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КаТалазнаЯ аКТивносТь в лисТовом аППараТе 
у сеЯнцев березы Повислой разных форм (BETULA 
PENDULA rOTH): VAr. PENDULA и VAr. CARELICA (mercKLIN)

К. м. никерова, н. а. галибина, ю. л. мощенская,  
л. л. новицкая, м. н. Подгорная, и. н. софронова
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Впервые проведено исследование каталазной активности в листовом аппарате 
10-месячных сеянцев обычной березы повислой (Betula pendula Roth var. pendula) 
и карельской березы (B. pendula var. carelica (Mercklin)). Адаптирована методика 
определения активности каталазы спектрофотометрическим методом для изуча-
емых объектов. Приведены графики зависимости наблюдаемой оптической плот-
ности от концентрации субстрата (перекиси водорода) и активности фермента от 
времени протекания реакции. Подобраны условия (время, концентрация субстра-
та) для определения активности фермента и модифицирована формула для рас-
чета активности каталазы. Протекание реакции каталазного окисления наблюдали 
на разных фазах развития листа, которые отличались по морфометрическим по-
казателям. Так, листья длиной 1–2 см были отнесены к I фазе, 3–4 см – ко II фазе, 
5–6 см – к III фазе, 7–8 см – к IV фазе. Показана динамика изменения активности 
каталазы отдельно для каждой изучаемой формы (var. pendula и var. сarelica соот-
ветственно), а также проведено сравнение активности фермента у разных форм. 
Установлено, что активность каталазы значимо была выше у сеянцев обычной бе-
резы повислой, по сравнению с карельской березой, на всех изучаемых стадиях. 
У обеих форм активность каталазы возрастала по мере увеличения длины листа. 
Таким образом, полученные результаты дают основания для обсуждения роли лис-
та как тест-объекта для обнаружения аномалий в строении древесины у разных 
форм березы повислой уже на ранних этапах онтогенеза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: карельская береза; узорчатая древесина; сеянцы; лист; ка-
талаза.
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m. N. podgornaya, I. N. sofronova. cATALAse AcTIVITy IN LeAVes OF 
sILVer bIrcH seeDLINGs OF DIFFereNT FOrms (BETULA PENDULA 
rOTH): VAr. PENDULA AND VAr. CARELICA (mercKLIN)

In this work we studied catalase activity in the leaves of 10-months seedlings of Betula 
pendula Roth var. pendula and Betula pendula var. carelica (Mercklin). This kind of study 
was carried out for the first time. We have adapted the spectrophotometric method for 
the determination of catalase activity for the studied objects. We show how optical density 
depended on the concentration of the substrate (hydrogen peroxide) and how the en-
zyme activity depended on the reaction time. We selected the conditions (time, substrate 
concentration) for the determination of the enzyme activity and modified the formula for 
catalase activity calculations. The catalase oxidation reaction was observed at different 
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введение

Для нормальной жизнедеятельности расте-
ниям необходимы свет и кислород, без которых 
невозможно интенсивное протекание процессов 
дыхания и фотосинтеза. В основе этих процес-
сов лежит огромное количество метаболических 
реакций, продуктами которых являются актив-
ные формы кислорода (АФК). В оптимальных 
условиях АФК продуцируются на низком уровне 
главным образом в хлоропластах, митохондриях 
и пероксисомах. В условиях стресса их образо-
вание может резко увеличиться и ингибировать 
защитные системы организма [Desikan et al., 
2001]. Размер пула АФК зависит от относитель-
ных скоростей их образования и деструкции, 
а также от времени жизни. Антиоксидантные 
ферменты − супероксиддисмутазы, каталазы, 
пероксидазы и другие, наряду с низкомолеку-
лярными антиоксидантами, участвуют в регу-
ляции уровня АФК [Полесская и др., 2004; Apel 
et al., 2004; Колупаев и др., 2015]. К тому же из-
менения активности антиоксидантных фермен-
тов опосредованно отражают баланс метаболи-
ческих процессов в онтогенезе растений, и поэ-
тому им отводится особая роль в растительном 
организме [Половникова, Воскресенская, 2008].

В Институте леса КарНЦ РАН многие годы 
проводится изучение карельской березы – дре-
весного растения с ярко выраженными струк-
турными аномалиями. Внешне структурные 
аномалии представлены наличием узорчатой 
древесины, что делает карельскую березу ин-
тересным объектом для изучения и обусловли-
вает ее высокую декоративную ценность. Од-
ной из причин формирования аномалий явля-
ется повышенный уровень сахарозы во флоэме 
в период активной камбиальной деятельности 
растений. Утилизация сахарозы происходит 
за счет ферментов ее метаболизации – саха-
розосинтазы и инвертазы, причем растения 
Betula pendula Roth var. pendula без признаков 
узорчатости и растения Betula pendula Roth var. 
carelica, отличающиеся узорчатой древесиной, 

имеют разнонаправленные ферментативные 
модели расщепления сахарозы. Разгрузка са-
харозы у var. pendula связана с высокой ак-
тивностью сахарозосинтазы в ксилеме, а у var. 
carelica – с высокой активностью апопластной 
инвертазы во флоэме [Галибина и др., 2016б].

Уровень выраженности признака узорчатос-
ти может быть неодинаков у разных растений 
карельской березы, ввиду высокого уровня эн-
догенной изменчивости. Кроме того, у карель-
ской березы при любом варианте скрещивания 
родительских форм в потомстве появляются 
особи как с узорчатой, так и с безузорчатой тек-
стурой древесины [Новицкая, 2008]. Поэтому 
диагностика этого признака, особенно на ран-
них этапах онтогенеза, имеет особое значение.

В наших предыдущих исследованиях по-
казано, что в период активного камбиально-
го роста в тканях ствола у взрослых расте-
ний с узорчатой древесиной (B. pendula var. 
carelica) активность пероксидазы (EC 1.11.1.7) 
выше, чем у растений без признаков узорча-
тости (B. pendula var. pendula) [Галибина и др., 
2013, 2016а]. Высокая активность пероксидазы 
у B. pendula var. carelica коррелирует с высокой 
активностью апопластной инвертазы. Сахароза 
в акцепторных тканях у карельской березы ме-
таболизируется преимущественно по инвер-
тазному пути, в результате которого образуют-
ся глюкоза и фруктоза [Галибина и др., 2016б]. 
Утилизация избытка гексоз происходит за счет 
реакций цикла Кребса и пентозофосфатного 
пути. При этом продуцируются АФК за счет дея-
тельности ферментов дегидрогеназ и оксигеназ 
[Донцов и др., 2006; Couée et al., 2006; Wellen, 
Thompson, 2010], и синтезируются вещества 
фенольной природы. Фенолы могут стать суб-
стратами пероксидазного окисления и привес-
ти к возрастанию пероксидазной активности 
во флоэме, в результате чего организм избав-
ляется от вредного воздействия АФК [Андре-
ев, 2001; Jansen et al., 2001; Rizhsky et al., 2002; 
Duroux, Welinder, 2003; Agati et al., 2012]. Кроме 
того, и сама глюкоза может вступать в реакции 

phases of leaf development, which differed one from another in morphometric indices. 
The division into phases was as follows: leaves 1–2 cm long – phase I, 3–4 cm long – 
phase II, 5–6 cm long – phase III, 7–8 cm long – phase IV. Information is provided on the 
dynamics of catalase activity changes for each of the studied birch forms (var. pendula 
and var. carelica, respectively), as well as in comparison. It was found that catalase acti-
vity was significantly higher in var. pendula seedlings than in var. carelica seedlings at all 
the studied phases. Both forms displayed an increase in catalase activity with increasing 
leaf length. Thus, the obtained differences have given us the reason to discuss the role of 
leaves as the test object for detection of anomalies in the wood structure of different birch 
forms at early stages of ontogeny.

K e y w o r d s: Betula pendula var. carelica; figured wood; seedlings; leaves; catalase.
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с АФК, образуя субстраты пероксидазного 
окисления [Синькевич и др., 2009]. Эти сведе-
ния, а также полученные в нашей лаборатории 
экспериментальные данные позволяют исполь-
зовать пероксидазную активность в ксилеме 
березы для экспресс-диагностики степени 
узорчатости древесины [Галибина и др., 2016а].

Поиск критериев (или тест-признаков), 
позволяющих отличить карельскую березу от 
других форм уже на ранних этапах онтогене-
за, когда еще нет видимых признаков анома-
лий, относится к числу перспективных задач, 
требующих решения. Мы считаем возможным 
к такого рода критериям отнести изменения 
активности ферментов антиоксидантной систе-
мы, в частности, пероксидазы. В наших работах 
показано, что отличия по пероксидазной актив-
ности выявлены не только при изучении тканей 
ствола, но также и в листовом аппарате бере-
зы обычной и карельской [Никерова, Галибина, 
2016, в печати]. Так, пероксидазная активность 
в листьях var. pendula была выше, чем в листьях 
у var. carelica [Галибина и др., 2013; Никерова, 
Галибина, в печати], что связано с усилением 
акцепторных свойств камбиальной зоны. С дру-
гой стороны, первым ферментом, принима-
ющим участие в утилизации АФК, а особенно 
H2O2, которая накапливается в процессе дыха-
ния, является каталаза (EC 1.11.1.6). Однако 
исследования каталазной активности в листьях 
карельской березы, насколько нам известно, 
ранее не проводились. Мы предполагаем, что 
лист может стать удобным тест-материалом 
для ранней идентификации узорчатости дре-
весины, а в качестве тестируемого признака 
предлагаем изучать активность каталазы.

В связи с вышесказанным целью данной ра-
боты стало исследование каталазной активно-
сти у 10-месячных сеянцев обычной березы по-
вислой и карельской березы на разных стадиях 
развития листа.

объекты и методы исследования

Объекты исследования – 10-месячные се-
янцы обычной березы повислой (Betula pen‑
dula Roth var. pendula) и карельской березы 
(B. pendula Roth var. carelica (Mercklin)). Сеян-
цы карельской березы были получены из се-
мян от контролируемого опыления деревьев 
с ярко выраженными признаками узорчатости 
(Forelia OY, Финляндия). Сеянцы выращива-
ли в светоустановке при температуре воздуха 
21–22 °С, освещенности около 5 клк и 16-часо-
вом светопериоде.

Все исследуемые листья находились во вне-
почечном периоде развития, когда лист имеет 

форму, характерную для взрослого, но обла-
дает разными размерами. Поэтому для анали-
за отбирали листья, обладающие наибольшей 
длиной, которая составила 7–8 см. Эти листья 
были отнесены к IV фазе развития. Остальные 
фазы выделяли в процентах от длины наиболь-
шего листа (75, 50 и 25 % соответственно). 
Так, листья, длина которых составила 5–6 см, 
были отнесены к III фазе развития, листья дли-
ной 3–4 см – ко II фазе, 1–2 см – к I фазе. На-
вески составили 0,3–0,4 г. Для листьев IV фазы 
(масса листа 0,27–0,5 г) использовали 1 лист, 
для листьев III фазы (масса листа 0,13–0,25 г) – 
1–2 листа, для листьев I и II фаз (ввиду их ма-
лого веса – 0,025–0,1 г) для анализа отбирали 
2–5 листьев, взятых с разных растений.

Растительный материал растирали с жид-
ким азотом и гомогенизировали в среде следу-
ющего состава: 50 мМ K, Na-фосфатный буфер 
(рН 7,8), 0,5 мМ ЭДТА; соотношение ткань : бу-
фер – 1 : 10. После 20-минутной экстракции 
при 4 °С гомогенат дважды центрифугировали 
при 10 000 g в течение 15 минут (центрифуга 
Sigma 2-16PK, Германия).

Активность каталазы в супернатанте опре-
деляли на спектрофотометре (СФ 2000, Рос-
сия) по ферментативному разложению пере-
киси водорода при 240 нм [Beers, Sizer, 1952]. 
Инкубационная среда содержала 67 мМ K, Na-
фосфатный буфер (рН 7,8) и 14,7 мМ пере-
кись водорода. Активность каталазы выражали 
в мкмоль перекиси водорода на мг белка, вос-
становленной за 4 мин (мкмоль H2O2/мг бел-
ка). Содержание белка определяли по методу 
Бредфорда [Bradford, 1976].

Статистическая обработка данных осущест-
влялась в среде Microsoft Excel. Для опреде-
ления активности фермента на каждой фазе 
развития листа проводили по 5–7 независимых 
опытов. На диаграммах приведены средние 
значения и их стандартные ошибки (n ≥ 5). Для 
оценки достоверности различий использовали 
t-критерий Стьюдента. Статистически значи-
мыми считали различия при р < 0,05.

Данные были получены на оборудова-
нии ЦКП «Аналитическая лаборатория» ИЛ 
КарНЦ РАН.

результаты

Подбор условий для определения 
активности каталазы

При подборе условий для определения ак-
тивности каталазы необходимо учитывать ее 
чрезвычайную активность [Чеснокова и др., 
2006; Mhamdi et al., 2010], которая в начале 
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реакции может возрастать за доли секунды. 
Концентрации Н2О2, с которыми работает ка-
талаза, во много раз превышают концентра-
ции, нейтрализующиеся пероксидазами [За-
госкина, Назаренко, 2016]. Таким образом, при 
незначительном скачке во времени реакции 
активность изменяется значительно, поэтому 
так важно достичь времени выхода фермента 
в более стабильную фазу. Об активности ката-
лазы мы судили по интенсивности уменьшения 
оптической плотности в области поглощения 
перекиси водорода (λ = 240 нм). Для этого был 
построен калибровочный график в диапазоне 
изучаемых концентраций Н2О2, который пока-
зывает зависимость оптической плотности от 
концентрации субстрата (рис. 1).

На рисунке 2 приведена зависимость ак-
тивности каталазы от времени реакции. Изме-
рения были проведены на одном из опытных 
образцов. Линейная зависимость активности 
каталазы от времени реакции наблюдалась 
в диапазоне 3–6 мин (рис. 2), поэтому для ре-
акции каталазного окисления было выбрано 
время 4 мин.

Для изучаемых объектов была адаптирована 
следующая схема определения каталазной ак-
тивности. В качестве контрольного варианта ис-
пользовали 1,9 мл фосфатного буфера; в качест-
ве опытного варианта использовали 0,9 мл фос-
фатного буфера с добавлением 1 мл перекиси. 
Измеряли оптические плотности контрольного 
и опытного образцов (D1 и D2 соответственно 
в формуле для расчета активности каталазы) 
при 240 нм относительно холостой кюветы, со-
держащей фосфатный буфер. Затем добавляли 
в контрольный и опытный образцы по 100 мкл 
супернатанта и вновь измеряли значения оп-
тических плотностей (D3 и D4 соответственно 
в формуле для расчета активности каталазы).

Для нахождения активности каталазы (А) ис-
пользовали формулу:

А = 20 * (((D2 – D1) – (D4 – D3)) * 1000 * V),
(45,4*m)

где D – оптическая плотность при длине волны 
240 нм; 45,4 – калибровочный коэффициент пе-
рекиси водорода, М-1 см-1; V – объем суперна-
танта, мл; m – масса растительной ткани, взя-
той для анализа, г; 20 – коэффициент, показы-
вающий разведение супернатанта.

Анализ активности каталазы в листьях 
сеянцев обычной и карельской березы

В результате проведенных опытов установ-
лено, что у обеих изучаемых форм березы ка-
талазная активность в листьях возрастала при 

Рис. 1. Зависимость оптической плотности от кон-
центрации перекиси (по оси абсцисс – концентрация 
перекиси водорода в моль/л, по оси ординат – оп-
тическая плотность в единицах оптической плотнос-
ти). На графике приведены уравнение зависимости 
оптической плотности (D) от концентрации перекиси 
водорода (С) и значение коэффициента аппрокси-
мации (R2)

Рис. 2. Зависимость активности каталазы (коли-
чество восстановленной перекиси) от времени (по 
оси абсцисс – время в минутах, по оси ординат – 
каталазная активность в мкмоль восстановленной 
перекиси/г сырой ткани)
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переходе их от I к IV фазе развития, то есть 
с увеличением длины листовой пластинки. 
У var. pendula она изменялась в диапазоне от 
93 до 909, а у var. carelica – от 26 до 638 мкмоль 
H2O2/мг белка (рис. 3). В частности, у обычной 
березы при переходе листа из первой фазы 
во вторую активность каталазы возрастала 
в 3,8 раза; между II и III фазами она увеличива-
лась в 1,8 раза, а между III и IV фазами – еще 
в 1,4 раза (рис. 3, а).

У сеянцев карельской березы активность 
каталазы в листьях II фазы развития была 
в 4,7 раза выше, чем в листьях I фазы; в листьях 
III фазы – в 2,5 раза выше, чем в листьях II фазы; 
а в листьях с наибольшей длиной – в 2,1 раза 
выше, чем в листьях III фазы (рис. 3, б).

Сравнительный анализ полученных резуль-
татов позволил установить, что активность 
каталазы в листьях обычной березы на всех 
фазах развития была выше, чем у сеянцев ка-
рельской березы. При этом увеличение ка-
талазной активности от молодого к зрелому 
листу у карельской березы происходило бо-
лее динамично. В частности, активность фер-
мента в листьях длиной 1–2 см, по сравнению 
с листьями длиной 7–8 см, у карельской бере-
зы была ниже в 24,5 раза, а у обычной бере-
зы – всего в 9,8 раза. При увеличении разме-
ров листа отмеченная разница между обычной 
и карельской березой снижалась. Так, на пер-
вой фазе активность каталазы у сеянцев var. 
pendula была выше, чем у сеянцев var. сarelica, 

в 3,6 раза, на второй фазе – в 2,9 раза, на тре-
тьей фазе – в 2,1 раза, а на четвертой фазе – 
всего в 1,4 раза.

Отдельно отметим результаты визуального 
анализа растений. Сеянцы карельской березы 
были более облиственны, чем сеянцы обыч-
ной березы повислой. Кроме того, у карель-
ской березы листовой аппарат был равномер-
но представлен листьями всех изучаемых фаз 
развития, а у обычной березы молодые лис-
тья (II и особенно I фаз) встречались единично 
и возобновление листового аппарата происхо-
дило не так интенсивно.

обсуждение

Известно, что у многих растений активность 
антиоксидантных ферментов возрастает от 
молодого листа к зрелому [Prochazkova et al., 
2001], что связано с увеличением уровня ды-
хания и затрат энергии на метаболизм [Sairam 
et al., 2003; Мазей и др., 2009]. В процессах, 
происходящих в клетках и тканях сеянцев, то 
есть на ранних этапах онтогенеза, особенно 
важна роль каталазы [Willekens et al., 1995]. Вы-
сокие показатели активности этого фермента 
наблюдали именно в молодых жизнеспособ-
ных органах и тканях растений [Карасев и др., 
2015]. В результате нашего исследования 
установлено, что у сеянцев обычной и карель-
ской березы возрастание активности катала-
зы коррелировало с увеличением длины листа 

Рис. 3. Активность каталазы (мкмоль H2O2/мг белка) в листьях, отличающихся стадией развития (I–IV), у 
10-месячных сеянцев B. pendula var. pendula (а) и B. pendula var. carelica (б):
I фаза – лист 1–2 см, II фаза – лист 3–4 см, III фаза – лист 5–6 см, IV фаза – лист 7–8 см
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(рис. 3). С одной стороны, это может свиде-
тельствовать об интенсификации процессов 
дыхания и фотосинтеза, а с другой стороны, 
логично связано с накоплением активных форм 
кислорода, содержание которых увеличивается 
по мере старения листа.

Определение каталазной активности в лис-
товом аппарате имеет особое значение с точки 
зрения функционирования листа в целостной 
системе донорно-акцепторных отношений. Ак-
цепторные зоны (зоны роста или запасания), 
в нашем случае это формирующиеся стволовые 
ткани, получают ассимиляты, которые образо-
вались в листе в ходе фотосинтеза и дыхания 
[Шелякин и др., 2016]. Тот факт, что разница 
в активности каталазы между I и IV фазами раз-
вития листа у сеянцев карельской березы зна-
чительно превышает таковую у сеянцев обыч-
ной березы, может свидетельствовать о более 
интенсивном протекании у нее метаболических 
процессов в связи с донорной функцией листа. 
Визуально изученные сеянцы карельской бере-
зы имели больше листьев, особенно молодых, 
по сравнению с сеянцами обычной березы по-
вислой. К тому же онтогенез листа у карельской 
березы протекал быстрее, чем у обычной фор-
мы. Подобные отличия в развитии листового 
аппарата были выявлены на примере взрослых 
деревьев. В проведенных ранее исследовани-
ях показано, что взрослые растения карель-
ской березы отличались по общему количеству 
листьев (особенно брахибластов и их площади) 
и по суммарной ассимилирующей поверхности 
в бо́льшую сторону по сравнению с растениями 
обычной березы [Николаева, Новицкая, 2007], 
в связи с чем, вероятно, лучше снабжали ство-
ловые ткани ассимилятами. У 8-летних расте-
ний карельской березы было выше суммарное 
содержание фотосинтетических пигментов 
и их количество в светособирающем комплек-
се по сравнению с обычной березой [Галибина 
и др., 2013]. Такая же тенденция наблюдалась 
на ранних этапах онтогенеза (неопубликован-
ные данные). Особенности формирования фо-
тосинтетического аппарата у исследованных 
видов обеспечивают интенсивный приток фо-
тоассимилятов, особенно сахарозы, в ткани 
ствола, что может приводить к нарушению кам-
биальной деятельности и развитию структур-
ных аномалий. Так, во флоэме 2-летних сеян-
цев карельской березы по сравнению с обыч-
ной березой содержание сахарозы было выше 
[Галибина и др., 2014]. У сеянцев обычной 
и карельской березы в возрасте нескольких 
месяцев в стебле выявлены отличия в распре-
делении активности сахарозосинтазы и инвер-
тазы, главных ферментов утилизации сахарозы 

[Мощенская, Галибина, 2016]. Как показали 
наши опыты, обычная и карельская формы бе-
резы на начальных стадиях онтогенеза разли-
чаются и по активности каталазы в листьях. Мы 
предполагаем, что выявленные закономернос-
ти могут составить основу для ферментативной 
идентификации признака узорчатости ствола 
березы в самом начале ее развития.

заключение

Таким образом, нами впервые была опреде-
лена каталазная активность в листьях у 10-ме-
сячных сеянцев двух форм березы повислой 
(обычной и карельской), морфологически не 
отличающихся между собой. Как показали ре-
зультаты данного и предыдущих исследований, 
различный метаболический статус изучаемых 
растений складывается на самых ранних эта-
пах онтогенеза, и это выражается в различных 
значениях биохимических показателей и раз-
нонаправленности метаболических стратегий. 
Изменения активности каталазы, как важного 
фермента, участвующего в формировании до-
норно-акцепторных отношений между листо-
вым аппаратом и тканями ствола, также отра-
жают различный метаболический статус рас-
тений березы повислой двух форм – обычной 
и карельской. Полученные результаты дают ос-
нование рассматривать лист как орган первич-
ной диагностики для выявления предрасполо-
женности к возникновению узорчатой структу-
ры древесины березы карельской уже в самом 
раннем возрасте.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке из средств федерального бюд‑
жета на выполнение государственного зада‑
ния (тема № 0220‑2014‑0001) и гранта РФФИ 
№ 16‑04‑100639_р_а.
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