
ISSN 1810-7834. Вісн. Óкр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2012, том 10, № 1 13

© І.Ì. ÄÎËІБÀ, Ð.À. ÂÎËÊÎÂ, І.І. ПÀÍ×ÓÊ, 2012

Впëèв ³оí³в м³д³ íà пåðåкèñíå окèñëåííя ë³п³д³в у Cat2 íокàуòíоãо муòàíòà  Arabidopsis ...

І.
М

. Д
о

л
іб

а,
 Р

.А
. В

о
л

ко
в,

 І.
І.

 П
ан

чу
к

ÓÄÊ 577.218 + 577.151.042:577.152.193

ВПЛИВ ²ÎН²В Ì²Д² НА ПЕРЕКИÑНЕ ÎКИÑЛЕННЯ 
Л²П²Д²В У CAT2 НÎКАУÒНÎГÎ ÌУÒАНÒА ARABIDOPSIS 
THALIANA

І.Ì. ÄÎËІБÀ, Ð.À. ÂÎËÊÎÂ, І.І. ПÀÍ×ÓÊ
Êафедра ìолекулярної генетики та б³отехнолог³ї, 
×ерн³вецький нац³ональний ун³верситет ³ìен³ Юр³я Федьковича 
Óкраїна, 58012, ì. ×ерн³вц³, вул. Êоцюбинського, 2 
e-mail: irina.panchuk@gmail.com

Мета. Стресові білки рослин, як правило, кодуються мультигенними родинами, але 
специфічні метаболічні функції окремих ізоферментів часто залишаються погано зрозу-
мілими. Для того, щоб з’ясувати, чи є окремі ізоформи каталази необхідними для захис-
ту рослин, або, навпаки, вони можуть функціонально заміняти одна одну, було зіставле-
но реакцію рослин Arabidopsis thaliana дикого типу та нокаутного мутанта за геном Cat2 
на стрес, спричинений іонами міді. Методи. Вимірювали накопичення іонів міді в лист-
ках та рівень перекисного окислення ліпідів мембран при різних варіантах обробки рос-
лин хлоридом міді. Результати. Встановлено, що накопичення іонів міді активує пере-
кисне окислення ліпідів у листках арабідопсису. Цікавим видається той факт, що у Cat2 
нокаутних мутантів із зниженою активністю каталази максимальний рівень перекисного 
окислення ліпідів після застосування 5 мМ хлориду міді виявився нижчим, ніж у рослин 
дикого типу. Висновки. Отримані дані свідчать, що в умовах стресу, спричиненого іона-
ми міді, у мутанта активуються альтернативні захисні механізми, які успішно компенсу-
ють втрату ізоформи CAT2. 

Ключові слова: Arabidopsis thaliana, каталаза, мідь, перекисне окислення ліпідів, 
мультигенні родини, нокаутні мутанти. 

Вñòуп. Îстанн³ì часоì все б³льше спостер³гається забруднення навколиш-
нього середовища важкиìи ìеталаìи (ÂÌ), частина яких належить до ì³-

кроелеìент³в, необх³дних для життєд³яльност³ рослин. Проте у концентрац³ях 
вищих за оптиìальн³ ц³ елеìенти є токсичниìи [1, 2], оск³льки ìожуть негатив-
но впливати на переб³г багатьох б³ох³ì³чних процес³в [3 – 5]. Îдниì ³з таких ÂÌ 
є ì³дь, яка за уìов in vivo здатна зì³нювати валентн³сть та катал³зувати утво-
рення активних форì кисню (ÀФÊ), зокреìа г³дроксил радикалу [1, 6, 7]. Â³до-
ìо, що зростання р³вня ÀФÊ призводить до п³дсилення перекисного окислення 
л³п³д³в (ПÎË) кл³тинних ìеìбран [8]. Òака активац³я ПÎË є неспециф³чною реак-
ц³єю рослинних орган³зì³в на вплив багатьох несприятливих фактор³в б³отичної 
та аб³отичної природи, в тоìу числ³ – на д³ю ³он³в ÂÌ у п³двищених концентрац³-
ях [10]. 

Захист в³д оксидативного стресу, спричиненого п³двищенняì р³вня ÀФÊ, у 
рослинн³й кл³тин³ забезпечує антиоксидантна систеìа [7, 10, 11], до якої зо-
креìа належать антиоксидантн³ ензиìи. Îдниì ³з ензиì³в, що розщеплюють 
пероксид водню є каталаза (ÑÀÒ). Ó Arabidopsis thaliana в³доìо три гени Cat1, 
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Cat2 та Cat3, що кодують три ³зофорìи 
ÑÀÒ. Ñеред цих ³зофорì 70 % загальної ка-
талазної активност³ у тканинах ìезоф³лу 
листк³в араб³допсису припадає на ÑÀÒ2 
[12, 13].

Âважається, що ÑÀÒ в³д³грає важливу 
роль у захист³ рослинної кл³тини в³д стре-
сових фактор³в, як³ спричиняють зростан-
ня р³вня пероксиду водню та ³нших ÀФÊ. 
Зб³льшення активност³ ÑÀÒ виявлено у в³д-
пов³дь на д³ю р³зноìан³тних стресових чин-
ник³в аб³отичної природи [14 – 17, 21]. Зо-
креìа, для багатьох рослин продеìон-
строван³ зì³ни активност³ ÑÀÒ та ³нших 
антиоксидантних ензиì³в у в³дпов³дь на 
зростання концентрац³ї ³он³в Ñu2+ [19 – 
22]. 

Ó A. thaliana показано ³ндукц³ю ген³в Сat 
за д³ї озону, засолення, посухи та п³сля об-
робки абсцизовою кислотою [14, 15]. Про-
те, яку роль у стресов³й в³дпов³д³ в³д³грають 
окреì³ ³зофорìи, вивчено ще недостат-
ньо. Застосування нокаутних ìутант³в ³з 
порушеною експрес³єю окреìих ген³в в³д-
криває нов³ ìожливост³ для з’ясування 
функц³ї окреìих ³зофорì того чи ³ншого 
б³лка. Äля з’ясування рол³ ³зофорì ÑÀÒ у 
захист³ рослин в уìовах стресу, спричине-
ного д³єю п³двищених концентрац³й ³он³в 
Ñu2+ ìи досл³дили процеси ПÎË у рослин 
A. thaliana дикого типу та у нокаутної л³н³ї з 
в³дсутньою ³зофорìою ÑÀÒ2.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Äля досл³дження впливу ì³д³ викорис-

товували 4,5–5-тижнев³ рослини A. thali-
ana (L.) Heynh дикого типу (ÄÒ: екотип Co-
lumbia 0) та гоìозиготну л³н³ю ÊÎ-Cat2, 
яка є Ò-ÄÍÊ нокаутниì ìутантоì за геноì 
Саt2 (At1g20620). Íас³ння л³н³ї ÊÎ-Cat2 
було люб’язно надано наì Äр. Óльр³ке 
Öентграф (Öентр ìолекулярної б³олог³ї 
рослин, ì. Òюб³нген, Í³ìеччина).

Ðослини вирощували у ґрунт³ в культи-
вац³йн³й к³ìнат³ за теìператури 20 °Ñ, 

осв³тленн³ 2,5 кËк в уìовах 16-годинного 
св³тлового дня. 

Äля того, щоб отриìати ³нфорìац³ю 
про ранню стад³ю стресової в³дпов³д³ та 
з’ясувати первинн³ реакц³ї рослинної кл³-
тини на д³ю п³двищених концентрац³й ³он³в 
Ñu2+, обробку рослин проводили за уìов, 
що забезпечують швидке надходження ³о-
н³в Cu2+ до тканин листк³в. Â³доìо, що ко-
ренева систеìа ìає бар’єрну функц³ю ³ ви-
б³рково перешкоджає надходженню ³он³в 
ÂÌ у пагони [23 – 25]. Òоìу для забезпе-
чення швидкого надходження ³он³в Cu2+ у 
листки араб³допсису ìи ³нкубували зр³зану 
надзеìну частину рослин на р³дкоìу се-
редовищ³ Ìурас³ге-Ñкуга (0,5х MS), що 
ì³стило хлорид ì³д³ у концентрац³ях 0,1; 
0,5 або 5 ìÌ. Îбробку проводили у теìря-
в³ за теìператури 20 °Ñ протягоì 2 (корот-
котривалий стрес) та 12 (довготривалий 
стрес) год. Як показує досв³д нашої лабо-
ратор³ї, 2 год в³дпов³дають ì³н³ìальноìу 
часу, за якого сл³д оч³кувати накопичення 
токсиканту та розвитку стресової в³дпов³д³ 
у листках. Êонтрольн³ рослини ³нкубували 
на середовищ³ без додавання хлориду 
ì³д³. Як додатковий контроль використову-
вали ³нтактн³ рослини, як³ заìорожували без-
посередньо п³сля зр³зання.

Âì³ст ³он³в ì³д³ у рослин араб³допсису 
ÄÒ визначали ìетодоì атоìної абсорбц³ї 
за ÃÎÑÒ 30178-96 за допоìогою атоìно-
аб сорбц³йного спектрофотоìетра Ñ-115Ì. 
П³дготовку проб зд³йснювали ìетодоì су-
хої ì³нерал³зац³ї за ÃÎÑÒ 29629-94, який 
полягає у повноìу розклад³ орган³чних ре-
човин шляхоì «згорання» проби за високої 
теìператури. Äля досл³джень брали на-
важку рослинного ìатер³алу 2–3 г. П³сля 
проведення обробки рослин хлоридоì ì³д³ 
проби висушували за теìператури 150 °Ñ. 
Подальшу ì³нерал³зац³ю проб проводили у 
ìуфельн³й печ³ поступово п³двищуючи 
теìпературу через кожн³ 30 хв на 50 °Ñ до 
к³нцевої теìператури 450 °Ñ та ì³нерал³зу-
вали протягоì 10–15 год. П³сля охоло-
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Рèñ. 1. Íакопичення ³он³в ì³д³ у листках A. thaliana за д³ї 0,1; 0,5 та 5 ìÌ хлориду 
ì³д³ протягоì 2 та 12 год. Ð³зниця у вì³ст³ ³он³в ì³д³ ì³ж контрольниìи та досл³дни-
ìи рослинаìи достов³рна у вс³х вар³антах обробки

дження до к³ìнатної теìператури до отри-
ìаної золи додавали концентровану азот-
ну кислоту у сп³вв³дношенн³ 1:1. Проби 
випарювали на водян³й бан³ ³ висушували; 
отриìану золу прогр³вали 30 хв за 300 °Ñ. 
Паралельно готували контрольну пробу, 
яка не ì³стила рослинного ìатер³алу. Àна-
л³тична довжина хвил³ св³тла для виì³рю-
вання концентрац³ї ì³д³ становила 
324,7 нì.

Âизначення вì³сту т³обарб³турат-
активних продукт³в (ÒБÊÀП) проводили за 
описаниì ìетодоì [26]. Äля екстрагування 
ÒБÊÀП до 1 ìл 96 % ацетону додавали 100 ìг 
рослинного ìатер³алу, розтертого в р³дкоìу 
азот³ та центрифугували при +4 °Ñ за 14 000 g 
протягоì 15 хв. Ñупернатант переносили у 
чисту центрифужну проб³рку, додавали 500 
ìкл дистильованої води та 1,5 ìл 0,5 % т³о-
барб³турової кислоти в 20 % трихлороцтов³й 
кислот³. Проби ³нкубували на кипляч³й водя-
н³й бан³ протягоì 30 хв, доводили 96 % аце-
тоноì до 3 ìл та охолоджували на льоду 10 
хв. П³сля цього проби центрифугували 10 хв 
при 3000 g та переносили надосадову р³дину 
у чист³ проб³рки. Пара-
лельно готували холосту 
контрольну пробу без до-
давання рослинного ìа-
тер³алу. Îптичну щ³ль-
н³сть отриìаних проб 
 визначали на спектрофо-
тоìетр³ ÑФ-46 (Ëен³н-
град) за довжин хвиль 
440, 532 та 600 нì ³ роз-
раховували вì³ст ÒБÊÀП 
як описано у робот³ Du 
and Bramlage [26]. 

Âс³ експериìенти ви-
конували у п’яти б³олог³ч-
них та трьох анал³тичних 
повторностях. Ñтатис-
тичну достов³рн³сть отри-
ìаних даних оц³нювали з 
використанняì критер³ю 
Ñт’юдента [27].

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Першиì крокоì у вивченн³ гострого стре-

су була розробка уìов експериìенту, за яких 
ìожливо досягти швидкого надходження ³о-
н³в Cu2+ до рослин. Âраховуючи, що корене-
ва систеìа є бар’єроì, який перешкоджає 
надходженню ³он³в ÂÌ до пагон³в, для експе-
риìент³в було застосовано рослини ³з в³до-
креìленою кореневою систеìою. 

Îтриìан³ результати показали, що за ³н-
кубац³ї на середовищ³ ³з додаванняì хлориду 
ì³д³ вже через 2 год в³д початку експериìенту 
у тканинах листк³в накопичуються ³они ì³д³ у 
пор³вняно високих концентрац³ях (рис. 1). 
При використанн³ найìеншої концентрац³ї 
0,1 ìÌ вì³ст ³он³в Cu2+ у листках A. thaliana 
дор³внював їхн³й концентрац³ї в ³нкубац³й-
ноìу середовищ³. При зб³льшенн³ часу об-
робки до 12 год спостер³гали подальше 
накопичення ³он³в ì³д³. Òак, при викорис-
танн³ для обробки 0,1 та 0,5 ìÌ хлориду 
ì³д³ його концентрац³я у листках ставала в 
1,6–1,9 раза вище, н³ж у середовищ³. 
І лише при використанн³ 5 ìÌ розчину сол³ 
концентрац³я ³он³в ì³д³ у тканинах була на 
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Рèñ. 2. Âплив хлориду ì³д³ у концентрац³ях 0,1; 0,5 та 5 ìÌ на вì³ст ÒБÊÀП у рослин A. thaliana дикого типу (ÄÒ) ³ нокаутної 
л³н³ї KO-Сat2; ІÐ – ³нтактн³ рослини. Êонтрольн³ зразки ³нкубували на середовищ³ MS без додавання хлориду ì³д³. Ð³зниця 
достов³рна ì³ж контрольниìи та ³нтактниìи рослинаìи (1), ì³ж стресованиìи та контрольниìи рослинаìи (2), ì³ж 
рослинаìи ÄÒ та KO-Сat2 (3): а – ÄÒ; б – ÊÎ-Cat2

третину нижче, н³ж у середовищ³. Äля по-
р³вняння вкажеìо, що за д³ї на проростки 
кукурудзи 0,08–0,8 ìÌ сульфату ì³д³ про-
тягоì 3 д³б концентрац³я ³он³в Cu2+ хоча й 
поì³тно зростала, але залишалась при-
близно в 10 раз нижче, н³ж у середовищ³ 
[28]. Îтже, застосування для досл³джень 
рослин з в³докреìленою кореневою сис-
теìою д³йсно дозволяє досягти швидкого 
надходження до листк³в ³он³в ÂÌ у високих 
концентрац³ях. 

Âизначення концентрац³ї ÒБÊÀП пока-
зало, що по цьоìу параìетру ì³ж 5 тижне-
виìи ³нтактниìи рослинаìи ÄÒ ³ KO-Сat2 
р³зниц³ неìає (рис. 2). Ó наших попередн³х 
досл³дженнях показано, що активн³сть CAT 
у ìутантної л³н³ї KO-Сat2 складає 58 % в³д 
активност³ у рослин ÄÒ ³ пов’язана з ³зо-
форìою CAT3. При цьоìу активн³сть ас-
корбат пероксидази (ÀÐÕ), ³ншого антиок-

сидантного ензиìу, зад³яного у знешко-
дженн³ пероксиду водню, у ìутантної л³н³ї 
пор³вняно з ÄÒ практично не зì³нюється, 
тобто не коìпенсує зìеншення активност³ 
CAT [25]. Âраховуючи вищесказане, варто 
було оч³кувати, що порушення експрес³ї 
гена Cat2 у ìутантної л³н³ї KO-Сat2 буде 
позначатись на параìетрах оксидативного 
стресу, зокреìа – впливати на р³вень ПÎË 
у ìеìбранах, який є ³ндикатороì р³вня 
ÀФÊ у кл³тин³ [8]. Проте отриìан³ дан³ св³д-
чать, що за оптиìальних уìов вирощуван-
ня, при яких культивувались ³нтактн³ рос-
лини, р³вень ПÎË у ìутантної л³н³ї не зрос-
тає, отже залишкової каталазної 
активност³ достатньо для ефективного 
розщеплення пероксиду водню. Àльтерна-
тивниì поясненняì ìоже бути активац³я 
³нших захисних ìехан³зì³в, як³ обìежують 
р³вень ПÎË у нокаутної л³н³ї KO-Ñat2.
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Â уìовах 2-годинної д³ї 0,5 та 5 ìÌ хло-
риду ì³д³ у рослин обох л³н³й араб³допсису 
спостер³галось зростання вì³сту ÒБÊÀП з³ 
зб³льшенняì концентрац³ї ìеталу. Íай-
б³льший вплив на вì³ст ÒБÊÀП справляла 
концентрац³я 5ìÌ Ñu2+ – зб³льшення ста-
новило 115 % у рослин ÄÒ та 45 % у KO-
Сat2. Зб³льшення вì³сту ÒБÊÀП в³дбува-
лось також ³ за д³ї 12-годинного стресу. 
Ìаксиìальне зростання спостер³гали за 
д³ї найвищої концентрац³ї хлориду ì³д³ 
5 ìÌ ³ в³дпов³дало зростанню р³вня ÒБÊÀП 
у 2,5 рази у ÄÒ та у 1,5 рази у KO-Сat2. 

Ó контрольн³й груп³ рослин, як³ ³нкубува-
лись протягоì 12 год на середовищ³ MS без 
додавання хлориду ì³д³ виявлено п³двищен-
ня вì³сту ÒБÊÀП у обох досл³джуваних л³н³ях 
на 26–30 % пор³вняно з ³нтактниìи рослина-
ìи. Öе ìоже св³дчити про те, що в³докреì-
лення кореневої систеìи та подальше ³нку-
бування надзеìної частини на поживноìу 
середовищ³ у теìряв³ є свого роду стресоì, 
який зокреìа призводить до активац³ї ПÎË.

Â³доìо, що за тривалої д³ї на рослини 
п³двищених концентрац³й ³он³в ÂÌ вì³ст 
ÒБÊÀП зростає залежно в³д часу вирощуван-
ня та концентрац³ї [10, 20, 29]. Ó наших екс-
периìентах в уìовах швидкого надходжен-
ня високих концентрац³й ³он³в Cu2+ до лист-
к³в 5 тижневих рослин A. thaliana 
спостер³гали аналог³чний ефект: зростання 
концентрац³ї ÂÌ у кл³тин³ зуìовлювало 
зб³льшення р³вня ÒБÊÀП. Іìов³рно, це 
пов’язано ³з тиì, що ì³дь здатна генерувати 
у кл³тин³ г³дроксид радикали, як³ є сильниì 
³ндуктороì ПÎË. Àле неспод³ваниì було те, 
що за д³ї найвищої концентрац³ї ³он³в Ñu2+ 

р³вень ÒБÊÀП виявився нижчиì у рослин 
KO-Сat2 пор³вняно з ÄÒ. Îтже, у ìутантної 
л³н³ї A. thaliana суттєве зниження каталаз-
ної активност³, пов’язане ³з втратою екс-
прес³ї ³зофорìи ÑAT2, не спричиняє акти-
вац³ї ПÎË. Іìов³рниì поясненняì цього 
ìоже бути активац³я у ìутанта альтерна-
тивних ìехан³зì³в знешкодження ÀФÊ, як³ 
є нав³ть ефективн³шиìи, н³ж т³, що функц³-

онують у рослин ÄÒ, або зìеншення гене-
рац³ї ÀФÊ. Ðозкриття природи цих коìпен-
саторних ìехан³зì³в потребує подальших 
досл³джень.

Вèñíовкè
Швидке накопичення ³он³в Ñu2+ у над-

ì³рних концентрац³ях спричиняє суттєве 
п³двищення ПÎË у тканинах листа A. thalia-
na. При цьоìу у нокаутної л³н³ї KO-Сat2 ³з 
зниженою удв³ч³ каталазною активн³стю, 
що пов’язано ³з втратою експрес³ї ³зофор-
ìи ÑAT2, ìаксиìальне зростання ПÎË за 
д³ї 5 ìÌ хлориду ì³д³ є ìеншиì, н³ж у рос-
лин араб³допсису дикого типу. Öе вказує на 
активац³ю у ìутанта альтернативних ìеха-
н³зì³в контролю р³вню пероксиду водню та 
ПÎË. 
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ÂËÈЯÍÈÅ ÈÎÍÎÂ ÌÅÄÈ ÍÀ ПÅÐÅÊÈÑÍÎÅ 
ÎÊÈÑËÅÍÈÅ ËÈПÈÄÎÂ Ó CAT2 ÍÎÊÀÓÒÍÎÃÎ 
ÌÓÒÀÍÒÀ ARABIDOPSIS THALIANA

И.Н. Долиба, Р.А. Волков, И.И. Панчук

×ерновицкий национальный университет иìени 
Юрия Федьковича  
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Цåëü. Ñтрессовые белки растений, как пра-
вило, кодируются ìультигенныìи сеìейства-
ìи, но специфические ìетаболические функ-
ции отдельных изоферìентов часто остают-
ся плохо понятныìи. Äля того чтобы выяснить, 
являются ли отдельные изофорìы каталазы 
необходиìыìи для защиты растений, или, нао-
борот, они ìогут функционально заìенять друг 
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Вплив іонів міді на перекисне окислення ліпідів у Cat2 нокаутноãо мутанта  Arabidopsis ...

друга, была сопоставлена реакция растений 
Arabidopsis thaliana дикого типа и нокаутно-
го ìутанта по гену Cat2 на стресс, вызванный 
ионаìи ìеди. Ìåòоды. Èзìерялись накопле-
ние ионов ìеди в листьях и уровень перекисно-
го окисления липидов ìеìбран при различных 
вариантах обработки растений хлоридоì 
ìеди. Рåзуëüòàòы. Было установлено, что на-
копление ионов ìеди активирует перекис-
ное окисление липидов в листьях арабидопси-
са. Èнтересныì представляется тот факт, что у 
Cat2 нокаутных ìутантов с пониженной актив-
ностью каталазы ìаксиìальный уровень пе-
рекисного окисления липидов после приìе-
нения 5 ìÌ хлорида ìеди оказался ниже, чеì 
у растений дикого типа. Выводы. Полученные 
данные свидетельствуют, что в условиях стрес-
са, вызванного ионаìи ìеди, у ìутанта активи-
руются альтернативные защитные ìеханизìы, 
которые успешно коìпенсируют утрату 
изофорìы CAT2.

Кëючåвыå ñëовà: Arabidopsis thaliana, ката-
лаза, ìедь, перекисное окисление липидов, 
ìультигенные сеìейства, нокаутные ìутанты. 

EFFECT OF COPPER IONS ON LIPID PEROXI-
DATION IN CAT2 KNOCK-OUT MUTANT OF 
ARABIDOPSIS THALIANA 
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Department of Molecular Genetics and Biotech-
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Aims. Stress proteins in plants are usually en-
coded by multigene families, but specific met-
abolic functions of individual isoenzymes often 
remain poorly understood. In order to clarify if 
different isoforms of catalase are indispensable 
for plant protection, or, alternatively, they can 
functionally substitute each other, copper stress 
response of Arabidopsis thaliana wild type 
plants and Cat2 knock-out mutant were com-
pared. Methods. Accumulation of copper ions 
in leaves and the level of membrane lipid peroxi-
dation were measured upon different regimes of 
plants treatment by copper chloride. Results. It 
was found that accumulation of copper ions ac-
tivate lipid peroxidation in arabidopsis leaves. 
Surprisingly, in Cat2 knock-out mutant possess-
ing reduced catalase activity the maximal level of 
lipid peroxidation observed after application of 5 
mM copper chloride was lower than in wild type 
plants. Conclusions. The data indicate activa-
tion of alternative protective mechanisms that 
upon copper stress effectively compensate the 
lack of CAT2 in the mutant. 

Key words: Arabidopsis thaliana, catalase, 
copper, lipid peroxidation, multigene families, 
knock-out mutants.


