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Кальцiєзалежний вплив салiцилової кислоти

i пероксиду водню на активнiсть супероксиддисмутази

колеоптилiв пшеницi

Дослiджували вплив екзогенних салiцилової кислоти (СК — 10 мкМ) i пероксиду водню
(10 мМ) на активнiсть супероксиддисмутази (СОД) колеоптилiв пшеницi та їх тепло-
стiйкiсть. СК i пероксид водню iстотно пiдвищували активнiсть СОД. Такi ефекти
повнiстю нiвелювалися передобробкою колеоптилiв iнгiбiтором бiосинтезу бiлка цикло-
гексимiдом i блокатором кальцiєвих каналiв верапамiлом. Зроблено висновок про кальцiє-
залежне посилення синтезу СОД пiд впливом СК i пероксиду водню. Пiдвищення те-
плостiйкостi рослинних об’єктiв пiсля обробки цими сполуками може бути пов’язане
з попередньою активацiєю ними антиоксидантних ферментiв.

Однiєю з причин пошкодження рослин за дiї несприятливих чинникiв рiзної природи вва-
жається дисбаланс мiж утворенням активних форм кисню (АФК) та їх детоксикацiєю ан-
тиоксидантною системою. Водночас кероване посилення утворення АФК може бути акти-
ватором ряду захисних реакцiй, важливих для виживання рослин за дiї стресорiв рiзної
природи [1, 2]. Одна з вiдносно стабiльних АФК — пероксид водню — розглядається ни-
нi як важлива сигнальна молекула рослинних клiтин [3]. Iншим компонентом сигнальної
мережi рослинних клiтин є салiцилова кислота (СК), яку називають “стресовим фiтогор-
моном” [4]. Iснують данi про наявнiсть як прямих, так i зворотних зв’язкiв мiж стресiнду-
кованим нагромадженням у рослинах H2O2 i СК [5]. При цьому як СК, так i H2O2 здатнi
модифiкувати активнiсть про-/антиоксидантних ферментiв.

Одним з ферментiв, активнiсть якого може змiнюватися пiд впливом H2O2 i СК, є су-
пероксиддисмутаза (СОД) [6]. Саме цей антиоксидантний фермент називають “первин-
ною лiнiєю захисту” вiд окиснювальних пошкоджень, адже вiн знешкоджує супероксидний
анiон-радикал, який є джерелом утворення iнших АФК, у тому числi гiдроксильних та
гiдропероксидних радикалiв, синглетного кисню, проти яких не iснує специфiчних фермен-
тiв-дезактиваторiв.
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Данi щодо впливу H2O2 на активнiсть СОД суперечливi. Вiдомо, що одна з основних
форм СОД рослин — Cu/Zn-СОД — in vitro iнактивується H2O2 [7]. Водночас в експери-
ментах in vivo iз введенням екзогенного H2O2 в рослиннi тканини встановлено пiдвищення
в них активностi СОД. Такi ефекти виявлено у iзольованих листкiв кукурудзи [8] та ко-
леоптилiв пшеницi [2].

Неоднозначними є i вiдомостi щодо дiї СК на активнiсть СОД. Показано зниження
активностi цього ферменту пiд впливом екзогенної СК у рослин Fraxinus mandshurica [9].
Проте в листках винограду та колеоптилях пшеницi, оброблених СК, активнiсть цього фер-
менту iстотно пiдвищувалася [4, 10]. При цьому нез’ясованими залишаються характер i ме-
ханiзми змiни активностi СОД у рослинах пiд впливом СК i H2O2. Нещодавно показано, що
в листках кукурудзи зростання активностi ферменту, спричинюване екзогенним H2O2, усу-
валося антагонiстами кальцiю [8]. З iншого боку, екзогенний кальцiй iнгiбував активнiсть
СОД у рослин тютюну за обробки їх H2O2, а пiд впливом блокатора кальцiєвих каналiв вiд-
значалося вiдновлення активностi цього ферменту [11]. Прямих свiдчень залежностi ефектiв
екзогенної СК на активнiсть СОД вiд кальцiєвого статусу рослинних клiтин у доступнiй
нам лiтературi знайти не вдалося. Водночас вiдомо, що не всi ефекти СК реалiзуються
з участю кальцiю. Так, показано, що активацiя СК 48 кДа протеїнкiнази в суспензiйних
клiтинах тютюну у вiдповiдь на осмотичний стрес вiдбувалася незалежно вiд кальцiю як
внутрiшньоклiтинного месенджера [12].

У зв’язку з викладеним нами було проведено порiвняння дiї екзогенних СК i H2O2 на
активнiсть СОД колеоптилiв пшеницi, а також дослiджено вплив iнгiбiтора бiосинтезу бiл-
ка циклогексимiду i блокатора кальцiєвих каналiв верапамiлу на прояв ефектiв СК i H2O2.
Зважаючи на здатнiсть цих сполук пiдвищувати стiйкiсть рослин до рiзноманiтних абiо-
тичних стресiв, зокрема теплового [2, 13], ми також оцiнювали їх вплив на теплостiйкiсть
вiдрiзкiв колеоптилiв та активнiсть СОД пiсля дiї гiпертермiї.

Об’єктом дослiдження були вiдрiзки колеоптилiв, вiдокремленi вiд 4-добових етiольо-
ваних проросткiв пшеницi (Triticum aestivum L.) сорту Донецька 48. Умови пiдготовки
рослинного матерiалу описанi ранiше [2, 13]. Iзольованi колеоптилi витримували 14–18 год
у 2% розчинi сахарози. Пiсля цього протягом 2 год проводили обробку зразкiв СК i H2O2,
додаючи цi речовини до основного середовища iнкубацiї колеоптилiв (2% розчину сахарози).
У варiантах з комбiнованою дiєю iнгiбiтора бiосинтезу бiлка i СК (або H2O2) циклогекси-
мiд додавали в середовище iнкубацiї колеоптилiв за 4 год до внесення у цi розчини СК
або H2O2. Антагонiст кальцiю верапамiл у вiдповiдних серiях дослiдiв вводили в середови-
ще iнкубацiї колеоптилiв за 2 год до внесення СК або H2O2. Концентрацiї дослiджуваних
речовин i час обробки ними колеоптилiв були встановленi в попереднiх дослiдах. Пiсля
завершення iнкубацiї колеоптилiв у вiдповiдних розчинах частину зразкiв пiддавали ушко-
джувальному нагрiванню протягом 10 хв при 43 ◦С у водному ультратермостатi [13]. Надалi
протягом двох дiб (до моменту оцiнки виживаностi) колеоптилi всiх варiантiв iнкубували
у 2% розчинi сахарози.

Активнiсть СОД визначали як описано ранiше [2].
На графiках наведенi середнi значення чотирьох незалежних експериментiв та їх стан-

дартнi вiдхилення.
Обробка колеоптилiв СК i H2O2 викликала iстотне (приблизно на 80%) пiдвищення

активностi СОД (рис. 1). Iнгiбiтор бiосинтезу бiлка циклогексимiд сам по собi iстотно не
змiнював активнiсть ферменту, але повнiстю усував її пiдвищення, спричинюване дiєю як
СК, так i H2O2. Це свiдчить про пiдвищення активностi СОД шляхом посилення синте-
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Рис. 1. Активнiсть супероксиддисмутази (E) у колеоптилях пшеницi.
Свiтлi стовпчики — до нагрiвання, темнi — через 1 год пiсля нагрiвання (43 ◦С, 10 хв)
Тут i на рис. 2: 1 — контроль; 2 — СК (10 мкМ); 3 — H2O2 (10 мМ); 4 — циклогексимiд (4 мкМ); 5 — СК
(10 мкМ)+циклогексимiд (4 мкМ); 6 — H2O2 (10 мМ)+циклогексимiд (4 мкМ); 7 — верапамiл (250 мкМ);
8 — СК (10 мкМ) + верапамiл (250 мкМ); 9 — H2O2 (10 мМ) + верапамiл (250 мкМ)

зу ферменту, а не модифiкацiї iснуючих його молекул. Данi щодо зростання активностi
СОД пiд впливом H2O2 певною мiрою суперечать уявленням про iнгiбування основної фор-
ми цього ферменту високими концентрацiями H2O2 [7]. Вiдсутнiсть такого ефекту в наших
експериментах може бути пов’язана з тим, що пiсля двогодинної обробки колеоптилiв 10 мМ
екзогенним H2O2 його вмiст у тканинах колеоптилiв залишався в межах фiзiологiчних кон-
центрацiй [2].

Якщо СК i H2O2 як сигнальнi молекули впливають на синтез СОД, то можна припу-
стити, що передача їх сигналу в геном вiдбувається за участю кальцiю як унiверсального
внутрiшньоклiтинного месенджера. Нашi експериментальнi данi пiдтвердили це припущен-
ня. Пiдвищення активностi СОД, спричинюване СК i H2O2, практично повнiстю усувалося
блокатором потенцiалзалежних кальцiєвих каналiв верапамiлом (див. рис. 1). При цьому
сам по собi антагонiст кальцiю в концентрацiях, що використовувалися, не виявляв помi-
тного впливу на активнiсть ферменту.

Пiсля ушкоджувального нагрiвання активнiсть СОД у колеоптилях контрольного варi-
анта (без обробки ефекторами) виявляла тенденцiю до незначного пiдвищення. У варiантi
з СК пiсля дiї гiпертермiї вiдзначалося деяке зниження активностi ферменту. В усiх iнших
варiантах змiни активностi СОД пiд впливом високої температури були недостовiрними
(див. рис. 1).

Передобробка колеоптилiв H2O2 i особливо СК пiдвищувала їх теплостiйкiсть, яку оцi-
нювали за виживанiстю зразкiв пiсля потенцiйно летального нагрiвання (рис. 2). Цикло-
гексимiд незначною мiрою, а верапамiл достовiрно знижували теплостiйкiсть колеоптилiв.
При цьому обидвi сполуки не впливали на життєздатнiсть колеоптилiв, якi не пiддавалися
ушкоджувальному нагрiванню (результати не наводяться), а отже, не виявляли видимих
токсичних ефектiв. Iнгiбiтор бiосинтезу бiлка i блокатор кальцiєвих каналiв знiмали ефекти
пiдвищення теплостiйкостi колеоптилiв, спричинюванi СК i H2O2. Бiльше того, у варiантах
з поєднанням дiї СК або H2O2 з обробкою циклогексимiдом чи верапамiлом вiдзначалося
зниження виживаностi колеоптилiв порiвняно з варiантами, в яких колеоптилi оброблялися
лише циклогексимiдом або верапамiлом (див. рис. 2). Такi ефекти, напевно, можна пояснити
тим, що як екзогенний H2O2, так i СК спричиняють в рослинних тканинах окиснювальний
стрес (H2O2 як АФК безпосередньо, а СК через зниження активностi каталази [13]). Оче-

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2009, №9 167



Рис. 2. Виживанiсть колеоптилiв пшеницi пiсля ушкоджувального нагрiвання (43 ◦С, 10 хв)

видно, за умови блокування бiосинтезу бiлка чи кальцiєзалежної передачi сигналу в геном
адекватної реакцiї-вiдповiдi на окиснювальний стрес (пiдвищення активностi антиоксидант-
них ферментiв та синтезу низькомолекулярних антиоксидантiв) не вiдбувається, через що
має мiсце порушення про-/антиоксидантного балансу i зниження теплостiйкостi рослинних
об’єктiв.

Таким чином, нами виявлено пiдвищення активностi СОД в колеоптилях пшеницi пiд
впливом екзогенних СК i H2O2. Вперше на однiй експериментальнiй моделi показано, що
такий ефект обох сполук, напевно, пов’язаний з кальцiєзалежним посиленням синтезу фер-
менту. Адже змiни активностi СОД, спричинюванi СК i H2O2, усувалися як iнгiбiтором
бiосинтезу бiлка, так i антагонiстом кальцiю. Цей феномен узгоджується з даними про
здатнiсть екзогенного H2O2 викликати тимчасове пiдвищення концентрацiї цитозольного
кальцiю в рослинних клiтинах [14]. Дiя СК також, iмовiрно, пов’язана зi змiнами каль-
цiєвого статусу клiтин. СК може спричинювати первинний ефект зростання вмiсту H2O2

в рослинних клiтинах за рахунок iнгiбування каталази та пiдвищення активностi iонно-
зв’язаної пероксидази, яка розглядається як продуцент супероксидного радикала [13], далi
змiна вмiсту АФК, можливо, обумовлює вiдкриття кальцiєвих каналiв i активацiї кальцiє-
залежних сигнальних шляхiв [15].

Модифiкацiї активностi СОД та iнших антиоксидантних ферментiв [2, 13] пiд впливом
екзогенних СК i H2O2 зумовлюють зростання теплостiйкостi рослинних об’єктiв. При цьому
СК i H2O2, очевидно, дiють як агенти окиснювального стресу, попередньо “готуючи” антио-
ксидантну систему рослинних клiтин до адекватної вiдповiдi на дiю потенцiйно летального
стресора.
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Calcium-dependent influence of salicylic acid and hydrogen peroxide on

the superoxide dismutase activity of wheat coleoptiles

The influence of exogenous salicylic acid (SA — 10 µM) and hydrogen peroxide (10 mM) on the
superoxide dismutase (SOD) activity of wheat coleoptiles and their heat resistance have been studied.
SA and hydrogen peroxide essentially increased the SOD activity. Such effects were completely
levelled by the pretreatment of coleoptiles with the inhibitor of protein biosynthesis, cycloheximide,
and the blocker of calcium channels, verapamil. It is drawn the conclusion about the calcium-
dependent intensifying of SOD synthesis under the influence of SA and hydrogen peroxide. The
increase of heat resistance of plant objects after the treatment with these compounds can be related
to the preliminary activation of antioxidative enzymes by them.
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