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Растения кукурузы Zea mays L. чувствительны ко многим стрессовым факторам, вызывающим 
избыточное образование активных форм кислорода, механизм нивелирования воздействия ко-
торых на организм включает фермент монодегидроаскорбатредуктазу (MDHAR; EC 1.6.5.4), 
катализирующий восстановление монодегидроаскорбиновой кислоты до аскорбата. В  геноме 
кукурузы известно четыре гена ZmMDHAR1–ZmMDHAR4, различающихся внутриклеточной ло-
кализацией кодируемых белков MDHAR. В данной работе был идентифицирован новый ген се-
мейства – ZmMDHAR5 (Zm00001d017786; LOC100193942), кодирующий близкий структурный го-
молог пероксисомального ZmMDHAR3. Сделано предположение, что ZmMDHAR5 может иметь 
функции, близкие к хлоропласт-митохондриальным MDHAR. Дифференциальная экспрессия 
генов ZmMDHAR1–ZmMDHAR5 в проростках кукурузы в ответ на различные стрессовые факторы 
позволила также предположить важное участие ZmMDHAR4 и ZmMDHAR5 в ответе на экзогенную 
абсцизовую кислоту, низкие температуры и обезвоживание; ZmMDHAR1 и ZmMDHAR3 – на соле-
вой стресс; ZmMDHAR2 – на избыток соли и дефицит воды.
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ВВЕДЕНИЕ
Метаболизм кислорода у аэробных организ-

мов, в том числе у растений, приводит к обра-
зованию активных форм кислорода (АФК), 
избыток которых индуцирует повреждение, на-
рушение функций и гибель клеток за счет окис-
ления нуклеиновых кислот, липидов, белков 
и полисахаридов [1]. У  растений способность 
нивелировать эффекты АФК считается одним 
из наиболее важных факторов, определяющих 
устойчивость к различным стрессам, и первая 
линия защиты представлена антиоксидантами. 
Механизмы устранения эффектов АФК включа-
ют ферменты (например, супероксиддисмутазы, 
пероксидазы, глутатион-S-трансферазы, аскор-
батпероксидазы и пр.), а также неферментные 
компоненты, такие как алкалоиды, флавонои-
ды, каротиноиды и др. Важнейшим компонен-

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи: 10.31857/S0015330324010067

том антиоксидантной системы растения счита-
ется L-аскорбиновая кислота (АК, витамин С), 
которая связывается с АФК (супероксидом 
кислорода, перекисью водорода и радикалом 
токоферола), восстанавливая их [2, 3]. Под дей-
ствием аскорбатпероксидаз и аскорбатоксидаз 
образуется промежуточная окисленная фор-
ма АК  – L-монодегидроаскорбиновая кислота 
(MDHA), которая затем может перейти в другую 
окисленную форму  – L-дегидроаскорбиновую 
кислоту (DHA) [3]. Восстановление MDHA и 
DHA до аскорбата катализируется ферментами 
монодегидроаскорбатредуктазой (MDHAR; EC 
1.6.5.4) и дегидроаскорбатредуктазой (DHAR; 
EC 1.8.5.1) соответственно [3].

Монодегидроаскорбатредуктазы различа-
ются по локализации в хлоропластах, митохон-
дриях, пероксисомах и цитозоле, и кодирую-
щие их гены идентифицированы и описаны у 
многих видов растений [4–6]. Различные абио-
тические и биотические стрессы оказывают су-
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щественное влияние на уровни транскрипции 
генов MDHAR и активность кодируемых фер-
ментов  [1,  4, 7–10]. Например, в ответ на со-
левой стресс у лука репчатого (Allium cepa L.) 
выявлено увеличение активности MDHAR в 
симпласте корня и листа [11]. В ответ на зара-
жение грибным патогеном Puccinia striiformis в 
растениях пшеницы (Triticum aestivum L.) растет 
экспрессия гена TaMDHAR4 [7]. Сверхэкспрес-
сия гена MDHAR томата (Solanum lycopersicum 
L.) и мангрового дерева (Acanthus ebracteatus) 
повышает устойчивость к солевому стрессу у 
табака (Nicotiana) [12] и риса (Oryza sativa L.) 
[13] соответственно.

В геноме кукурузы (Zea mays L.) иден-
тифицированы гены основных ферментов 
путей биосинтеза и рециклинга АК, в том 
числе четыре гена, кодирующие монодегидро-
аскорбатредуктазы различной клеточной ло-
кализации: ZmMDHAR1 (GRMZM2G084881), 
ZmMDHAR2 (GRMZM2G134708), ZmMDHAR3 
(GRMZM2G320307) и ZmMDHAR4 
(GRMZM5G828229) [14–17]. Показано, что белки 
MDHAR и DHAR вовлечены в поддержание коли-
чества АК в эндосперме зерна кукурузы в процес-
се созревания [15]. Кроме того, после заражения 
зерна грибами Fusarium proliferatum, F. subglutinans 
и Aspergillus flavus наблюдается значительное сни-
жение ферментной активности MDHAR [8].

В данной работе был идентифицирован но-
вый ген монодегидроаскорбатредуктазы кукуру-
зы  – Zm00001d017786 (LOC100193942), являю-
щийся гомологом гена ZmMDHAR3. Данный ген, 
ZmMDHAR5, был охарактеризован в сравнении 
с известными членами семейства ZmMDHAR, в 
том числе по ответу на экзогенное воздействие 
абсцизовой кислоты (АБК) и абиотические 
стрессовые факторы (низкую положительную 
температуру, водный дефицит и избыток соли) в 
листьях проростков кукурузы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Идентификация и структурная характеристи-
ка генов MDHARs. Поиск последовательностей 
генов монодегидроаскорбатредуктаз проводи-
ли в геноме кукурузы Z. mays (сорт B73) (сборка 
GCF_902167145.1). В качестве референсных по-
следовательностей использовали мРНК генов се-
мейства MDHAR Arabidopsis thaliana L. AtMDHAR1 
(AT3G52880.1), AtMDHAR2 (AT5G03630), 
AtMDHAR3 (AT3G09940), AtMDHAR4 
(AT3G27820), AtMDHAR6 (AT1G63940).

Выравнивание и структурно-филогенетиче-
ский анализ нуклеотидных и белковых после-
довательностей проводили в программе MEGA 
7.0 (https://www.megasoftware.net/). Для  харак-
теристики экзон-интронной структуры генов 
использовали данные NCBI (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/gene/). Консервативные домены 
и мотивы белков определяли с помощью про-
грамм NCBI-CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/wrpsb.cgi) и MEME  5.1.1 (http://
meme-suite.org/tools/meme) в сопоставлении 
с литературными данными. Поиск трансмем-
бранных спиралей, транспортных и сигналь-
ных пептидов и доменов связывания с ко-
факторами проводили на серверах TMHMM 
server 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/
services/TMHMM-2.0/), TargetP-2.0 (https://
services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/) 
и Cofactory-1.0 (https://services.healthtech.dtu.
dk/service.php?Cofactory-1.0) соответственно. 
Молекулярный вес и изоэлектрическую точку 
(pI) белков рассчитывали с помощью ExPASy 
(https://web.expasy.org/protparam/), внутрикле-
точную локализацию предсказывали с помощью 
WoLF PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/).

Растительный материал, воздействие стрес-
совых факторов. В  работе были использованы 
растения кукурузы сорта B73 (семена предостав-
лены Всероссийским институтом генетических 
ресурсов растений им. Н.И. Вавилова). Расте-
ния выращивали в условиях эксперименталь-
ной установки искусственного климата (ЭУИК, 
ФИЦ Биотехнологии РАН; день/ночь – 16/8 ч, 
22/16°С; освещенность 190 мкМ/(м2 с)) в тече-
ние 30 дней до стадии 3–4 листьев.

Полученные растения использовали для ана-
лиза реакции на стресс. Обработку холодом про-
водили при температуре 3°С в климатической 
камере (остальные условия выращивания преж-
ние; контроль  – необработанные растения). 
Воздействие АБК осуществляли опрыскивани-
ем опытных растений водным 100 мкМ раство-
ром АБК согласно [18, 19] (контроль – растения, 
опрысканные водой). Для  анализа влияния во-
дного дефицита и избытка соли опытные и кон-
трольные растения извлекали из почвы, корни 
отмывали дистиллированной водой и перено-
сили на жидкие МС-среды, содержащие (в слу-
чае опытных растений) 10% полиэтиленгликоля 
(ПЭГ-6000; дефицит воды) или 250 мМ NaCl 
(избыток соли) соответственно.

Листья собирали через 6 и 24 ч после каждой 
обработки (контроль и опыт) и замораживали 
(–80°С) до дальнейшего анализа. Опыты про-
водили в двух биологических и трех технических 
повторах. Собранный растительный материал 
измельчали растиранием в жидком азоте и ис-
пользовали для выделения суммарной РНК с 
последующей очисткой от примесей ДНК (на-
боры RNeasy Plant Mini Kit и RNase free DNasy 
set; “QIAGEN”, Германия). На  основе полу-
ченных препаратов РНК синтезировали кДНК 
(набор GoScriptтм Reverse Transcription System, 
“Promega”, США). Концентрации РНК и кДНК 
определяли количественно с помощью флуо-
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риметрии (Qubit Fluorometer, “Thermo Fisher 
Scientific”, США).

Определение профиля экспрессии генов 
MDHAR. Профиль экспрессии генов семейства 
MDHAR определяли методом количественной 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Для этого 
на основе идентифицированных кодирующих 
последовательностей генов MDHAR были разра-
ботаны специфичные праймеры (Дополнитель-
ные материалы, табл. 1). Относительный уровень 
экспрессии исследуемых генов MDHAR оцени-
вали, используя референсный ген polyubiquitin 
(GRMZM2G419891). Для ПЦР-РВ использовали 
3 нг кДНК, набор “Реакционная смесь для про-
ведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR GreenI и 
ROX” (ООО “Синтол”, Россия) и термоциклер 
CFX96 Real-Time PCR Detection System (“Bio-
Rad Laboratories”, США). Реакции проводили в 
двух биологических и трех технических повторах 
в следующих условиях: 95°C – 5 мин.; 40 циклов 
(95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Для визуализации дан-
ных и статистической обработки результатов 
использовали программу GraphPad Prism v. 8 
(https://www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее в геноме кукурузы было идентифи-

цировано четыре гена монодегидроаскорбатре-
дуктаз, локализованные на хромосомах 2, 4, 5 и 
10  [14]. В  результате поиска в геноме кукурузы 
B73 (GCF_902167145.1) на хромосоме 5 был най-
ден новый, не охарактеризованный ген семей-
ства MDHAR – Zm00001d017786 (LOC100193942), 
получивший название ZmMDHAR5 (табл. 1). 
Ген  ZmMDHAR5 размером 2437 п.н. включает 
7 экзонов, составляющих 1506 нуклеотидов ко-
дирующей последовательности, что соответству-

ет белку длиной 501 а.о. Ближайшим гомоло-
гом ZmMDHAR5 является белок ZmMDHAR3 
(идентичность последовательностей 66%), 
тогда как степень идентичности с остальны-
ми белками семейства ZmMDHAR составила 
51% (ZmMDHAR1), 53% (ZmMDHAR2) и 43% 
(ZmMDHAR4).

Было обнаружено, что ген ZmMDHAR5 ло-
кализован в непосредственной близости от гена 
ZmMDHAR3, и расстояние от последнего экзона 
ZmMDHAR3 до первого экзона ZmMDHAR5 со-
ставляет 849 п.н. (в геноме сорта B73). Структу-
ра фрагмента хромосомы 5, включающего оба 
гена и спейсер между ними, была проанализи-
рована в геномах 35 генотипов кукурузы, вклю-
чая 33 образца Z. mays ssp. mays, а также образцы 
дикой кукурузы (Z. mays ssp. mexicana и Z. mays 
ssp. parviglumis), доступные в NCBI. В результате, 
исходя из структуры анализируемого фрагмен-
та, образцы были разделены на четыре группы 
(табл. 2, рис. 1). Вариант 1, куда вошел сорт B73, 
оказался наиболее часто встречающимся (15 
образцов) и соответствовал наименьшей длине 
фрагмента и межгенного спейсера. Вариант 2, 
где фрагмент был почти в два раза длиннее ва-
рианта 1 за счет увеличения (в ~7.5 раз) интрона 
1 гена ZmMDHAR3, был найден у двух образцов. 
Вариант 3 (10 образцов) превышал вариант 1 в 
~3.5 раза в связи с удлинением межгенного спей-
сера (в ~19 раз). Вариант 4 (8 образцов) был еще 
протяженнее варианта 1 (в ~4 раза) вследствие 
увеличения последнего интрона ZmMDHAR3 и 
межгенного спейсера (табл. 2, рис. 1).

Аминокислотная последовательность 
ZmMDHAR5 содержала, как и остальные бел-
ки ZmMDHAR, каталитический домен Pyr_
redox_2 (pfam07992) (рис. 2), специфичный для 
семейства пиридиннуклеотиддисульфидокси-

Таблица 1. Структурная характеристика семейства ZmMDHAR кукурузы (сорт B73)

Ген* NCBI Gene ID Локализация в геноме Ген, 
п.н.

Количество 
экзонов

кДНК, 
нукл

Белок, 
а.о.

MW, 
kDa pI

ZmMDHAR1 LOC100501585/ 
GRMZM2G084881

chr2: 
170092027..170096426 4400 10 1308 435 46.7 5.45

ZmMDHAR2 LOC100382120/ 
GRMZM2G134708

chr4: 
55570443..55574412 3970 9 1302 433 46.5 5.60

ZmMDHAR3 LOC100279805/ 
GRMZM2G320307

chr5: 
209360354..209364879 4526 7 1437 478 51.9 8.54

ZmMDHAR4 LOC100272772/ 
GRMZM5G828229

chr10: 
83203457..83207657 4201 17 1500 499 53.8 8.66

ZmMDHAR5 LOC100193942/ 
Zm00001d017786

chr5: 
209357068..209359504 2437 7 1506 501 53.7 7.66

Примечание: * – названия генов ZmMDHAR1–ZmMDHAR4 даны в соответствии с [14].
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доредуктаз и включающий сайты связывания с 
кофакторами FAD/NAD(P)H [9]. Анализ после-
довательностей белков ZmMDHAR в програм-
ме Cofactory-1.0 идентифицировал по два сайта 
связывания с кофакторами FAD/NAD(P)H у 
каждого из пяти белков (рис. 2). При  этом оба 
сайта содержали консенсус GxGxxG/GxGxxxG 
(рис. 2), характерный для FAD/NAD(P)H-свя-
зывающих доменов [20].

С целью определения внутриклеточной ло-
кализации белков ZmMDHAR был проведен 
анализ возможного присутствия в их последо-
вательности трансмембранных α-спиралей, 
митохондриального и хлоропластного транс-
портных пептидов или мотивов, характерных 
для специфичной локализации монодегидро-
аскорбатредуктаз. В  результате было предска-
зано, что ZmMDHAR4 содержит на N-кон-
це митохондриальный транспортный пептид 
(1–49 а.о.; вероятность 0.81), однако вероятность 
присутствия хлоропластного транспортного 
пептида очень низка (0.18). Белки ZmMDHAR3 
и ZmMDHAR5 могут формировать две транс-
мембранные спирали в положениях 5-24/450-

472 а.о. и  5-24/467-489 а.о. соответственно. 
На  С-конце ZmMDHAR3 был обнаружен кон-
сервативный мотив WYGRKRRRW, характер-
ный для пероксисомальных монодегидроаскор-
батредуктаз [9]. Удлиненный вариант данного 
мотива (WYGWKAPYLAKRHF) присутствует 
также на С-конце ZmMDHAR5, однако не со-
держит при этом RK-обогащенного консенсу-
са (рис. 2). Ближайшие гомологи ZmMDHAR3 
и ZmMDHAR5  – белки риса OsMDHAR2 и 
OsMDHAR1 соответственно, достоверно фор-
мируют только одну (С-терминальную) транс-
мембранную α-спираль и WYG-мотивы, сход-
ные с мотивами своих ближайших гомологов.

На основе сравнительного анализа ами-
нокислотных последовательностей MDHAR 
кукурузы, риса (O. sativa), спаржи (Asparagus 
officinalis), чеснока (Allium sativum L.) и модельно-
го двудольного вида (A. thaliana) была построена 
дендрограмма (рис. 3). Согласно полученным 
данным, белки ZmMDHAR кластеризуются с 
соответствующими ортологами с четким раз-
делением на клады (1), (2) и (3), которые объ-
единяют цитозольные, пероксисомальные и 

Таблица 2. Размеры последовательностей генов ZmMDHAR3, ZmMDHAR5 и спейсера между ними в геноме 
35 образцов кукурузы из базы данных NCBI

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3 Вариант 4

Образцы кукурузы 
(NCBI)

B73, PH207, B104, 
Il14H, F7, EP1, 
OH7B, RP125, 

Mo18W, K0326Y, 
PHJ40, Mo17, B84, 
W22, ssp. mexicana

NC358, CIMBL55

CML247, KI3, 
OH43, TZI8, 

DK105, PE0075, 
Ia453-sh2, A188, 

CML277, Zm00056a

CML333, Ky21, 
CML69, LH145, 

CML228, CML103, 
CML52, ssp. 
parviglumis

Фрагмент хромосомы 
ZmMDHAR3–

ZmMDHAR5, п.н.
7772–8104 14511–14514 26552–26582 32072–32375

Ген ZmMDHAR3, п.н. 4473–4526 11067–11071 4527–4528 18208–18512

Межгенный спейсер, п.н. 849–1195 993 19589–19616 11419–11437

Ген ZmMDHAR5, п.н. 2351–2466 2450–2451 2436–2438 2430–2437

(1)
(2)
(3)
(4)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32  kb

Рис. 1. Варианты (1–4) фрагмента ZmMDHAR3–ZmMDHAR5 на хромосоме 5 в геноме 35 образцов кукурузы, вклю-
чая экзон-интронную структуру генов ZmMDHAR3 (экзоны обозначены синими блоками) и ZmMDHAR5 (экзоны 
обозначены розовыми блоками); красной линией обозначен межгенный спейсер.
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(б)
Локализация мотивов

(a)

Мотив

(3)

(2)

(1)

0.10

Консенсусная последовательность

Рис. 2. Выравнивание последовательностей белков семейства ZmMDHAR. Домен Pyr_redox_2 (pfam07992) подчер-
кнут красным. Черными рамками выделены сайты связывания с кофакторами FAD/NAD(P)H. Синим подчеркнут 
консенсус GxGxxG/GxGxxxG.

Рис. 3. а – Филогенетическое дерево на основе последовательностей белков MDHARs риса O. sativa (OsMDHAR1 
(NP_001404045.1), OsMDHAR2 (NP_001403773.1), OsMDHAR3 (XP_015611766.1), OsMDHAR4 (NP_001390619.1), 
OsMDHAR5 (XP_015649952.1)), спаржи As. officinalis (AoMDHAR1 (XP_020260315.1), AoMDHAR4 (XP_020251572.1), 
AoMDHAR5 (XP_020241046.1)), чеснока A. sativum (AsMDHAR1 (Asa7G02482.1), AsMDHAR4 (Asa0G05211.1), 
AsMDHAR5 (Asa5G00445.1)), A. thaliana (AtMDHAR1 (At3g52880, NP_190856), AtMDHAR2 (At5g03630, 
NP_568125.1), AtMDHAR3 (At3g09940, NP_566361.1), AtMDHAR4 (At3g27820, NP_189420.1), AtMDHAR6 (At1g63940, 
NP_849839.1)) и P. patens (PpMDHAR1 (ABA47446.1), PpMDHAR2 (ABA47447.1) и PpMDHAR3 (ABA47448.1)). Ден-
дрограмма построена с помощью программы MEGA 7.0 (метод Maximum Likelihood, 1000 бутстреп-реплик). б – 
Идентифицированные с помощью MEME 5.1.1 консервативные мотивы в белках MDHAR.
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хлоропластные/митохондриальные MDHAR со-
ответственно (рис. 3а). Белок ZmMDHAR5 ожи-
даемо вошел в кладу (2) вместе со своим ближай-
шим гомологом ZmMDHAR3 (рис. 3а).

Результаты анализа тех же аминокислотных 
последовательностей в программе MEME 5.1.1 
подтвердили разделение белков MDHAR на 
дендрограмме. Всего было идентифицировано 
15 консервативных мотивов, состав и располо-
жение которых было специфичным в каждой из 
трех клад (рис. 3б). Десять мотивов (в порядке 
9-4-2-10-1-8-5-3-6-13 от N- к С-концу) были 
общими (за редким исключением) для всех ти-
пов монодегидроаскорбатредуктаз. Мотив 7 
специфично присутствовал у всех цитозольных 
белков клады (1), а также у пероксисомальных 
MDHAR клады (2), относящихся к образцам 
семейства Злаковые (рис. 3б). Белки другой 
части клады (2) и пластидные MDHAR клады 
(3) отличались от остальных наличием мотива 
12 (рис. 3б). С-концевые мотивы 14 и 15 были 
обнаружены только у белков клады (3) (рис. 
3б). Наконец, С-концевой мотив 11 оказался 
специфичным для пероксисомальных MDHAR 
клады (2) (рис. 3б) и включал в себя консенсус 
WYGRKRRRW/WYGWKAPYLAKRHF, специ
фичный для данного типа монодегидроаскор
батредуктаз [9].

С целью определить, участвуют  ли гены 
ZmMDHAR в ответе на стрессы, нами было ис-
следовано изменение уровней транскрипции 
данных генов в листьях проростков кукурузы 
при воздействии экзогенной АБК, а также в от-
вет на стрессы (холод, избыток соли и водный де-
фицит) (рис. 4). В результате было показано, что 
экспрессия гена ZmMDHAR1 снижается в ответ 
на АБК, холод и обезвоживание, тогда как при 
избытке соли уровень транскриптов ZmMDHAR1 
сначала растет (в 1.7 раза через 6 ч воздействия), 
но затем (через 24 ч) падает почти до контроль-
ного значения.

В сравнении с контролем, уровень транс-
криптов гена ZmMDHAR2 возрастал в ответ на 
солевой стресс (в 3.2 раза через 6 ч и в 5.7 раз че-

рез 24 ч) и водный дефицит (в 1.8 и 3.9 раз через 6 
и 24 ч соответственно) (рис. 4). При воздействии 
АБК экспрессия ZmMDHAR2 сначала усилива-
лась в 1.1 раза (6 ч), а через 24 ч ослабевала в 2.4 
раза (рис. 4).

Экспрессия гена ZmMDHAR3 в ответ на АБК 
и водный дефицит последовательно (6–24 ч) 
снижалась, тогда как холодовое воздействие 
привело сначала (6 ч) к падению уровня транс-
криптов в 2.1 раза, а затем (24 ч) – к его восста-
новлению до уровня контроля. В ответ на соле-
вой стресс экспрессия ZmMDHAR3 повышалась 
в 1.5 раза (6 ч), а через 24 ч снижалась в 1.5 раза 
по отношению к контролю (рис. 4).

Экспрессия гена ZmMDHAR4 через 6 ч в от-
вет на АБК, избыток соли и обезвоживание 
поднималась в 1.4, 1.8 и 1.3 раза соответственно 
, а через 24 ч снижалась до уровня ниже кон-
трольного. В  ответ на холод количество мРНК 
ZmMDHAR4 сначала уменьшалось (6 ч), а затем 
(24 ч) увеличивалось в 3 раза в сравнении с кон-
тролем (рис. 4).

Экспрессия гена ZmMDHAR5 в ответ на АБК 
и холод снижалась в 1.2 раза через 6 ч и подни-
малась в 5.3 раза через 24 ч. При солевом стрес-
се происходило последовательное уменьшение 
уровня транскриптов гена (6–24 ч), тогда как в 
условиях водного дефицита наблюдался перво-
начальный (6 ч) рост уровня транскриптов в 2.4 
раза с последующим (24 ч) его падением в 1.8 
раза в сравнении с контролем (рис. 4).

Таким образом, все пять генов ZmMDHAR 
характеризовались индивидуальным экспрес-
сионным ответом на стрессовые факторы, в 
том числе и гены, относящиеся к одной кла-
де. К примеру, ZmMDHAR1 и ZmMDHAR2 кла-
ды (1) сходным образом реагировали только 
на холод, тогда как ответ генов ZmMDHAR3 и 
ZmMDHAR5 клады (2) был строго ген-спец-
ифичным. Наибольший рост уровня транс-
криптов отмечался для ZmMDHAR2 в ответ на 
соль и водный дефицит, ZmMDHAR4 – в ответ 
на холод и ZmMDHAR5  – в ответ на холод и 
обезвоживание.

АБК Холодовой стресс Солевой стресс Засуха

6.00

1.00

0.00

Контроль Контроль

Рис. 4. Дифференциальная экспрессия генов ZmMDHAR в ответ на обработку АБК (100 мкМ), холодовой стресс 
(+3°С), солевой стресс (NaCl, 250 мМ) и обезвоживание (10% ПЭГ-6000) в течение 6 и 24 ч. Необработанный кон-
троль принят за 1.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Кукуруза (Zea mays ssp. mays, Poaceae) как од-

нолетняя травянистая яровая злаковая культура 
с высокой экономической ценностью представ-
ляет собой результат доместикации дикорасту-
щего предка (теосинте Zea mays ssp. parviglumis) в 
центральной долине реки Бальсас на юго-запа-
де Мексики (субтропики) около 9000  лет назад 
[21]. Климат в центре происхождения способ-
ствовал высокой чувствительности кукурузы к 
основным стрессам, с которыми данная культу-
ра сталкивалась и продолжает сталкиваться при 
распространении по миру.

Современная кукуруза в значительной сте-
пени чувствительна к холоду [22], засухе [23], 
избытку соли [24] и грибным инфекциям [25], 
которые, провоцируя окислительный стресс, 
значительно снижают урожайность культуры. 
При  этом изменяется экспрессия генов мета-
болизма аскорбата, в том числе генов MDHAR, 
и активность кодируемых ими ферментов, 
включая монодегидроаскорбатредуктазы. Так, 
избыток соли вызывает деструктивные изме-
нения в хлоропластах кукурузы за счет свето-
зависимого окислительного стресса, что со-
провождается ростом ферментной активности 
MDHAR [24]. К  водному дефициту кукуруза 
особенно восприимчива на стадии всходов, 
при этом ферментная активность MDHAR в 
условиях стресса снижается [23]. Повышен-
ная чувствительность кукурузы к холоду на-
блюдается во время прорастания семян и фазы 
всходов, когда нарушается проницаемость 
клеточных мембран и происходит, в числе 
прочего, накопление высоких уровней АФК в 
растительных клетках [22]. Восприимчивость 
кукурузы к грибным патогенам продемон-
стрирована на примере инфекций Fusarium 
sp. [25]. Заражение растения грибами способ-
ствует накоплению в тканях микотоксинов, в 
ответ на которые изменяется ферментная ак-
тивность MDHAR [8, 26, 27]. Важность для ку-
курузы восстановленных форм аскорбата как 
антиоксидантов подчеркивается тем, что даже 
при воздействии гербицида никосульфурона, 
используемого для борьбы с сорняками на ку-
курузных полях, растут уровни транскриптов 
MDHAR [28].

К настоящему времени в геноме кукуру-
зы аннотировано четыре гена ZmMDHAR1–
ZmMDHAR4, кодирующие монодегидроаскор-
батредуктазы [14, 16]. В  данной работе нами 
был идентифицирован пятый ген семейства  – 
Zm00001d017786 (LOC100193942), локализо-
ванный на хромосоме 5 в тандемном кластере 
с известным геном ZmMDHAR3. Ген  получил 
название ZmMDHAR5 и был охарактеризован 
нами в сравнении с другими генами семейства 
(ZmMDHAR1–ZmMDHAR4).

Тандемное расположение генов ZmMDHAR3 
и ZmMDHAR5, высокий уровень гомологии ами-
нокислотных последовательностей кодируемых 
ими белков (66%), а также совместная класте-
ризация на дендрограмме (рис. 3а) позволяет 
предполагать, что данные гены произошли в ре-
зультате тандемной дупликации и ZmMDHAR5 
может выполнять сходные с ZmMDHAR3 функ-
ции. О функции ZmMDHAR3 известно немного. 
Уровень экспрессии гена повышается в ответ 
на атаку двух видов тли (Rhopalosiphum padi  L., 
Sitobion avenae F.) [16], что допускает участие 
ZmMDHAR5 в реакции на биотические стрессо-
вые факторы.

Среди ближайших гомологов ZmMDHAR5 
также отмечены два гена O. sativa – OsMDHAR1 и 
OsMDHAR2 (рис. 3а), последний из которых де-
тально охарактеризован в работе [19] под назва-
нием OsMDHAR4 (далее по тексту OsMDHAR2). 
Транскрипты гена OsMDHAR2 присутствуют во 
всех органах (с максимумом в листе), и их уро-
вень изменяется в разной степени в ответ на воз-
действие экстремальных температур, засухи, из-
бытка соли, H2O2 и АБК [19]. Мутация osmdhar2 
способствует закрытию устьиц, накоплению 
перекиси водорода и повышению устойчивости 
растений риса к тепловому стрессу; сверхэкс-
прессия OsMDHAR2 ожидаемо оказывает проти-
воположный эффект [19].

Клада (2), куда входит кластер белков 
ZmMDHAR3, ZmMDHAR5, OsMDHAR1 и 
OsMDHAR2 (рис. 3а), объединяет пероксисо-
мальные ферменты, если исходить из извест-
ной локализации кладообразующего MDHAR4 
A.  thaliana [29]. Однако белок OsMDHAR2 
локализуется в хлоропластах, согласно ре-
зультатам анализа локализации OsMDHAR2, 
сшитого с последовательностью желтого флу-
оресцентного белка (YFP), при транзиентной 
экспрессии в эпидермальных клетках Nicotiana 
benthamiana L. [19].

Подтверждением пероксисомальной лока-
лизации ZmMDHAR3 и ZmMDHAR5 может 
служить формирование ими двух трансмем-
бранных α-спиралей, характерных для перок-
сисомальных MDHAR. Интересно, что их го-
мологи OsMDHAR1 и OsMDHAR2 с высокой 
достоверностью формируют только С-терминаль-
ную α-спираль, в то время как образование вто-
рой, N-терминальной α-спирали имеет низкую 
достоверность. Другой отличительный признак 
пероксисомальных MDHAR, консенсус R(K/R)
RRR [29], присутствует на С-конце последова-
тельностей ZmMDHAR3 и OsMDHAR2, однако 
отсутствует у ZmMDHAR5 и OsMDHAR1. Поэ-
тому, несмотря на значимость RK-богатых после-
довательностей для экспорта белка в клеточные 
компартменты [30,31], связь консенсуса R(K/R)
RRR с транспортом MDHAR в пероксисомы яв-
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ляется спорной. Показанная хлоропластная лока-
лизация OsMDHAR2 [19] сочетается с отсутстви-
ем у него хлоропластного транспортного пептида, 
которого нет и у остальных трех белков.

Исходя из вышесказанного, в том числе про-
тиворечивых структурных и литературных дан-
ных, можно предположить, что ген ZmMDHAR5 
экспрессируется во всех органах растения с 
максимумом в листе; продукт гена  – фермент 
ZmMDHAR5, участвует в ответах на стрессовые 
факторы, как биотические, так и абиотические, 
при этом его локализация внутри клетки требует 
дополнительных исследований.

Считается, что самое древнее происхожде-
ние среди белков семейства MDHAR имеют 
цитозольные ферменты (клада (1) на рис. 3а), 
так как все PpMDHAR мха Physcomitrella patens 
гомологичны (включая экзон-интронную струк-
туру генов PpMDHAR) цитозольным MDHAR 
высших растений и лишены N-/C-концевых 
сигналов локализации белков MDHAR в орга-
неллах [32]. Участие генов PpMDHAR в стрессо-
вых ответах предполагает связь адаптационной 
эволюции наземных растений с эволюцией ци-
тозольных MDHAR, которые стали предше-
ственниками мембран-связываемых пероксисо-
мальных и затем хлоропласт-митохондриальных 
MDHAR [32]. Таким образом, гены ZmMDHAR3 
и ZmMDHAR5 могут иметь недавнее происхож-
дение относительно ZmMDHAR1 и ZmMDHAR2, 
и предшествовать появлению ZmMDHAR4.

Структурные особенности белка ZmMDHAR5, 
вхождение в кладу (2) (рис. 3а) и гомология с 
OsMDHAR2 позволяют допустить как перокси-
сомальную, так и хлоропластную локализацию 
ZmMDHAR5 как возможной переходной формы 
между пероксисомальными и хлоропласт-ми-
тохондриальными MDHAR кукурузы. Подоб-
ный статус, к примеру, имеет белок A. thaliana 
AtMDHAR1, входящий в кладу (1) цитозольных 
MDHAR (рис. 3а), однако по локализации относя-
щийся скорее к пероксисомальным белкам [29] и 
являющийся возможной переходной формой меж-
ду цитозольными и пероксисомальными MDHAR.

Учитывая изменения ферментной актив-
ности MDHAR в ответ на абиотические и 
биотические стрессы у кукурузы [16, 23, 24, 
26, 28], а также дифференциальную экспрес-
сию генов ZmMDHAR1–ZmMDHAR4 в ответ на 
атаку тли [16], все гены ZmMDHAR, включая 
ZmMDHAR5, могут участвовать в стрессовом 
ответе. С  целью проверки данного предполо-
жения был проведен анализ уровней транс-
криптов генов ZmMDHAR1–5 в листьях про-
ростков кукурузы при опрыскивании водным 
раствором АБК, а также в ответ на абиоти-
ческие стрессовые факторы (холод, избыток 
соли и водный дефицит). АБК была использо-
вана нами, поскольку данный фитогормон не 

только играет одну из доминирующих ролей в 
ответе на абиотические стрессы [22], но и уча-
ствует в ответе на биотические стрессы, оказы-
вая разнонаправленное влияние на защитные 
реакции растения в зависимости от его взаи-
модействия с патогенами [33].

Показанный в результате индивидуальный 
для каждого из пяти генов ZmMDHAR ответ на 
стрессовые факторы (рис. 4), вероятно, связан со 
специфичностью/локализацией ZmMDHAR1–
ZmMDHAR5 в сочетании с особенностями 
воздействия конкретного стресса на раститель-
ную клетку. Несмотря на структурную гомоло-
гию и, возможно, общее происхождение генов 
ZmMDHAR3 и ZmMDHAR5, их ответ на все четыре 
вида воздействия значительно различался (рис. 4), 
что может служить косвенной поддержкой пред-
положения о переходном статусе ZmMDHAR5. 
В  пользу этого говорит также сходство профи-
ля изменения экспрессии гена ZmMDHAR5 с 
профилем гена ZmMDHAR4 (хлоропласт-мито-
хондриальная клада, рис. 4) в условиях низкой 
температуры и водного дефицита, деструктивно 
влияющих на хлоропласты [22, 23].

Уникальность роли ZmMDHAR5 в нивелирова-
нии последствий как абиотических, так и биоти-
ческих стрессов у кукурузы подчеркивается увели-
чением уровня его транскриптов через 24 ч после 
обработки АБК, в то время как экспрессия осталь-
ных ZmMDHAR резко снижалась (рис. 4). Более 
того, значительный (в 5.3 раза) рост экспрессии 
ZmMDHAR5 спустя сутки пребывания растения на 
холоде (рис. 4) говорит о важной роли гена в опре-
делении устойчивости кукурузы к низким темпе-
ратурам. Ранний (6 ч) высокий ответ ZmMDHAR5 
на обработку ПЭГ (рис. 4) указывает на участие 
гена в регуляции устойчивости растения к не-
хватке воды на начальных этапах засушливого 
периода. Дифференциальная экспрессия генов 
ZmMDHAR1–ZmMDHAR4 в ответ на стрессы пред-
полагает важность активации ZmMDHAR4 в усло-
виях низкой температуры и избытка соли, а также 
ZmMDHAR2 при избытке соли и нехватке воды.

В целом, только при воздействии низ-
кой температуры экспрессия всех пяти генов 
ZmMDHAR1–ZmMDHAR5 изменялась сходным 
образом – снижалась при раннем ответе и под-
нималась спустя сутки воздействия. Резкое сни-
жение экспрессии относящихся к цитозольной 
группе генов ZmMDHAR1 и ZmMDHAR2, отме-
ченное при раннем (6 ч) ответе на холод (рис. 4), 
согласуется с подобной реакцией гомологично-
го им гена риса OsMDHAR3 (в статье ген назван 
OsMDHAR1) при витрификации побегов [34].

При влиянии других трех факторов наблюда-
лась значительная изменчивость реакции генов, 
в том числе во времени (рис. 4). Это может быть 
связано с типом воздействия фактора в случае 
каждого конкретного клеточного компартмен-
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та и, как следствие, с локализацией и функци-
ональными особенностями рассматриваемых 
ферментов.

С учетом функции MDHAR, заключающейся 
в восстановлении MDHA до аскорбата [3], мож-
но предположить, что ответное действие генов 
ZmMDHAR направлено на поддержание концен-
трации аскорбата как антиоксиданта на уровне, 
необходимом для устранения воздействия расту-
щих при стрессе количеств АФК. При этом следу-
ет отметить, что аскорбат не является единствен-
ным и главным антиоксидантом. К примеру, при 
обезвоживании его количество в различных ком-
партментах клетки поддерживается на постоян-
ном уровне до очень поздних стадий засухи [35]. 
В то же время падает содержание другого важного 
антиоксиданта – глутатиона [35].

Более того, разные компартменты клетки 
могут быть по-разному вовлечены в поддержа-
ние аскорбата на нужном уровне. К  примеру, 
витамин С в растении синтезируется в цито-
золе, за исключением конечной стадии синте-
за, которая осуществляется в межмембранном 
пространстве митохондрий, после чего аскорбат 
может транслоцироваться в цитозоль и хлоро-
пласты [36].

Также необходимо учитывать, что MDHAR – 
это только один из группы ферментов синте-
за-рециклинга аскорбата в растении [36]. Поэ-
тому значительная изменчивость реакции генов 
ZmMDHAR на изучаемые факторы может сви-
детельствовать о различиях в степени их при-
влечения в совместную с другими ферментами 
деятельность по поддержанию нужного клетке 
количества аскорбата как в нормальных услови-
ях, так и при стрессовых воздействиях.

Таким образом, в данной работе был иден-
тифицирован новый ген семейства MDHAR  – 
ZmMDHAR5, который кодирует гомолог пе-
роксисомального фермента ZmMDHAR3, 
однако может иметь функции, близкие к хло-
ропласт-митохондриальным белкам MDHAR. 
Дифференциальная экспрессия генов 
ZmMDHAR1–ZmMDHAR5 в проростках кукуру-
зы при различных стрессах предполагает важ-
ное участие ZmMDHAR5 и ZmMDHAR4 в ответе 
на АБК, холод и водный дефицит; ZmMDHAR1 
и ZmMDHAR3  – в раннем ответе на солевой 
стресс; ZmMDHAR2 – в устойчивости кукурузы 
к избытку соли и нехватке воды.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта Российского научного фонда (№ 21-16-
00008; Идентификация и характеристика нового 
гена ZmMDHAR5) и Федеральной научно-техни-
ческой программы развития сельского хозяйства 
Российской Федерации (“Аграрная наука – шаг в 
будущее развитие АПК”; характеристика стрес-
сового ответа генов ZmMDHAR1–ZmMDHAR4).

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объ-
екта животных и людей.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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