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Делеційний аналіз промотора був використаний для картування елементів відповідаль­
них за індукцію гена аскорбат пероксидази 2 (Арх2) Arabidopsis thaliana за дії сольово­
го стресу. Різні фрагменти промотора поєднували з сигнальним геном uidA, отримані 
конструкції переносили в рослини Arabidopsis  thaliana за допомогою Agrobacterium. 
Трансгенні рослини обробляли розчинами 50 чи 100 мМ NaCl. Після обробки промотор 
Apx2 активувався в замикаючих клітинах продихів, гідатодах, а також у васкулярних та 
мезофільних тканинах листків. Ідентичний характер експресії спостерігали і після об­
робки 10 чи 50 мМ CaCl2, що вказує на участь Са-залежних сигнальних шляхів в індукції 
Apx2. Механічне пошкодження листків суттєво посилювало індукцію Apx2 в умовах со­
льового стресу. Тканиноспецифічність транскрипції Apx2 контролюється різними час­
тинами промотора.

Ключові слова: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., аскорбат пероксидаза, регуляція тран­
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Вступ. Рослини постійно зазнають впливу стресових чинників абіотичної та 
біотичної природи. За дії різних форм абіотичного стресу (світловий стрес 

або надмірна інсоляція, сольовий, високо- та низькотемпературний стреси, по­
суха) в рослинних клітинах зростає продукція активних форм кисню (АФК), до 
яких належать синглентний кисень (1О2), супероксидний аніон-радикал (О2

•–), 
пероксид водню (Н2О2), гідроксильний радикал (•ОН) тощо [1–4]. Найстабіль­
нішим із АФК є Н2О2, який завдяки цьому та здатності проходити через мемб­
рани має великий радіус дії та може пошкоджувати макромолекули декількох 
сусідніх клітин [5]. Збільшення концентрації АФК у рослинних тканинах призво­
дить до оксидативного стресу, що полягає в окисному порушенні ліпідів, біл­
ків і нуклеїнових кислот [1]. У рослин внутрішньоклітинний рівень Н2О2 та інших 
АФК контролюється антиоксидантними ферментами [3] та низькомолекуляр­
ними сполуками [2, 6, 7].

Аскорбат пероксидази (АРХ, EC 1.11.1.11), гваякол пероксидази (POD, EC 
1.11.1.7) та каталази (САТ, EC 1.11.1.6) є головними ферментами рослинної 
клітини, що знешкоджують Н2О2 [3, 8]. Вважається, що у зелених тканинах рос­
лин основною групою антиоксидантних ферментів, які утилізують Н2О2 є АРХ 
[8]. АРХ локалізовані в різних клітинних компартментах і розщеплюють Н2О2, 
використовуючи аскорбат як відновник [8–10]. Встановлено, що у різних ви­
дів рослин загальна активність АРХ змінюється у відповідь на посуху, світловий, 
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Раніше нами було встановлено, що 
промотор гена Аpx2 складається як міні­
мум із двох функціональних ділянок, одна 
з яких, що знаходиться на відстані між -322 
та -253 пн вище старт-кодону, забезпе­
чує індукцію промотора в умовах тепло­
вого стресу, тоді як проксимальна частина 
промотора виконує енхансерну функцію 
[21]. Для більш поглибленого розумін­
ня структурно-функціональної організації 
промотора Аpx2 ми вирішили дослідити 
його індукцію за дії інших форм абіотично­
го стресу, повязаних із зростанням вну­
трішньоклітинного рівня Н2О2, зокрема – 
за дії сольового стресу.

Матеріали і методи
Для дослідження структурно-функціо­

нальної організації промотора Аpx2 
було використано набір трансгенних лі­
ній A.  thaliana, які містять сигнальний ген 
uidA, що кодує фермент β-глюкоронідазу 
(GUS, EC 3.2.1.31), під контролем окре­
мих ділянок промотора Аpx2. Повно­
мірний промотор гена Аpx2, який являє 
собою ділянку розміром 741 пн перед 
старт-кодоном, було ампліфіковано за 
допомогою ПЛР із застосуванням термо­
стабільної ДНК-полімерази hot-start Pfu-
polymerase та клоновано у бактеріаль­
ному векторі pLitmus38 [21]. Отриманий 
клон було використано для створення се­
рії делецій промотору розміром 405, 322 
та 253 пн перед старт-кодоном. Ідентич­
ність всіх ділянок промотора була підтвер­
джена контрольним секвенуванням. Кож­
ний з фрагментів промотора було “зшито” 
із сигнальним геном GUS (рис. 1) у скла­
ді бінарного вектора pGPTV-BAR [22] та 
трансформовано у A. thaliana (екотип С24) 
за допомогою Agrobacterium [23]. Попе­
редній скринінг рослин-трансформантів 
проводили у двотижневому віці шля­
хом тестування на стійкість до гербіциду  
БАСТА. Остаточну перевірку позитивних 

температурний та сольовий стреси [7, 11, 
12].

У рослин АРХ кодуються мультигенною 
родиною, яка в Arabіdopsis  thaliana  (L.) 
Heynh. налічує 9 генів, що кодують цито­
зольні (АРХ1, АРХ2, АРХ6), хлоропластні 
(стромальна sАРХ та тилакоїдна tАРХ), мі­
тохондріальну (АРХ7) та пероксисомаль­
ні (АРХ3, АРХ4, АРХ5) ізоформи [3, 10, 11, 
13, 14]. Наявність декількох ізоформ АРХ 
вказує на їх індивідуальну спеціалізацію, 
яка пов’язана з функціонуванням у різних 
клітинних компартментах, диференцій­
ною експресією в онтогенезі [8–10, 12]. 
На відміну від інших членів цієї мультиген­
ної родини, Арх2 (At3g09640) являє со­
бою типовий стресовий ген, який майже 
не транскрибується за нормальних умов 
культивування A.  thaliana. Проте рівень 
транскрипції гена Арх2 різко зростає за дії 
надмірної інсоляції [15], підвищених тем­
ператур [12] та, меншою мірою – при ме­
ханічному пошкодженні тканин [16]. У лі­
тературі є також вказівки на те, що тран­
скрипція гена Арх2 може відбуватись у 
відповідь на холодовий, осмотичний та со­
льовий стреси [17–19].

Механізм стресової індукції гена Арх2 
та участь у цьому різних ланцюгів переда­
чі сигналів залишається вивченими лише 
фрагментарно. Встановлено, що рівень 
транскрипції Арх2 змінюється залежно 
від окисно-відновного статусу пулу плас­
тохінону (PQ) у хлоропластах, внутріш­
ньоклітинної концентрації Н2О2 та абсци­
зової кислоти (АВА) [15, 16, 20]. Вважа­
ється, що експресія Арх2 контролюється 
транскрипційними факторами з групи HSF 
(Heat Shock Transcription Factor) [12] та 
Zat10 [18]. Проте все ще залишається не­
зрозумілим, які саме ділянки промотора 
Аpx2 відповідають за індукцію цього гена 
у відповідь на різні стресові впливи. Не 
з’ясованою залишається і тканиноспеци­
фічність стресової відповіді.
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ли корені та занурювали місце зрізу в роз­
чин солі. У попередніх дослідах було вста­
новлено, що застосування більш високих 
концентрацій солей призводило до втрати 
тургору та загибелі рослин протягом 2 год. 
Контрольні рослини інкубували на середо­
вищі Мурасіге-Скуга без додавання NaCl 
та CaCl2.

Експресію сигнального гена uidA у тка­
нинах A.  thaliana виявляли цитохімічно з 
використанням хромогенного субстра­
ту X-GlcА (5-бромо-4-хлоро-індоліл-β-
D-глюкуронова кислота). Для цього рос­
лини після стресової обробки занурюва­
ли в фарбуючий розчин, що містив 50 мМ 
Na-фосфат (pH 7,0), 1 мМ X-GlcА, 0,15 % 
Тритон Х-100, 0,5 мМ K3Fe(CN)6, 0,5 мМ 
K4Fe(CN)6, піддавали вакуум-інфільтрації 
та витримували в термостаті за 37 оС про­
тягом 24 год до появи синього забарвлен­
ня в тканинах, де відбулась експресія кон­
структу Аpx2::uidA [24]. Від хлорофілу рос­
лини відмивали 70 % розчином етанолу. 
Зразки зберігали в 70% розчині етанолу.

трансформантів на присутність та інтак­
тність відповідної ділянки промотора здій­
снювали за допомогою ПЛР. Враховуючи, 
що рівень індукції трансформованого про­
мотора може залежати від місця інтегра­
ції у геном та можливого зниження рівня 
експресії внаслідок сайленсінга, для кож­
ного варіанта рекомбінантного конструкту 
було досліджено як мінімум три незалежні 
трансгенні лініі A. thaliana.

Рослини вирощували в культиваційній 
кімнаті у ґрунті за температури 19–20°С, 
відносної вологості повітря 60–70 % в умо­
вах 16-годинного світлового дня. Освітле­
ність 2000 люкс. Для індукції стресової від­
повіді перед стресовою обробкою рослини 
продовжували культивувати за 28 оС про­
тягом 3 діб [12].

Рослини на стадії 4–6 листків піддава­
ли сольовому стресу. Стресову обробку 
проводили в темряві протягом 4, 8 або 16 
год у 0,5-кратному поживному середови­
щі Мурасіге-Скуга із додаванням 50 і 100 
мМ NaCl або 10 і 50 мМ CaCl2. Для прове­
дення сольового стресу в рослин відріза­

Рис. 1. Структура рекомбінантних конструктів на основі бінарного вектора pGPTV-BAR, які були застосовані для 
дослідження будови промотора Арх2. Потенційний ТАТА-бокс знаходиться на відстані -177 пн від старт-кодону 
Арх2. Сигнальний ген uidA кодує b-глюкоронідазу (GUS), а селективний ген bar забезпечує стійкість трансгенних 
рослин до гербіциду BASTA
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у якої стрес-залежна експресія у провід­
них тканинах центральної частини розет­
ки була виражена навіть краще, ніж у ліній 
з повномірним промотором (рис. 3). У клі­
тинах продихів та у мезофілі листків екс­
пресії не спостерігалось. Найменший з до­
сліджених фрагментів промотору – 253 пн 
забезпечував експресію лише у гідатодах 
сім’ядоль і листків. Отже, експресія Аpx2 
у різних тканинах залежить від різних діля­
нок промотора, що вказує на імовірне за­
лучення різних сигнальних шляхів.

Рис. 3. Характер експресії сигнального гена uidA 
під контролем фрагмента промотора Арх2 розміром 
322 пн у гідатодіх листків та провідних тканинах паго­
нів A. thaliana (лінія 32-10) після обробки 50 mM NaCl 
(а, б) або 10 mM CaCl2 (в, г) протягом 4 год

Відомо, що в умовах сольового стресу 
клітина транспортує надлишок іонів Na+ у 
вакуолі, в той час як іони Ca2+, які локалі­
зовані у вакуолях, – у цитозоль. Вихід іонів 
Ca2+ у цитозоль призводить до активації 
Ca-залежних сигнальних шляхів і в кінце­
вому рахунку – до змін у транскрипції ряду 
генів. Проте індукція генів сольвого стре­
су може також відбуватись шляхом актива­
ції Ca-незалежних сигнальних шляхів [25]. 
Для того, щоб встановити, чи виявлена 
нами індукція Аpx2 за дії сольового стресу 
пов’язана з активацією Ca-залежних сиг­
нальних шляхів, на наступному етапі наших 
досліджень було перевірено, як оброб­
ка A. thaliana солями Ca впливає на тран­

Результати та обговорення
На першому етапі наших експериментів 

було досліджено вплив підвищених кон­
центрацій NaCl на експресію гена Аpx2. 
Отримані результати свідчать, що сольо­
вий стрес призводить до індукції Аpx2 у 
тканинах надземної частини A.  thaliana. 
Зокрема, повнорозмірний промотор гена 
Аpx2 забезпечує експресію репортерно­
го гена uidA у провідних тканинах та мезо­
філі основи розетки, черешків та листків 
A. thaliana (рис. 2).

Рис. 2. Характер експресії сигнального гена uidA під 
контролем повномірного промотора Арх2 у тканинах 
листків A. thaliana (а-в – різні частини листової плас­
тинки, г – продихи) після обробки 100 mM NaCl про­
тягом 16 год

У рослин, які містили ген uidA під конт­
ролем фрагментів промотора Аpx2 розмі­
ром -405, -322 та -253 пн також виявлено 
індукцію репортерного гена за дії сольо­
вого стресу. Зокрема, у варіанті досліду з 
фрагментом промотора -405 пн для двох 
із трьох протестованих ліній було знайде­
но експресію конструкту Аpx2::uidA у ме­
зофілі та провідних тканинах листків після 
впливу 50 та 100 мМ NaCl. При досліджен­
ні трансгенних рослин A. thaliana, що міс­
тили сигнальний ген під контролем фраг­
мента промотора -322 пн, експресію було 
знайдено у гідатодах сім’ядоль і листків та 
у провідних тканинах стебла і листків. При 
цьому нам вдалося виявити лінію 32-10, 
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стресу, але абсолютний рівень активності 
GUS різко знижувався зі зменшенням роз­
міру промоторного фрагмента [21]. На від­
міну від сольового, тепловий стрес не ви­
кликав достовірної індукції репортерно­
го гена під контролем -253 пн фрагмента 
промотора Аpx2. Це дозволило припусти­
ти, що промоторні елементи, які забезпе­
чують термозалежну індукцію Арх2, мають 
знаходитись у ділянці промотора між -322 
та -253 пн вище старт-кодону, але для за­
безпечення високого рівня експресії гена 
Аpx2 необхідна присутність повного про­
мотора, що вказує на енхансерну функцію 
його проксимальної частини [21]. В ціло­
му, інтенсивність експресії Аpx2 у різних 
тканинах відрізняється за дії різних форм 
абіотичного стресу.

Як отримані нами, так і наявні в літе­
ратурі дані свідчать, що індукція промо­
тора Аpx2 має місце за дії світлового, со­
льового, теплового та механічного стре­
сів. Спільною рисою всіх цих видів стресу 
є підвищення внутрішньоклітинного рів­
ня Н2О2 [4, 16, 25]. Відповідно, склада­
ється враження, що індукція гена Аpx2 за­
лежить саме від цього параметру. На під­
твердження такої точку зору можна також 
привести дані, що в умовах надмірної інсо­
ляції експресія Аpx2 у васкулярних ткани­
нах пов’язана з підвищенням рівня Н2О2 у 
клітинах, які оточують судинні пучки лист­
ка [26]. Індукція Аpx2 у травмованих тка­
нинах листків A. thaliana на світлі відбува­
ється внаслідок порушення електронно-
транспортного ланцюга в хлоропластах, 
що призводить до посилення генерації 
Н2О2 [16]. Нами також було доведено, що 
Н2О2 є індуктором Аpx2, а зростання вну­
трішньоклітинного рівня Н2О2 є переду­
мовою ефективної експресії Аpx2 за дії 
теплового стресу [4]. Існує припущення, 
що стрес-індуковане тканиноспецифіч­
не зростання рівня внутрішньоклітинного 
Н2О2 муже бути частиною системного сиг­

скрипцію цього гена. Встановлено, що при 
обробці СаСl2 інтенсивність та характер 
тканиноспецифічної експресії сигнального 
гена у дослідах з фрагментами промотора 
різного розміру була практично такою, як і 
в дослідах з NaCl (pис. 3). Отже, отримані 
нами дані вказують на участь Ca-залежних 
сигнальних шляхів у індукції Аpx2 за дії со­
льового стресу.

Слід зазначити, що в окремих випад­
ках для всіх досліджених фрагментів про­
мотора ми спостерігали підсилення екс­
пресії репортерного гена uidA у листках і 
сім’ядолях рослин A.  thaliana, які під час 
маніпуляцій протягом експерименту за­
знали механічного пошкодження. Рані­
ше було встановлено, що за дії світлово­
го стресу поранення підсилювало при­
близно в 10 разів експресію Аpx2 у листках 
A.  thaliana [16]. При цьому індукція Аpx2 
за дії лише поранення (тобто за відсутнос­
ті надмірного освітлення) була настільки 
малою, що її вдалось довести лише з ви­
користанням ПЛР. Отримані нами дані вка­
зують, що підсилення експресії Аpx2 має 
місце також і в умовах сольового стресу, 
що вказує на спільність регуляції стресо­
вої відповіді за дії світлового та сольового 
стресів.

У наших попередніх дослідженнях було 
встановлено, що промотор Аpx2 забезпе­
чує високий рівень експресії сигнального 
гена в умовах теплового стресу за 37 оС. 
Вивчення тканиноспецифічності експресії 
показало, що в рослин A. thaliana на стадії 
4 листків тепловий стрес активує промотор 
гена Аpx2 у першу чергу в меристемах ко­
реня та пагона, у примордіях і у всіх кліти­
нах наймолодших листків та в замикаючих 
клітинах продихів листків і стебла, а також 
у гідатодах та васкулярних тканинах паго­
на і кореня. У рослин, які містили ген uidA 
під контролем -405, -322 та -253 пн фраг­
ментів промотора Аpx2 також відбувалась 
індукція сигнального гена за дії теплового 
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Подяки
Частина використаних у дослідженнях 

трансгенних ліній A.  thaliana було отри­
мано авторами у співробітництві з проф. 
Ф.  Шофлем (Тюбінген, Німеччина).
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Висновки
В умовах сольового стресу відбува­

ється індукція промотора Аpx2 в листках 
A.  thaliana, що вказує на участь фермен­
ту АРХ2 у відповіді рослинної клітини на 
дію засолення. Індукція Аpx2 за дії сольо­
вого стресу пов’язана з активацією Ca-
залежних сигнальних шляхів. Експресія 
Аpx2 у різних тканинах контролюється різ­
ними ділянками промотора.
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кое повреждение листьев существенно усили­
вало индукцию Apx2 под воздействием соле­
вого стресса. Тканеспецифичность транскрип­
ции Apx2 контролируется различными частями 
промотора.
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Promoter deletion analysis was applied for map­
ping of sequence elements responsible for the 
induction of the gene coding for ascorbate per­
oxidase 2 (APX2) of Arabidopsis  thaliana upon 
salt stress. Different fragments of Apx2 promot­
er were fused with the reporter gene uidA and re­
sultant constructs were transferred in Arabidop­
sis thaliana plants via Agrobacterium. Transge­
nous plants were treated with 50 or 100 мМ NaCl 
solutions. After treatment the Apx2 promoter 
was activated in the guard cells, gidatods and in 
vascular and mesophilic tissues of leaves. The 
same expression pattern was also observed af­
ter application of 10 and 50 mM CaCl2 indicat­
ing involvement of the Ca-dependent signal­
ing pathway in the induction of Apx2. Wounding 
of leaves significantly enhance the induction of 
Apx2 upon salt stress. Tissue-specificity of Apx2 
transcription appears to be under the control of 
different promoter elements.

Key words: Arabidopsis  thaliana  (L.)  Hey
nh., ascorbate peroxidase, regulation of 
transcription, salt stress.
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Делеционный анализ промотора был ис­
пользован для картирования элементов 
ответственных за индукцию гена аскорбат 
пероксидазы 2 (APX2) Arabidopsis  thaliana 
под действием солевого стреса. Различные 
фрагменты промотора сливали с сигнальным 
геном uidA, полученные конструкции пере­
носили в растения Arabidopsis  thaliana с по­
мощью Agrobacterium. Трансгенные расте­
ния обрабатывали растворами 50 или 100 мМ 
NaCl. После обработки промотор Apx2 активи­
ровался в замыкающих клетках устьиц, гидато­
дах, а также в васкулярных и мезофильных тка­
нях листьев. Идентичный характер экспрессии 
наблюдался и после обработки 10 или 50 мМ 
CaCl2, что указывает на участие Ca-зависимых 
сигнальных путей в индукции Apx2. Механичес­


