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Експресiя генiв калiєвих каналiв родини ТРК

та Na
+/H+ обмiнника родини NHX ячменю за умов

сольового та водного стресiв

(Представлено академiком НАН України Я.Б. Блюмом)

Дослiджено вплив сольового та водного стресiв на характер експресiї генiв, що кодують
двопоровi калiєвi канали родини ТРК та Na+/H+ обмiнник HvNHX4, через рiзний про-
мiжок часу. Показано, що конститутивний рiвень експресiї генiв цих транспортних
бiлкiв є надзвичайно низьким. Вiдмiчено, що iндукцiя експресiї HvTPKb вiдбувається
через 8 год пiсля посадки проросткiв ячменю на середовище iз 10% полiетиленглiколем
(водний стрес). На вiдмiну вiд HvTPKb, рiвень експресiї HvTPKс був надзвичайно низь-
ким i не детектувався за допомогою ЗТ-ПЛР. Iндукцiя експресiї HvNHX4 вiдбувалася
через 24 год iнкубацiї на поживному середовищi iз 500 мМ NaCl. Таким чином, показа-
но, що сольовий та водний стреси можуть по-рiзному впливати на регуляцiю експресiї
генiв вищезазначених транспортерiв.

Зростаючий дефiцит води та засолення грунтiв є одними iз головних факторiв, що обме-
жують продуктивнiсть сiльського господарства та знижують бiорiзноманiття видiв. Роз-
виток сольового чи водного стресу супроводжується порушенням осмотичного та iонного
гомеостазу i виникненням вторинного оксидативного стресу [1]. Головним чинником нега-
тивних ефектiв сольового та водного стресiв є цитотоксичнiсть iонiв, а саме Na+ та Cl−. Na+

є головним елементом, що засолює грунти та може накопичуватись у небезпечних для рос-
лин концентрацiях. Цитотоксичнiсть Na+ полягає в тому, що вiн порушує перебiг багатьох
метаболiчних процесiв у клiтинi, i тому рослини еволюцiйно набули механiзмiв видалення
цього елемента назовнi чи у центральну вакуоль.

Виведення надлишкового Na+ назовнi клiтини вiдбувається за рахунок дiї Na+/H+ ан-
типортерiв системи SOS1 [1, 2]. Процес депозитування цього катiона у вакуоль здiйснюється
за допомогою Na+/H+ обмiнникiв родини NHX [3]. Iншим механiзмом позбавлення цитото-
ксичних ефектiв Na+ є пiдтримання високої концентрацiї K+ у цитоплазмi по вiдношенню
до Na+ [4, 5]. Транспортнi бiлки, що вiдповiдають за транспорт iонiв K+ в клiтинi, можуть
вiдповiдати саме за вищезгаданi процеси. Зокрема, заслуговують на увагу калiєвi канали
родини ТРК, що вiдповiдають за транспорт K+ мiж цитоплазмою та вакуолею чи iншими
мембранними компартментами клiтини [6, 7]. Нещодавно було показано, що рiвень траскри-
птiв гена NtTPK1a iз тютюну пiдвищується при гiперосмотичних умовах, а експресiя гена
ТРК каналу з тополi в клiтинах тютюну пiдвищувала їх стiйкiсть до сольового стресу [8, 9].

Метою цього дослiдження було з’ясування впливу сольового, водного та осмотичного
стресiв на регуляцiю та експресiю генiв двопорових калiєвих каналiв родини ТРК, а саме
HvTPKb та HvTPKc, та гена Na+/H+ обмiнника — HvNHX4.

Матерiали та методи. Експерименти проводили iз проростками ячменю (сорт Ярос-
лав) вiком 7 днiв, якi пророщували на рiдкому поживному середовищi Хогленда в гiдро-
поннiй культурi. Для проведення експерименту проростки ячменю переносили на свiже
середовище, що мiстило 500 мМ NaCl, 10% полiетиленглiколю з молекулярною масою 4000
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(PEG 4000, “Fluka”, Швейцарiя) чи звичайне середовище Хогленда (контроль). Для подаль-
шого аналiзу вiдбирали по п’ять рослин через 2, 8 та 24 год для кожного типу стресу
i вiдразу заморожували в рiдкому азотi.

Загальну РНК видiляли з тканин проросткiв ячменю за допомогою TRIzol-реагенту
(“Invitrogen”, США) вiдповiдно до iнструкцiй компанiї виробника. Кiлькiсний аналiз РНК
здiйснювали методом спектрофотометрiї. Iнтактнiсть отриманої РНК визначали шляхом
електрофорезу в 1% агарозному гелi.

Рiвень транскриптiв генiв HvTPKb, HvTPKc, HvNHX4 та гена α-тубулiну HvTubα оцi-
нювали за допомогою ЗТ-ПЛР iз використанням специфiчних праймерiв до кодуючої по-
слiдовностi кожного гена. Рiвень експресiї гена α-тубулiну був референтним [10].

Cинтез кДНК проводили за допомогою системи SuperScript III First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (“Invitrogen”, США). Рiвень експресiї HvTPKb, HvTPKc, HvNHX4 та
HvTubα оцiнювали за допомогою ПЛР. Для проведення ПЛР реакцiї до 50 мкл реакцiйної
сумiшi, що мiстила в собi 1xTaq ПЛР буфер, 200 мкМ дНТП сумiшi, та 0,5 мкл Taq-полi-
мерази (“Promega”, США), додавали 3 мкл реакцiйної сумiшi зворотної транскрипцiї. Про-
грама ПЛР амплiфiкацiї мала такi параметри: 95 ◦C 4 хв; 35 циклiв: 95 ◦C 30 с, 55 ◦C 30 с,
72 ◦C 30 с; 72 ◦C 7 хв. Специфiчнi праймери до HvTPKb:

HvTPKb_for CAAGGGGAAATCCACGTTTA та
HvTPKb_rev TCTCATCGATCTTCCCCATC;

до HvTPKc:
HvTPKc_for TACAAGGACCGCCTCATCTT та
HvTPKc_rev ATTCGGCCCTTCTTGATGT;

до HvNHX4 :
HvNHX4_for AGGACTTGGCTTGTCAGGAA та
HvNHX4_rev CCAACGTGTGACCAGCTATG;

до HvTubα:
HvTubα_for AATGCTGTTGGAGGTGGAAC та
HvTubα_rev GCTGCTCATGGTAAGCCTTC+.
Продукти ПЛР роздiляли в 1% агарозному гелi за наявностi бромистого етидiю.
Рiвень експресiї в рiзних типах тканин визначали шляхом аналiзу електрофореграм

методом денситометрiї за допомогою програми TotalLab (Великобританiя).
Усi дослiди виконували в трьох бiологiчних повтореннях.
Результати та обговорення. Проведенi нами експерименти показують, що сольовий

та водний стреси можуть по-рiзному регулювати експресiю генiв двопорових каналiв родини
ТРК та Na+/H+ обмiнникiв родини NHX. Цiкавим фактом є те, що конститутивний рiвень
експресiї генiв цих транспортних бiлкiв надзвичайно низький порiвняно з геном α-тубулi-
ну, що є референтним (рис. 1, 2). Вплив стресiв, що спричиняють осмотичний шок, може
iндукувати пiдвищення рiвня експресiї для HvTPKb та HvNHX4.

Як показують результати наших дослiджень, при дiї водного та сольового стресiв не
спостерiгається iндукцiї експресiї HvTPKc. Заслуговує на увагу те, що навiть сама iндукцiя
експресiї HvTPKb та HvNHX4 iстотно вiдрiзняється. Пiдвищення експресiї HvTPKb вiдбу-
вається при дiї водного стресу (середовище з вмiстом 10% полiетиленглiколю) через 8 год,
тодi як iндукцiя експресiї HvNHX4 — тiльки при дiї сольового стресу (500 мМ NaCl) че-
рез 24 год (див. рис. 1, 2). Тобто в першому випадку спостерiгається формування швидкої
вiдповiдi протягом 8 год на дiю водного стресу. Можна припустити, що iндукцiя експресiї
HvTPKb при водному стресi необхiдна для збагачення цитоплазми клiтин iонами K+, що
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Рис. 1. Результати ЗТ-ПЛР аналiзу експресiї генiв HvTPKb, HvNHX4 та HvTubα в проростках ячменю за
умов дiї сольового та водного стресу через рiзний iнтервал часу: а — профiль експресiї HvTPKb; б —
HvNHX4 ; в — HvTubα. М — маркер молекулярної маси ДНК; 1 — контроль 2 год; 2 — контроль 8 год; 3 —
контроль 24 год; 4 — 10% PEG 4000 2 год; 5 — 10% PEG 4000 8 год; 6 — 10% PEG 4000 24 год; 7 — 500 мМ
NaCl 2 год; 8 — 500 мМ NaCl 8 год; 9 — 500 мМ NaCl 24 год

Рис. 2. Кiлькiсний аналiз рiвня експресiї генiв HvTPKb (а) та HvNHX4 (б ) за рiзних умов культивування
проросткiв ячменю

має осмопротекторний ефект та мiнiмалiзує негативний вплив iнших цитотоксичних мо-
новалентних катiонiв на метаболiчнi процеси в клiтинi. Як було показано, експресiя цього
гена є тимчасовою i не спостерiгається пiсля 24 год культивування на середовищi iз полi-
етинглiколем. Можливо, що HvTPKb бере участь у первиннiй ланцi формування вiдповiдi
рослин на дiю водного стресу. Цiлком ймовiрно, що через 24 год функцiї протекцiї рослин
вiд водного стресу будуть виконувати вже iншi бiлки (див. рис. 1, 2).

На вiдмiну вiд HvTPKb, експресiя HvNHX4 пiдвищувалася тiльки пiсля 24 год культи-
вування на середовищi з пiдвищеним вмiстом NaCl. Це може свiдчити про те, що HvNHX4
бере участь у довготривалiй регуляцiї сольового стресу у рослин. Участь Na+/H+ обмiнни-
кiв родини NHX у формуваннi вiдповiдi на дiю сольового стресу була показана для багатьох
представникiв цiєї родини [1, 3]. Вiрогiдно, що HvNHX4 бере на себе роботу депозитування
Na+ у вакуоль чи iншi мембраннi компартменти клiтини i, таким чином, зменшує концент-
рацiю цього катiона в цитозолi, де проходять важливi метаболiчнi процеси.
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Таким чином, iндукторами експресiї генiв, що кодують HvTPKb, HvNHX4, є стреси рiз-
них типiв. Пiдвищення експресiї вiдбувається через рiзний промiжок часу, що вказує на
вiдмiннiсть процесiв, у яких беруть участь цi транспортнi бiлки. Вiдсутнiсть iндукцiї екс-
пресiї HvTPKc свiдчить про те, що двопоровий канал HvTPKc вiдiграє незначну роль або,
навiть, не впливає на формування вiдповiдi на дiю водного чи сольового стресу. Розумiння
процесiв регуляцiї i експресiї цих генiв є важливим елементом для подальшого вивчення
функцiй, клiтинної локалiзацiї та фiзiологiчної ролi цих транспортних бiлкiв. Такi дослiд-
ження допоможуть у майбутньому використовувати гени двопорових каналiв та Na+/H+

обмiнникiв як молекулярнi маркери для селекцiйних робiт та бiотехнологiчного покращення
важливих агрохарактеристик сiльськогосподарських рослин.
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С.В. Исаенков, Е. Е. Красноперова

Експрессия генов калиевых каналов семейства ТРК и Na
+/H+

обменника семейства NHX ячменя в условиях солевого и водного
стрессов

Исследовано влияние солевого и водного стрессов на характер экспрессии генов, кодирующих
двупоровые калиевые каналы семейства ТРК и Na+/H+ обменник HvNHX4, через разный
интервал времени. Показано, что конститутивный уровень экспрессии генов этих транс-
портных протеинов очень низкий. Отмечено, что индукция экспрессии HvTPKb наблюдает-
ся через 8 ч после посадки проростков ячменя на среду, содержащую 10% полиэтиленгликоля
(водный стресс). По сравнению с HvTPKb уровень экспрессии HvTPKс был чрезвычайно низ-
кий и не детектировался с помощью ОТ-ПЦР. Индукция экспрессии HvNHX4 наблюдалась
через 24 ч на культивационной среде, содержащей 500 мМ NaCl. Таким образом, показано,
что солевой и водный стрессы могут по-разному влиять на регуляцию экспрессии генов
указанных транспортеров.
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S.V. Isayenkov, Е. Е. Krasnoperova

The expression profiles of genes encoding the potassium TPK channels
and NHX Na

+/H+ exchanger in barley under salinity and water stress
conditions

The influences of high salinity and water stresses on the gene expression profiles of genes enco-
ding two-pore potassium TPK channels and NHX Na+/H+ exchanger through the time course are
investigated. The constitutive gene expression levels of these genes were very low. After 8 hours
of the barley shots cultivation on a medium with 10% PEG 400 (water stress), the induction of
HvTPKb gene expression is observed. In comparison with HvTPKb, the expression level of HvTPKс
was extremely low. The induction of HvNHX4 expression occurred after 24 hours of cultivation on
500 mМ NaCl. Thus, it is shown that the salinity and water stresses can differently regulate the
expression profiles of genes encoding these transporters.
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