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Порiвняння впливу салiцилової та янтарної кислот

на активнiсть супероксиддисмутази й каталази
i теплостiйкiсть проросткiв проса (Panicum

miliaceum L.)

Вивчали вплив обробки насiння розчинами салiцилової та янтарної кислот (СК i ЯК)
на теплостiйкiсть проросткiв проса та активнiсть в них супероксиддисмутази (СОД)
i каталази. За дiї СК i ЯК збiльшувалась активнiсть обох ферментiв у 4–5-добових
проростках i пiдвищувалась їх теплостiйкiсть. В умовах in vitro (при додаваннi до екс-
тракту ферментiв) СК i ЯК збiльшували активнiсть СОД та незначною мiрою iнгi-
бували каталазу. Висловлюється припущення, що iндукцiя теплостiйкостi попередньо
оброблених проросткiв СК i ЯК може бути пов’язана зi змiнами в окислювальному
метаболiзмi, зокрема, з пiдвищенням активностi СОД.

Застосування салiцилової та янтарної кислот (СК i ЯК) у практицi рослинництва показа-
ло, що передпосiвна обробка насiння або обприскування рiзних видiв рослин цими сполу-
ками спричиняють пiдвищення їх урожайностi i стiйкостi до абiотичних i бiотичних стресо-
рiв [1–3]. Водночас механiзми стрес-протекторної дiї СК i, особливо, ЯК залишаються мало
вивченими, що обмежує можливостi їх практичного використання. Данi сполуки є приро-
дними метаболiтами рослин, а детальне дослiдження їх дiї може бути корисним також для
розумiння фундаментальних механiзмiв iндукування стiйкостi рослин до стресорiв.

Здатнiсть екзогенної СК пiдвищувати стiйкiсть рослин до абiотичних i бiотичних стресо-
вих чинникiв пов’язують передусiм з iнгiбуванням нею каталази, що призводить до накопи-
чення пероксиду водню [4]. Наслiдком цього може бути як активацiя процесiв, спрямованих
на знищення патогенiв (окиснювальний вибух, синтез PR-бiлкiв тощо [3, 5]), так i пiдви-
щення активностi антиоксидантних ферментiв [6, 7], накопичення унiверсальних низькомо-
лекулярних протекторiв [8], що важливо для формування стiйкостi рослин до абiотичних
стресорiв.

ЯК розглядається деякими дослiдниками як мiметик СК [1]. Доведено здатнiсть обох
кислот iндукувати синтез одних i тих самих полiпептидiв у рослин гороху [1], а також в умо-
вах in vitro iстотно пригнiчувати активнiсть каталази тваринного походження [1] i видiле-
ної з бульб картоплi [9]. Водночас вiдомо, що молекулярнi форми каталази рiзних органiв
рослин можуть мати неоднакову чутливiсть до СК [10]. У багатьох випадках iнгiбування
ферменту спричиняють досить високi (нефiзiологiчнi) концентрацiї СК [11]. Бiльше того,
показано, що в умовах in vivo обробка рослин кукурудзи СК iндукувала експресiю генiв
каталази i пiдвищення її активностi в листках [12].

На окремих видах рослин [11] виявлена здатнiсть СК активувати супероксиддисмутазу
(СОД), що, поряд з iнгiбуванням каталази, може бути однiєю з iмовiрних причин збiльшен-
ня вмiсту пероксиду водню в рослинних тканинах за дiї СК [13].
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Рис. 1. Виживанiсть (%) проросткiв проса (Panicum miliaceum L.) пiсля нагрiвання (47 ◦С, 10 хв).
1 — СК; 2 — ЯК. Нульова точка на осi абсцис вiдповiдає виживаностi проросткiв контрольного варiанта
(без обробок)

До початку нашої роботи були вiдсутнi дослiдження, в яких би порiвнювався вплив СК
i ЯК в умовах in vitro та in vivo на активнiсть двох ключових ферментiв, причетних до
регуляцiї вмiсту активних форм кисню в клiтинах — СОД i каталази — у зв’язку з iндуку-
ванням стiйкостi рослин до абiотичних стресорiв. Це i визначило нашу мету — дослiдити
вплив обробки насiння проса (Panicum miliaceum L.) розчинами СК i ЯК на теплостiйкiсть
проросткiв та активнiсть СОД i каталази.

Насiння проса сорту Костянтинiвське замочували на 10–15 хв у розчинах СК або ЯК
у концентрацiях 10−6–10−2 М (контроль — обробка дистильованою водою), пiсля чого ви-
сушували протягом доби до початку його набубнявiння. Надалi насiння всiх варiантiв про-
рощували в темрявi при (23 ± 1) ◦C протягом 4 дiб у чашках Петрi на дистильованiй водi
з розрахунку 4 мл на 200 зернiвок. Потiм частину проросткiв прогрiвали протягом 10 хв
у водному термостатi при (47,0±0,2) ◦C (ушкоджувальний вплив). Через добу проростки
виставляли на розсiяне свiтло (3000 лк), а ще через 5 дiб оцiнювали їх виживанiсть.

Активнiсть СОД (КФ 1.15.1.1) i каталази (КФ 1.11.1.6) визначали в проростках до впли-
ву гiпертермiї та через 1 i 24 год пiсля нагрiвання. У цей час ще не спостерiгалося видимих
проявiв пошкодження рослин. Паралельно визначали активнiсть ферментiв у проростках
такого ж вiку, якi не зазнавали нагрiвання.

При дослiдженнi впливу СК i ЯК на активнiсть СОД i каталази in vitro кислоти у вiд-
повiдних концентрацiях додавали до неочищених екстрактiв ферментiв, отриманих з кон-
трольних проросткiв проса, iнкубували 40 хв при 23 ◦C, пiсля чого визначали активнiсть
ферментiв. Активнiсть СОД оцiнювали за iнгiбуванням вiдновлення нiтротетразолiю си-
нього в сумiшi, що мiстила НАДН i феназинметасульфат, активнiсть каталази — за розкла-
данням пероксиду водню [13]. Експерименти повторювали 4–7 разiв. На рисунках наведенi
середнi значення та їх стандартнi вiдхилення.

Обробка насiння СК у концентрацiях 10 i 100 мкМ спричиняла достовiрне пiдвищення
виживаностi проросткiв проса пiсля ушкоджувального нагрiвання (рис. 1). ЯК виявляла
максимальний захисний ефект у дещо вищих концентрацiях: 100 мкМ — 1 мМ.

Додавання СК до екстракту СОД призводило до пiдвищення її активностi (рис. 2, а),
максимальний ефект спостерiгався за дiї концентрацiї 10 мкМ, висока концентрацiя (1 мМ)
СК не виявляла достовiрного активуючого ефекту. Активуючий вплив на СОД в умовах in

vitro чинила i ЯК у досить широкому дiапазонi концентрацiй (див. рис. 2, а).
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Рис. 2. Вплив СК i ЯК на активнiсть (% до контролю) СОД (а) i каталази (б ) проросткiв проса в умовах
in vitro.
1 — СК; 2 — ЯК

Рис. 3. Активнiсть (E, ум. од./(г · хв)) СОД (а) i каталази (б ) в проростках проса.
1 — контроль; 2 — СК, 10 мкМ; 3 — СК, 1 мМ; 4 — ЯК, 10 мкМ; 5 — ЯК, 1 мМ. I — до нагрiвання; II,
III — вiдповiдно через 1 i 24 год пiсля нагрiвання; IV — через 24 год iнкубацiї проросткiв, що не зазнавали
нагрiвання

СК i ЯК в умовах in vitro пригнiчували активнiсть каталази, хоча цей ефект був не-
значним i спостерiгався лише за досить високих концентрацiй кислот (див. рис. 2, б ). При
цьому iнгiбуючий вплив СК був бiльш iстотним.

У подальших експериментах оцiнювали вплив передпосiвної обробки насiння розчинами
СК i ЯК на активнiсть СОД i каталази в проростках проса до i пiсля нагрiвання.

У проростках, вирощених з насiння, обробленого СК в концентрацiях 10 мкМ i 1 мМ,
встановлено достовiрне пiдвищення активностi СОД (рис. 3, а, I). ЯК виявляла активуючий
вплив на СОД лише за обробки нею насiння у вищiй концентрацiї (1 мМ).

У контрольних проростках (без обробки кислотами) через 1 год пiсля нагрiвання спо-
стерiгалося невелике пiдвищення активностi СОД (див. рис. 3, а, II ), проте через 24 год
пiсля дiї гiпертермiї активнiсть ферменту в проростках, якi зазнавали ушкоджувального
нагрiвання, була нижчою порiвняно з варiантом без стресу (див. рис. 3, а, III, IV ).
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У проростках, вирощених з насiння, обробленого СК в обох концентрацiях, через 1 год
пiсля впливу гiпертермiї мало мiсце додаткове пiдвищення активностi СОД, а через 24 год
активнiсть ферменту знижувалася i мало вiдрiзнялася вiд вiдповiдних величин контроль-
ного варiанта. У проростках, якi не зазнавали стресового впливу, у варiантi з СК у концен-
трацiї 10 мкМ активнiсть СОД була вищою вiд контролю (див. рис. 3, а, IV ).

У зразках, оброблених ЯК, також вiдзначалося деяке пiдвищення активностi СОД че-
рез 1 год пiсля впливу гiпертермiї (див. рис. 3, а, II ). Значення активностi в проростках,
оброблених ЯК у концентрацiї 1 мМ, було на цiй стадiї експерименту достовiрно вищим вiд
контролю. Надалi (через 24 год пiсля нагрiвання проросткiв) активнiсть ферменту в про-
ростках всiх варiантiв знижувалася. При цьому, однак, за дiї концентрацiї ЯК 1 мМ вона
була вищою, нiж у вiдповiдному контролi (див. рис. 3, а, III ). У проростках з насiння,
обробленого ЯК в концентрацiї 1 мМ, через 24 год з моменту спостережень у варiантi без
теплового стресу активнiсть СОД також була дещо вищою порiвняно з вiдповiдним кон-
тролем (див. рис. 3, а, IV ).

Характер впливу СК i ЯК на активнiсть каталази в умовах in vivo (обробка насiння)
вiдрiзнявся вiд ефектiв, що спостерiгалися in vitro: обидвi кислоти в концентрацiях 10 мкМ
i 1 мМ не знижували, а пiдвищували активнiсть ферменту (див. рис. 3, б, I).

Активнiсть каталази у проростках контрольного варiанта (з насiння, не оброблено-
го кислотами) через 1 год пiсля нагрiвання iстотно не змiнювалася, а до 24 год дещо
зростала (рис. 3, б, II, III ). Таким самим був пiсля нагрiвання i характер змiн актив-
ностi каталази в проростках, вирощених з насiння, обробленого СК. При цьому у варi-
антах з СК активнiсть ферменту мало вiдрiзнялася вiд контрольних значень, що вiдпо-
вiдали тим самим промiжкам часу (див. рис. 3, б, II, III ). Водночас у варiантi з оброб-
кою насiння ЯК в концентрацiї 1 мМ спостерiгалося зростання активностi ферменту че-
рез 1 год пiсля нагрiвання i наступне її зниження через 24 год. При цьому, однак, аб-
солютна величина активностi ферменту у варiантi з ЯК (1 мМ) через 24 год пiсля на-
грiвання була вищою, нiж у вiдповiдному контролi. У зразках, якi не зазнавали стресо-
вого впливу, через 24 год вiд початку спостережень у варiантах з СК i ЯК в обох кон-
центрацiях активнiсть каталази перевищувала вiдповiднi значення контрольного варiанта
(див. рис. 3, б, IV ).

Обговорюючи отриманi данi, необхiдно наголосити, що СК та ЯК в умовах in vitro пiд-
вищували активнiсть СОД (див. рис. 2). Iмовiрно, це можна пояснити прямою дiєю обох
кислот на молекули ферменту. Водночас активуючий ефект на СОД проросткiв проса чи-
нила i передобробка насiння цими кислотами (див. рис. 3). Варто зауважити, що ранiше
на iншому об’єктi — iзольованих колеоптилях пшеницi — нами було показано зняття ефек-
тiв екзогенної СК на активнiсть СОД пiд дiєю iнгiбiтора бiосинтезу бiлка циклогексимiду
i блокатора кальцiєвих каналiв верапамiлу [14]. Це розглядається як свiдчення iндукува-
ння синтезу СОД пiд дiєю СК. У рослин арабiдопсису за дiї екзогенної СК змiнювався
електрофоретичний спектр СОД [11], що також може свiдчити про вплив СК на синтез
ферменту. У данiй роботi показана можливiсть активацiї ферменту пiд дiєю СК в умовах
in vitro. При цьому, однак, iстотний ефект чинили концентрацiї СК, що перевищують фi-
зiологiчнi. Вмiст СК у рослинних тканинах зазвичай становить близько 10 нмоль/г, хоча
й дещо пiдвищується за умов дiї стресорiв [6]. Тому бiльш ймовiрною причиною пiдвищен-
ня активностi СОД за обробки рослинного матерiалу СК або її мiметиком ЯК може бути
посилення синтезу ферменту. Водночас не можна повнiстю виключити i прямого впливу
даних кислот на молекули СОД.
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Характер впливу дослiджуваних кислот на активнiсть каталази в умовах in vitro та in

vivo вiдрiзнявся. СК та ЯК знижували активнiсть каталази при додаваннi їх до екстракту
ферменту проса, але передобробка насiння розчинами цих кислот стимулювала активнiсть
цього ензиму (див. рис. 2, 3), що може бути пов’язано з посиленням його синтезу.

Таким чином, у данiй роботi вперше показано iдентичний активуючий вплив СК i ЯК
на ключовий антиоксидантний фермент СОД i пiдтверджено iнгiбування каталази обома
кислотами в умовах in vitro та продемонстровано її активацiю в експериментах in vivo. Во-
дночас необхiдно зауважити, що iнгiбуючий вплив СК на активнiсть каталази проросткiв
проса in vitro у наших експериментах був невеликим i спостерiгався лише за дiї концен-
трацiй, що явно перевищують фiзiологiчнi. Ще менш помiтним був вплив на каталазу ЯК,
котра деякими дослiдниками розглядається як мiметик СК [1]. Нашi данi вiдрiзняються вiд
отриманих ранiше на прикладi бульб картоплi [9]. Це дає пiдставу сумнiватися в тому, що
каталаза є основною мiшенню дiї СК i особливо ЯК, принаймнi у рослин проса. Ймовiрно,
вплив СК i ЯК на окиснювальний метаболiзм пов’язаний зi змiною активностi iнших фер-
ментiв, зокрема, дослiджуваної нами СОД. Її активацiя може призводити до накопичення
пероксиду водню, а отже, й до запуску механiзмiв передачi в ядро сигналу “окислювального
стресу” i формування вiдповiдних адаптивних реакцiй [13], зокрема активацiї антиоксидан-
тної системи. Ефект пiдвищення теплостiйкостi проросткiв проса пiсля обробки їх СК i ЯК
у концентрацiях, що активували СОД (див. рис. 1), є одним зi свiдчень на користь такого
припущення, яке, однак, потребує спецiальних експериментальних перевiрок.
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Comparison of the influences of salicylic and succinic acids on the

activity of superoxide dismutase and catalase and heat resistance of

Panicum miliaceum L. plantlets

The influence of seeds treatment with solutions of salicylic and succinic acids (SaA and SuA) on the
heat resistance of Panicum miliaceum L. plantlets and the activity of superoxide dismutase (SOD)
and catalase in them has been studied. Under the action of SaA and SuA, an increase of the activity
of both enzymes in 4–5-days plantlets and their heat resistance are registered. In vitro conditions
(addition to enzyme extracts), SaA and SuA increased the SOD activity and negligibly inhibited
catalase. It is supposed that the induction of a heat resistance of plantlets by the pretreatment with
SaA and SuA can be related to changes in the oxidative metabolism, in particular, to an increase
of the SOD activity.
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