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Накопичення іонів міді посилює утворення активних форм кисню (АФК) в рослин, що в результаті призводить 

до окисного пошкодження клітинних мембран і білків. Ряд ферментів, в тому числі каталаза й пероксидази, бе-

руть участь у захисті клітини від АФК. Досі залишається до кінця не з’ясовано, яким чином різні ферменти мо-

жуть функціонально замінювати один одного. Для того, щоб перевірити можливість того, що відсутність ізо-

форми каталази CAT2 у нокаут-мутанта Arabidopsis thaliana КО-Cat2 може бути компенсована за рахунок ак-

тивації аскорбатпероксидази (APX), було досліджено активність цього ферменту за нормальних умов та за об-

робки іонами міді. Було встановлено, що в листках 5-тижневих мутантних рослин активність APX була лише 

незначно вищою, ніж у рослин дикого типу, вказуючи на те, що APX не залучена у компенсації втрати ізоформи 

CAT2 за оптимальних умов вирощування. Проте, інактивація APX за дії індукованого міддю окисидативного 

стресу була менш виражена у КО-Cat2 нокаут-мутанта, ніж у рослин дикого типу. Дані свідчать, що за дії 

стресу, викликаного іонами міді APX може лише частково забезпечувати компенсацію втрати CAT2 ізоформи в 

мутантних рослин. 

 

Ключові слова: аскорбатпероксидаза, каталаза, пероксид водню, мідь, оксидативний стрес, метаболічна 
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Вступ. Останнім часом особливу увагу серед 

несприятливих стресових факторів довкілля при-

вертають важкі метали (ВМ) (Cuypers et al., 2009; 

Keunen et al., 2011). Переважна більшість ВМ у 

підвищених концентраціях є токсичними для ро-

слин. Однак, деякі із ВМ у низьких концентраці-

ях є необхідними для нормального функціону-

вання рослинної клітини. До таких ВМ належить 

мідь (Cu), яка є кофактором багатьох оксидоре-

дуктаз та бере участь у роботі електронно-

транспортних ланцюгів, гормональній передачі 

сигналів у рослин (Yruela, 2009; Cuypers et al., 

2011). В рослинах цей елемент знаходиться в 

хлоропластах і тісно пов'язаний з процесами фо-

тосинтезу, бере участь у синтезі таких органіч-

них сполук, як антоціаніни, залізопорфірин та 

хлорофіл, а також стабілізує та захищає молеку-

ли хлорофілу від пошкоджень (Verbruggen et al., 

2009). Проте, при накопиченні в тканинах рослин 

вище оптимального рівня мідь може справляти 

негативні ефекти на рослини, зокрема, викликати 

пригнічення росту та розвитку, процесів фотоси-

нтезу і дихання (Smeets et al., 2009; Yruela, 2009). 

Це зокрема пов’язано з тим, що мідь є перехід-

ним металом і збільшення її рівня може призво-

дити до збільшення в рослинній клітині концен-

трації активних форм кисню (АФК), що в свою 

чергу призводять до розвитку оксидативного 

стресу в клітині (Ahmad et al., 2008; Sharma et al., 

2008; Gill, 2010). 

Представником АФК є пероксид водню 

(Н2О2), який з однієї сторони, є токсичним аген-

том, а з іншої – виступає у ролі сигнальної моле-

кули (Volkov et al., 2006; Ahmad et al., 2008; Gal-

vez-Valdivieso et al., 2010; Cheeseman, 2011). Від-

повідно, регуляція його концентрації має важли-

ве значення для захисту клітини та розвитку 

стресової реакції. В рослинній клітині детокси-

кацію надлишку пероксиду водню здійснюють 

ферменти – каталаза (САТ) та група пероксидаз, 

серед яких важливе місце посідає аскорбатперо-

ксидаза (APX; E.C. 1.11.1.11) (Panchuk et al., 

2002, Gill et al., 2010). У рослин САТ та APX ко-

дуються мультигенними родинами (Frugolli, 

1996; Jespersen et al., 1997; Panchuk et al., 2002). 

Зокрема, в A. thaliana розрізняють 8 генів, які ко-

дують APX (Jespersen et al., 1997; Panchuk et al., 

2002; Panchuk et al., 2005) та три гени, що коду-

ють САТ (Frugoli et al., 1996). 

Серед трьох ізоформ каталази найбільш екс-

пресованою є САТ2, на долю якої припадає 70% 

загальної каталазної активності у тканинах ме-

зофілу листків (Orendi, 2001). 

В літературі існують чисельні дані, що підт-

верджують важливу роль APX та СAT у захисті 

рослинної клітини за дії теплового, сольового та 

світлового стресів (Mullineaux et al., 2000; Pan-

chuk et al., 2002; Sofo et al., 2005). Проте, резуль-

тати досліджень стосовно вивчення впливу міді 

на активність ферментів антиоксидантного захи-

сту досить неоднозначні. З одного боку, надли-
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шок іонів Сu2+ спричиняє оксидативний стрес, 

що викликає зростання активності антиоксидан-

тних ферментів. А з іншого – їх інгібування мо-

же бути пов’язане з негативним впливом над-

лишку міді на синтез білків (Smeets et al., 2009; 

Cuypers et al., 2011).  

Здатність окремих білків або їх ізоформ замі-

нювати один одного протягом розвитку стресо-

вої відповіді у рослин залишається дослідженою 

недостатньо. Зручною моделлю для вивчення та-

кої функціональної спеціалізації та можливої 

взаємозамінності різних ферментів є мутантні 

форми із порушеною експресією певних генів. 

Відповідно, ми зосередили увагу на вивченні 

змін аскорбатпероксидазної активності у нокаут-

них КО-Сat2 рослин Arabidopsis thaliana з відсу-

тньою експресією ізоформи каталази САТ2 у ві-

дповідь на гострий стрес, викликаний швидким 

накопиченням порівняно високих концентрацій 

іонів міді у листках.  

Матеріали та методи. Для дослідження впли-

ву іонів міді використовували 4,5-5-тижневі рос-

лини A. thaliana (L.) Heynh. гомозиготної лінії КО-

Сat2, яка є нокаут мутантом по гену Саt2 

(At1g20620). Рослини вирощували в ґрунті в куль-

тиваційній кімнаті за температури 20°С, освітлен-

ні 2,5 кЛк в умовах 16-годинного світлового дня.  

Для дослідження первинних реакцій рослин-

ної клітини у відповідь на дію підвищених кон-

центрацій іонів Сu2+ обробку рослини проводили 

за умов, що забезпечують швидке надходження 

іонів міді до тканин листків. Відомо, що коренева 

система володіє бар’єрною функцією і перешко-

джає надходженню іонів ВМ у пагони (Рогозин-

ский та ін., 1998). Тому, для проведення стресо-

вої обробки надземну частину рослин відокрем-

лювали від кореневої системи і місце зрізу зану-

рювали в рідке поживне середовище Мурасіге-

Скуга (0,5х MS – Murashige et al., 1962), що дода-

тково містило хлорид міді у концентраціях 0,1; 

0,5 та 5 мМ. Враховуючи, що за дії токсиканта 

може змінюватись кількість Н2О2, який генеру-

ється під час транспорту електронів у хлороплас-

тах та при фотодиханні, стресову обробку про-

водили у темряві за температури 20°С протягом 2 

(короткотривалий стрес) та 12 (довготривалий 

стрес) годин. Як показує досвід нашої лаборато-

рії, 2 години відповідають мінімальному часу, за 

якого слід очікувати накопичення токсиканта та 

розвитку стресової відповіді у листках.  

Контрольні рослини інкубували на середови-

щі без додавання хлориду міді. Як додатковий 

контроль використовували інтактні рослини, які 

заморожували безпосередньо після зрізання. 

Екстракцію нативних білків проводили в бу-

фері, що містив 50 мМ фосфат натрію (рН=7,0), 

0,25 мМ ЕДТА, 20% гліцерол, 0,5 мМ аскорбат 

та 2% полівінілпіролідон. Кількість білку в екст-

ракті визначали спектрофотометрично за мето-

дом Бредфорда (Brаdford, 1976). 

Активність APX визначали спектрофотомет-

рично шляхом вимірювання зміни оптичної гус-

тини проби за 290 нм (Amako et al., 1994; Pan-

chuk et al., 2002). Реакційна проба містила 25 мкл 

білкового екстракту та 975 мкл реакційної сумі-

ші, що складалася з 25 мМ Na-фосфату (рН 7,0), 

0,1 мМ EDTA, 2,5 мМ аскорбату та 1 мМ Н2О2. 

Активність ферменту виражали в мкмоль аскор-

бату, окисленого за 1 хв у перерахунку на 1 мг 

білка.  

Експеримент виконували у п’яти біологічних 

та трьох хімічних повторностях. Статистичну 

достовірність отриманих даних оцінювали з ви-

користанням двовибіркового t-критерію для за-

лежних вибірок (Лакин, 1990).  

Результати та обговорення. Для перевірки 

припущення про можливу функціональну взає-

мозамінність САТ та АРХ в умовах стресу, ви-

кликаного іонами міді, було визначено актив-

ність АРХ у нокаутних рослин арабідопсису лінії 

KO-Сat2. У наших попередніх дослідженнях бу-

ло встановлено, що у листках рослин цієї лінії 

каталазна активність становить лише 58 % від 

активності САТ у рослин дикого типу (Доліба та 

ін., 2011). Проте, за оптимальних умов культиву-

вання ці рослини не мають жодних візуальних 

порушень, які могли б свідчити про хронічний 

оксидативний стрес. Це вказує на активацію аль-

тернативних метаболічних шляхів, що дозволяє 

компенсувати втрату активності ізоформи ката-

лази САТ2.  

В результаті проведених досліджень було ви-

явлено (Рис. 1), що активність АРХ у інтактних 5 

тижневих рослин КО-Сat2 практично не відріз-

няється від такої у досліджених нами раніше ро-

слин ДТ (Доліба та ін., 2012). Отже, за оптима-

льних умов культивування втрата активності 

САТ2 у нокаутних рослин не компенсується ак-

тивацією АРХ. Імовірно, в цьому випадку мета-

болічна компенсація дефіциту САТ2 досягається 

іншим шляхом. 

Подальші дослідження показали, що накопи-

чення іонів Cu2+ у тканинах листків нокаутних 

рослин протягом 2 годин не викликало достовір-

них змін активності АРХ при використанні для 

обробки хлориду міді у концентрації 0,1 мМ та 

0,5 мМ (див. рис. 1.). В той же час збільшення 

концентрації хлориду міді до 5 мМ призводило 

до зниження активності АРХ на 49 % порівняно з 

контролем. Раніше в нашій лабораторії було ви-

явлено, що у рослин ДТ спостерігалось достовір-

не зниження активності APX за обробки хлори-

дом міді у концентрації 0,5 мМ та 5 мМ, відпо-

відно, на 24 та 64% порівняно з контрольними 
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значеннями (Доліба та ін., 2012). Отже, однакові 

концентрації токсиканта призводять до меншого 

зниження активності АРХ у нокаутних рослин.  

При збільшенні тривалості стресової обробки 

до 12 годин (як і у випадку 2 годинного стресу) 

лише за дії найвищої концентрації 5 мМ у мутан-

тної лінії КО-Сat2 спостерігалось зниження акти-

вності АРХ на 56%. Більш низькі концентрації – 

0,1 та 0,5 мМ не призводили до статистично дос-

товірних змін. На відміну від мутантної лінії у ро-

слин ДТ зниження активності ферменту на 33 % 

порівняно з рослинами контрольної групи спосте-

рігалось вже за дії 0,5 мМ Cu2+ протягом 12 годин 

(Доліба та ін., 2012). За впливу 5 мМ іонів Cu2+ ак-

тивність АРХ у ДТ знижувалась на 56%.  

Наші попередні дослідження показали, що за 

дії хлориду міді у рослин ДТ та лінії КО-Сat2 ві-

дбувається суттєве зростання вмісту тіобарбіту-

ратактивних продуктів (ТБКАП), що є показни-

ком посилення процесів перекисного окислення 

ліпідів (Доліба та ін., 2012). Найбільшій вміст 

ТБКАП у листках спостерігався за використання 

найвищої концентрації хлориду міді у 5 мМ. При 

цьому рівень ПОЛ у нокаутних рослин виявився 

нижче, ніж у ДТ, що дозволило нам висунути гі-

потезу про активацію у мутанта альтернативних 

захисних механізмів. Наші нові дані стосовно пі-

двищеної активності АРХ у нокаутного мутанта 

свідчать, що за умов стресу, викликаного іонами 

Cu2+ активація цього ферменту частково компен-

сує втрату ізоформи САТ2 у нокаутних рослин і, 

відповідно, є частиною згаданих вище альтерна-

тивних захисних механізмів. 

Відмітимо також, що культивування рослини 

арабідопсису ДТ протягом 24 годин в присутнос-

ті 2 та 5 мкМ Cu2+ призводить до зниження акти-

вності APX у коренях приблизно в 2-2,5 рази. В 

той же час, у листках рослин A. thaliana актив-

ність APX зростала на 30-50% залежно від кон-

центрації металу у середовищі (Cuypers et al., 

2011). Порівняння цих спостережень із нашими 

даними показує, що для повного розвитку захис-

ної реакції, зокрема для активації АРХ в умовах 

стресу потрібен час більший, ніж 12 годин.
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Рис. 1. Аскорбат пероксидазна активність (в умов-

них одиницях, у.о.) у листках нокаутних KO-Cat2 

рослин Arabidopsis thaliana за дії 0,1; 0,5 та 5 мМ 

хлориду міді протягом 2 та 12 годин. 

Примітка: за 100 у.о. приймали активність АРХ у ли-

стках інтактних рослин дикого типу; ** - різниця у 

порівнянні з контрольними рослинами достовірна 

(p<0,05). 

Fig. 1. Ascorbate peroxidase activity (relative units, r.u.) 

in leaves of KO-Cat2 knock-out mutant Arabidopsis tha-

liana after 0,1; 0,5 та 5 мМ copper chloride exposure 

during 2 and 12 hours. 

Note: APX activity of wild type intact leaves was taken as 

100 r.u. ** - significant difference with control plants. 
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Наші попередні дослідження впливу іонів 

Cd2+ на рослини КО-Сat2 (Доліба та ін., 2011) та-

кож показали, що за дії низьких концентрацій 

(0,1 та 0,5 мМ) хлориду кадмію активність АРХ у 

нокаутів КО-Сat2 та ДТ не змінювалась та на-

ближалась до контрольних значень. Найвища з 

використаних концентрацій – 5 мМ викликала, 

аналогічно до дії іонів міді, інактивацію АРХ у 

листках. Проте, на відміну від іонів міді, досто-

вірне зниження активності спостерігалось лише 

у нокаутної лінії. Слід зазначити, що зниження 

активності АРХ за дії 5 мМ Cd2+ було не таким 

істотним (22 %), як під впливом іонів Cu2+ за да-

ної концентрації. Таким чином, хлорид міді си-

льніше пригнічує активність АРХ у A. thaliana, 

ніж хлорид кадмію. Ймовірним поясненням цьо-

го може бути здатність іонів міді каталізувати 

утворення високо токсичних гідроксил радикалів 

(ОН·) у реакціях Haber-Weiss, які пошкоджують 

білки, ліпіди та ДНК (Ahmad et al., 2008; Cuypers 

et al., 2009; Yruela, 2009; Keunen et al., 2011). 

Висновки. В цілому отримані результати сві-

дчать, що за оптимальних умов культивування у 

тканинах листків 5 тижневих нокаутних рослин 

арабідопсису із втраченою активністю ізоформи 

каталази САТ2 активність АРХ не відрізняється 

від такої у рослин ДТ. Проте, в умовах гострого 

стресу, викликаного швидким зростанням кон-

центрації іонів Cu2+ у листках інактивація АРХ у 

нокаутної лінії є менш вираженою, ніж у рослин 

ДТ. Відповідно, за нормальних фізіологічних 

умов АРХ не відіграє суттєвої ролі у компенсації 

дефіциту САТ2 у мутантів, але може частково 

компенсувати її втрату за дії стресу, викликаного 

іонами міді.  

Подяки. Автори висловлюють щиру подяку 

Др. Ульріке Центграф (Центр молекулярної біо-

логії рослин, м. Тюбінген, Німеччина) за надане 

нам насіння лінії КО-Сat2; а також проф.            

Р. А. Волкову (Чернівецький національний уні-

верситет) за участь у обговоренні отриманих ре-

зультатів. 
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EFFECT OF COPPER ON ASCORBATE PEROXIDASE ACTIVITY IN CAT2 KNOCK-

OUT MUTANT OF ARABIDOPSIS THALIANA 
 

I. M. Buzduga, I. I. Panchuk 
 

Accumulation of copper enhances generation of reactive oxygen species (ROS) in plants and results in oxidative 

damage of cellular membranes and proteins. Several enzymes including catalases and peroxidases are involved in pro-

tection against ROS. So far, it remains often not clear if different enzymes can functionally substitute each other. In or-

der to check the possibility that the lack of catalase isoenzyme CAT2 in Cat2 knock-out mutant of Arabidopsis thaliana 

can be compensated by activation of ascorbate peroxidase (APX), activity of this enzymes was evaluated at normal 

conditions and after copper treatment. It was found that in leaves of 5-week-old plants activity of APX is only slightly 

increased in the mutant comparing to the wild type indicating that APX is not involved in compensation of CAT2 defi-

ciency upon optimal cultivation conditions. However, inactivation of APX upon copper-induced oxidative stress was 

less pronounced in КО-Cat2 knock-out mutant than in wild type plants. The data indicate that upon copper stress APX 

can provide partial compensation of CAT2 deficiency in the mutant. 

 

Key words: ascorbate peroxidase, catalase, hydrogen peroxide, copper, oxidative stress, metabolic compensation, 

knock-out mutants, Arabidopsis thaliana. 
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