутнiстю натрiю, який є головним катiоном солей, що засолюють грунти. Натрiй є ток-
сичним елементом для рослинних органiзмiв, який порушує перебiг метаболiзму в клiтинах,
i тому вони видаляють його з цитоплазми назовнi та до вакуолярного простору. Цей процес
здiйснюється за допомогою вторинно-активних Na

+/H+-антипортерiв, якi функцiонують
у плазматичних i вакуолярних мембранах за рахунок енергiї електрохiмiчних потенцiалiв,
створених на них первинно-активними H

+-насосами [1].
Механiзм роботи електрогенного H

+-насоса в плазматичнiй мембранi репрезентовано
H

+-АТФазою Е-Р типу, тодi як у плазматичнiй мембранi тваринних клiтин функцiонує
Na

+-насос, репрезентований Na
+/K+-АТФазою того ж типу, що саме зумовлює докорiнну

рiзницю у ставленнi цих органiзмiв до натрiю. Бiлок H
+-АТФази плазматичної мембра-

ни кодується мультигенною родиною, яка в кукурудзи складається з чотирьох генiв [2].
Активнiсть цiєї H+-АТФази значно посилюється за дiї стресових факторiв, зокрема умов
засолення, що визначає її важливiсть для формування солестiйкостi рослин [3–5]. Регуляцiя
активностi цього ферменту вiдбувається на генетичному рiвнi, де важливу роль вiдiграють
мiРНК як ключовi регулятори експресiї генiв на постранскрипцiйному рiвнi [6], а також
на молекулярному рiвнi, зокрема за допомогою регуляторних бiлкiв 14–3–3, якi фосфори-
люють аутоiнгiбiторний домен H

+-АТФази, посилюючи її транспортувальну активнiсть [7].
Ранiше нашою групою було дослiджено здатнiсть певних бiоактивних препаратiв поси-

лювати функцiонування H
+-насосiв та Na

+/H+-антипортерiв у мембранах клiтин коренiв
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проросткiв кукурудзи за умов засолення з метою їх використання як альтернативи поси-
ленню солестiйкостi рослин методами генної iнженерiї. Порiвняння солепротекторної дiї
препаратiв метiур (6-метил-2-меркапто-4-гiдроксипiримiдин) та iвiн (N-оксид-2,6-диметил-
пiридин) показало перевагу першого з них [8]. Також вищою є ефективнiсть метiуру щодо
посилення функцiонування H

+-насосiв та Na
+/H+-антипортерiв у плазматичних та вакуо-

лярних мембранах клiтин коренiв [5, 9]. У зв’язку з цим постала необхiднiсть визначити,
як зазначенi препарати впливають на роботу даних систем — шляхом посилення експресiї
їх генiв чи молекулярних змiн бiлкiв.

Метою дослiдження стало з’ясування впливу препаратiв метiур та iвiн на експресiю
генiв H

+-АТФази плазматичних мембран у клiтинах коренiв проросткiв кукурудзи за умов
стресу, викликаного експозицiєю в присутностi NaCl.

Експерименти виконували на проростках кукурудзи (гiбрид “Остер”), якi вирощували
у воднiй культурi на середовищi Хогленда. Насiння протягом доби замочували в 10−7 М
розчинах метiуру тi iвiну. Проростки в тижневому вiцi переносили на свiже середовище, яке
мiстило 0,1 М NaCl, що є критичною концентрацiєю для рослин кукурудзи, й експонували
протягом 1 та 10 дiб. Експресiю генiв H

+-АТФази оцiнювали на пiдставi накопичення її
транскриптiв, рiвень яких визначали методом ЗТ-ПЛР (полiмеразна ланцюгова реакцiя
зi зворотною транскрипцiєю) з використанням специфiчних праймерiв до дiлянки ДНК,
гомологiчної для всiх iзоформ.

Iзолювання загальної РНК проводили шляхом фенол-хлороформної екстракцiї з
реагентом TRIzol. Кiлькiсний аналiз РНК здiйснювали спектрофотометричним мето-
дом, а якiсний — шляхом електрофорезу в 1% агарозному гелi за денатуруючих
умов [10].

Зворотну транскрипцiю (синтез кДНК на РНК матрицi) та амплiфiкацiю проводили
на амплiфiкаторi “Терцик” з набором реактивiв i за протоколом вiд “Fermentas” (Литва).
Продукт ЗТ-ПЛР роздiляли у 1,5% агарозному гелi в присутностi бромистого етидiю, вiзу-
алiзували в ультрафiолетовому свiтлi та фотографували за допомогою системи Вio-Vision.
Для оцiнки кiлькостi продуктiв амплiфiкацiї використовували програму Gel analyzer. Внут-
рiшнiй контроль перебiгу реакцiї здiйснювали шляхом визначення транскрипцiї гена альфа
тубулiну кукурудзи на тих самих зразках кДНК.

Усi дослiди виконували в трьох бiологiчних повтореннях, достовiрнiсть отриманих ре-
зультатiв перевiряли за критерiєм Стьюдента.

Проведенi нами дослiдження виявили, що експресiя генiв H
+-АТФази в коренях конт-

рольних проросткiв з вiком iстотно не змiнювалась, тодi як 1-добова сольова експозицiя
викликала її посилення на 23%, яке зникало при подовженнi термiну до 10 дiб (рис. 1,
табл. 1).

Таблиця 1. Iнтенсивнiсть свiчення (ум. од.) продуктiв амплiфiкацiї транскриптiв АТФази за дiї бiоактивних
препаратiв та експозицiї на 0,1 M NaCl проросткiв кукурудзи, M ±m; n = 3

Варiант дослiду Контроль Метiур Iвiн
0,1 М
NaCl

Метiур +

0,1 М NaCl
Iвiн +

0,1 М NaCl

8-добовi проростки,

1-добова сольова експозицiя 736± 20 949 ± 70
∗

1075 ± 50
∗

911± 52
∗

794± 19
#

878 ± 24
∗

17-добовi проростки,

10-добова сольова експозицiя 659± 10 778 ± 43
∗

775 ± 69 601± 27 772± 46
#∗

663 ± 37

Пр и м i т ка . p 6 0,05, ∗ — вiрогiдно вiдносно контролю, # — вiрогiдно вiдносно 0,1 М NaCl.
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Рис. 1. Електрофореграма ЗТ-ПЛР аналiзу експресiї генiв H
+-АТФази в клiтинах коренiв проросткiв ку-

курудзи за умов сольового стресу та дiї бiоактивних препаратiв: а — 8-добовi проростки, 1-добова сольова
експозицiя; б — 17-добовi проростки, 10-добова сольова експозицiя.
М — маркер молекулярної маси ДНК; 1 — контроль; 2 — обробка препаратом метiур; 3 — обробка пре-
паратом iвiн; 4 — 0,1 М NaCl у середовищi; 5 — обробка препаратом метiур + 0,1 М NaCl; 6 — обробка
препаратом iвiн + 0,1 М NaCl

Обидва препарати посилювали накопичення транскриптiв у коренях 8-добових пророст-
кiв, причому вплив iвiну (46%) виявився сильнiшим, нiж метiуру (29%) (див. рис. 1, а,
табл. 1). Цi результати схожi з даними порiвняння впливу зазначених препаратiв на за-
гальну експресiю генiв у зародковiй осi квасолi [11]. Зi збiльшенням вiку проросткiв до
17 дiб ефект препаратiв послаблювався, причому рiвень транскриптiв у варiантi з метiуром
залишався дещо вищим, нiж у контролi (див. рис. 1, б, табл. 1).

У разi 1-добової сольової експозицiї проросткiв стимулюючий ефект препаратiв на екс-
пресiю генiв H

+-АТФази зменшувався, причому кiлькiсть транскриптiв у варiантi з iвiном
була на рiвнi сольового контролю, а у варiантi з метiуром виявилась навiть нижчою за
нього (див. рис. 1, а, табл. 1). Проте при подовженнi термiну сольової експозицiї до 10 дiб
у варiантi з метiуром вмiст транскриптiв збiльшився на 28%, тодi як у варiантi з iвiном
змiн не спостерiгалося (див. рис. 1, б, табл. 1).

Одержанi результати свiдчать про те, що стимулюючий вплив зазначених препаратiв,
особливо Iвiну, на експресiю генiв H

+-АТФази сильнiше виявляється за вiдсутностi сольо-
вого стресу на раннiх стадiях розвитку органiзмiв. Короткочасна дiя стресового фактора,
яким є присутнiсть NaCl, призводила до нетривалого посилення експресiї генiв H

+-АТФази,
яке зникало при подовженнi термiну сольової експозицiї. Застосування дослiджених препа-
ратiв, особливо метiуру, за умов короткотривалого сольового стресу викликало послаблення
експресiї генiв зазначеної H+- АТФази, яке негативно корелювало з пiдвищенням транспор-
тувальної активностi цього ензиму, що було показано ранiше [5]. Таким чином, позитивний
вплив метiуру на функцiонування H

+-АТФази плазматичної мембрани за умов сольового
стресу, що виявляється у виглядi посилення її транспортувальної активностi, не пов’язаний
iз пiдвищенням експресiї ї ї генiв. На нашу думку, вiн здiйснюється переважно на молеку-
лярному рiвнi за участю регуляторiв активностi її бiлка.

1. Gaxiola R.A., Palmgren M.G., Schumacher K. Plant proton pumps // FEBS Lett. – 2007. – 581. –
P. 2204–2214.

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2013, №7 153



2. Santi S., Locci G., Monte R. et al. Induction of nitrate uptake in maize roots: expression of a putative
high-affinity nitrate transporter and plasma membrane H+-ATPase isoforms // J. Exp. Bot. – 2003. – 54. –
P. 1851–1864.

3. Niu X., Narasimhan M., Salzman R. NaCl regulation of plasma membrane H+-ATPase gene expression in
Glycophyte and Halophyte // Plant Physiology. – 1993. – 103. – P. 713–718.

4. Klobus G., Janicka-Russak M. Modulation by cytosolic components of proton pump activities in plasma
membrane and tonoplast from Cucumis sativus roots during salt stress // Physiol. Plant. – 2004. – 121. –
P. 84–92.

5. Рибченко Ж. I., Палладiна Т.О. Функцiонування транспортних H
+-АТPаз плазматичних i вакуоляр-

них мембран у клiтинах коренiв кукурудзи в умовах сольового стресу та дiї адаптогенних препара-
тiв // Укр. бiохiм. журн. – 2011. – 83, № 6. – С. 63–68.

6. Ding D., Zhang L., Wang H. et al. Differential expression of miRNAs in response to salt stress in maize
roots // Ann Bot. – 2009. – 103(1). – P. 29–38.

7. Шанько А.В., Бабаков А.В. Белки 14–3–3 регулируют активность H
+-насоса плазматических мемб-

ран корней ячменя Hordeum disticum при солевом стрессе // Физиология растений. – 2002. – 49,
№ 6. – С. 847–853.

8. Палладiна Т.О., Рибченко Ж. I., Контурська О.О. Залежнiсть адаптогенної дiї препарату Метiур
на рослини за умов сольового стресу вiд його молекулярної структури // Бiотехнологiя. – 2012. – 5,
№ 1. – С. 115–119.

9. Рибченко Ж. I., Палладiна Т.О. Функцiонування Na
+-H+-антипортерiв плазматичних i вакуолярних

мембран у рослинних клiтинах за умов засоленого середовища та вплив на них бiологiчно активних
препаратiв // Доп. НАН України. – 2013. – № 2. – С. 158–162.

10. Маниатис Т., Фрич Э., Сэмбрук Дж. Методы генетической инженерии. Молекулярное клонирова-
ние. – Москва: Мир, 1984. – 479 с.

11. Цыганкова В.А., Мусатенко Л.И., Галкина Л.А. и др. Особенности действия регуляторов роста на
экспрессию генов в клетках зародышей семян в раннем постэмбриогенезе // Биотехнология. – 2008. –
1, № 2. – С. 81–91.

Надiйшло до редакцiї 13.12.2012Iнститут ботанiки iм. М. Г. Холодного

НАН України, Київ

Н.О. Коваленко, Т. А. Палладина

Экспрессия генов H
+-АТФазы плазматических мембран клеток

корней кукурузы в условиях солевого стресса и действия

биоактивных препаратов

Исследовано влияние биоактивных препаратов метиур и ивин на экспрессию генов

H
+-АТФазы плазматических мембран в клетках корней проростков кукурузы, экспониро-

ванных в присутствии 0,1M NaCl. Показано, что солевая экспозиция проростков в течение

суток вызывала кратковременное усиление экспрессии генов H
+-АТФазы. При отсутствии

солевой экспозиции оба препарата приводили к повышению экспрессии ее генов, которая со

временем снижалась. При односуточной солевой экспозиции проростков, выросших из обра-

ботанных препаратами семян, экспрессия генов этого энзима ослаблялась, тогда как при ее

продлении до 10 суток — усиливалась в варианте с метиуром. Таким образом, показанное

нами ранее положительное влияние этих препаратов, в частности метиура, на функцио-

нирование H
+-АТФазы в условиях солевого стресса не связано с усилением экспрессии ее

генов, а осуществляется, вероятно, на молекулярном уровне.
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N.O. Kovalenko, Т. A. Palladina

Plasma membrane H
+-ATPase gene expression in corn seedling root

cells under salt stress conditions and the action of bioactive preparations

Effect of preparations Methyure and Ivine used by seed soaking on the gene expression of plasma

membrane H
+-ATPase in corn seedlings exposed on 0.1M NaCl has been studied. It is found that

both preparations, especially Ivine, increase the gene expression of this enzymatic protein in roots

of one week seedling without salinity, but their effect disappears with age. NaCl exposition weakened

their positive effect which was retained in a some content at using Methyure only. The obtained

results have evidenced that a positive effect of these preparations, especially Methyure, on the plasma

membrane H
+-ATPase transport activity is not connected with increasing the gene expression and

can be realized on the molecular level.
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