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Пластидна термінальна оксидаза (Plastid Terminal Oxidase — PTOX)
залізовмістний фермент, переносник електронів у електронтранспортному
ланцюзі хлоропластів, функції якого до кінця не вивчені донині. В огляді
розглянуто будову та окремі відомості щодо функціонування РТОХ у нор-
мальних фізіологічних умовах та за дії різних абіотичних стресів. Одна з
відомих функцій РТОХ — участь у синтезі каротиноїдів. У нефотосинтезу-
вальних тканинах або на ранніх стадіях розвитку рослини, коли фотосинте-
тичний транспорт електронів не повністю активний, РTOX є основним ко-
фактором для фітоендесатурази і -каротиндесатурази, які беруть участь у
реакції десатурації каротиноїдів. Також РТОХ задіяна у хлорореспіраторно-
му механізмі в зелених тканинах рослин за дії стресів. На рослинах дикого
типу й різноманітних мутантних формах розглянуто участь РТОХ у протидії
світловому, температурному, сольовому стресам та їх комбінаціям. Показа-
но, що дуже висока експресія гена РТОХ у рослинах-мутантах не завжди
приводить до очікуваного підвищення стійкості. У протилежність цьому на-
ведено дані дослідників, які виявили підвищення стійкості різних видів рос-
лин за дії стресів за рахунок посилення транспорту електронів крізь РТОХ.
Це сприяло зменшенню продукування активних форм кисню і руйнування
білка D1, а, відповідно, й збереженню активності фотосистеми II (ФС II).
Представлено також результати щодо підвищеного вмісту РТОХ у контроль-
них рослин сортів озимої пшениці високої стійкості, отримані авторами. За
дії посухи вміст РТОХ у цих сортів ще більше підвищувався, а квантовий
вихід ФС II зберігався на високому рівні. Вважається, що PTOX працює як
ініційований стресом запобіжний клапан, що підтримує окиснення акцеп-
торної сторони ФС II, тим самим захищаючи ФС II від фотопошкодження.
Таким чином, PTOX можна використовувати як один із потенційних канди-
датів для генно-інженерного підвищення стресостійкості сільськогосподар-
ських рослин.

Ключові слова: фотосинтез, фотодихання, пластидна термінальна оксидаза,
абіотичний стрес.

У С3-рослин виявлено два основних шляхи циклічного перенесення
електронів через ФС I та пластохінон: за участю фередоксинпласто-
хінонредуктази та за участю НАД(Ф)Н-дегідрогеназного комплексу
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(НДГ). Крім того, пул пластохінону може бути залучений у перене-
сенні електронів за механізмом хлоропластного дихання (chlororespi-
ration) за участю пластидної термінальної оксидази, або пластохінол-
термінальної оксидази [1]. Термінальна оксидаза пластид (PTOX) —
це негемова дизалізохінолоксидаза, яка окиснює пластохінол і від-
новлює O2 до H2O. PTOX виявлено у так званому мутанті immutans
Arabidopsis thaliana, що має різнобарвний фенотип [2, 3]. Цей фер-
мент бере участь у біосинтезі каротиноїдів, розвитку пластид і хлоро-
пластному диханні. Припускають, що він може діяти як запобіжний
клапан, захищаючи пул пластохінону від надмірного відновлення під
час абіотичного стресу. У A. thaliana, вирощеного за помірного освіт-
лення в нормальних фізіологічних умовах, концентрація PTOX низь-
ка (~1 білок PTOX  100 ФС II) [4]. Підвищені рівні PTOX виявле-
но у видів, що зазнали дії абіотичних стресів, таких як висока
температура, високий рівень освітлення та посуха [5], засолення [6, 7],
низькі температури та висока інтенсивність видимого [8] та ультрафіоле-
тового світла [9]. Загальновизнано, що у більшості видів рослин PTOX
має низьку активність порівняно з фотосинтетичним потоком елек-
тронів. З літературних джерел відомо, що максимальна швидкість
транспорту електронів крізь PTOX становить 5 e— · с—1 · ФС II—1 для
PTOX2 у Chlamydomonas reinhardtii та 0,3 e— · с—1 · ФС II—1 у томатів [10],
тоді як максимальна швидкість фотосинтезу — ~150 e— · с—1 · ФС II—1

[11]. Однак у Eutrema salsugineum після стресу активність PTOX може
становити 30 % активності ФС II [6]. Ферментативна активність in
vitro рекомбінантного PTOX (мальтозозв’язувального білка (MЗБ) —
OsPTOX) з рису висока (до 19,01±1,1 мкмоль O2/(мг білка · хв) [12].
Розбіжність між заявленою активністю PTOX у рослинах і Vmax,
виміряною за допомогою очищеного білка, вказує на механізм, який
дає змогу регулювати активність PTOX залежно від стану відновлен-
ня ланцюга транспорту електронів. PTOX здатна конкурувати з ліній-
ним і циклічним потоком електронів [13, 14], тому високоактивна,
або у великій кількості PTOX може негативно впливати на синтез
АТФ і НАДФН. Для запобігання втручанню PTOX у фотосинтетич-
ний транспорт електронів за умов, сприятливих для асиміляції CO2,
її активність необхідно пильно контролювати. Висока активність
PTOX корисна для рослини у захисті фотосинтетичного апарату від
фотоінгібування, коли ланцюг транспортування електронів дуже ре-
дукований, як у випадку посухи, засолення або обмеженої фіксації
СО2, спричиненої дією високої температури. При цьому за нормаль-
них умов висока активність PTOX шкідлива для посиленої фотосин-
тетичної активності [15].

Локалізація та релокалізація РТОХ у хлоропласті. Циклічний
транспорт може активізувати структурна реорганізація тилакоїдної
системи хлоропластів за дії стресів. Світлозбиральний комплекс
ФС II фосфорилюється та мігрує з центральної частини грани в зо-
ни кінцевих і крайових ділянок тилакоїдної системи, забезпечуючи
перерозподіл світлової енергії на користь ФС I. Щоб зрозуміти ло-
калізацію та можливості переміщення білка PTOX, потрібні знання
про геометрію мембранної системи. Мембрани тилакоїдів вищих
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рослин організовані в стиковані грани, що складаються з циліндрич-
них складених мембран діаметром 350—600 нм, з’єднаних між собою
поодинокими стромальними тилакоїдами, і утворюють безперервну
складну структуровану мембранну мережу. Виявлено, що загальна
архітектура тилакоїдів дуже динамічна [16—18]. Цілком ймовірно, що
зміну розміру просвіту, часткове розкладання грани або збирання в
більші за розміром стопки гран [19] контролюють транспортні про-
цеси у системі тилакоїдної мембрани, також вони можуть контролю-
вати локалізацію білків у стромі. Приток протонів у внутрішньотила-
коїдний простір для створення рушійної сили для синтезу АТФ може
викликати його набрякання [20, 21], це може впливати на локалі-
зацію білка у стромі. Концентрація іонів у стромі збільшується за ви-
сокої рушійної сили протонів. Зміна концентрації іонів у стромі мо-
же вплинути на розчинність білків і стабільність більших білкових
комплексів, а також призвести до накопичення РТОХ.

У хлоропластах листків шпинату, вирощених за нормальних умов,
PTOX була локалізована в мембранах нестикованих частин тилакоїдів
[4]. У темноадаптованих листках її виявили переважно у фракції роз-
чинних білків [13]. Згідно з іншою моделлю розміщення ферменту
[14], PTOX прикріплюється до мембрани за високих pH (протонний
градієнт) і  (мембранний потенціал), що може бути викликане
світлом високої інтенсивності. Тобто, місце локалізації PTOX зале-
жить від рушійної сили протонів. Зміна розміщення PTOX регулює її
активність, дозволяючи або обмежуючи доступ до субстрату.

Нещодавно у Eutrema salsugineum описано інший тип регуляції за
дії сольового стресу, заснований також на змінах локалізації PTOX. У
контрольних умовах PTOX була локалізована у стромальних тилако-
їдах, не маючи доступу до субстрату пластохінолу, тоді як у рослинах,
що зазнали сольового стресу, вона була переміщена до стикованих
частин грани [7]. Вчені припустили [7], що PTOX може переміщува-
тися не лише зі стромальних ламел до грани, а й крізь мембрану ти-
лакоїду до зовнішнього її боку та бути активною.

Дані досліджень конфокальної мікроскопії показали, що існує
пул розчинної PTOX, який у темряві накопичується згустками, а на
світлі розподіляється однорідно у вигляді мережі між тилакоїдними
мембранами. Запропоновано динамічну модель локалізації PTOX
всередині хлоропласта: якщо градієнт протонів крізь мембрану дося-
гає певного порогового значення, PTOX переміщується до крайової
ділянки або в стиковану частину тилакоїдної мембрани, де має до-
ступ до субстрату та виконує свою функцію з підтримання окисно-
відновного стану пулу пластохінону в рівновазі. За нижчої рушійної
сили протонів фермент відривається від мембрани або локалізується
у частинах мембранної системи, де стає неактивним щодо фотосин-
тетичного транспорту електронів. На світлі підвищення рН і концен-
трації іонів у стромі може розчинити згустки PTOX і полегшити
зв’язування його з мембраною. Iснує також пул PTOX, що знаходить-
ся у високих концентраціях у стані спокою у стромальних ламелах або
специфічних доменах мембрани, які за допомогою конфокальної мік-
роскопії видно як плями. Роздільна здатність, обмежена дифракцією
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конфокальної мікроскопії, не дає змоги розрізнити плями у стромі та
плями, які утворюються на певному домені мембрани [15].

Раніше повідомлялось [7], що PTOX за підвищеної експресії в
Eutrema salsugineum переміщується зі стромальних ламел до стикова-
них частин грани під впливом сольового стресу. Такий рух теж уз-
годжується з викладеною вище моделлю [15]. Однак для пояснення
утворення плям необхідне накопичення високих концентрацій
PTOX у стромальних тилакоїдах. Iншої точки зору дотримуються
вчені [15], які припустили, що PTOX невідомим чином переміщує-
ться з боку, зверненого до строми (люмінального боку мембрани), та
активна у просвіті тилакоїду. Дані цієї моделі [15] засвідчують, що
PTOX активна на стромальному боці мембрани за незначних лужних
значень рН.

Різний розподіл PTOX у хлоропласті може бути пов’язаний як з
відмінностями у співвідношенні між мембранно-зв’язаним і розчин-
ним PTOX, так і різними станами його олігомеризації. PTOX може
накопичуватися у високих концентраціях у своїй розчинній формі,
утворюючи плями, а може дисоціювати на менші одиниці при зміні
pH і зв’язуванні з мембраною. Ці плями можуть бути частиною
клітинної структури, яка містить не лише PTOX у високій концент-
рації, а й інші компоненти та білки. Велика кількість плям належить
до розмірної категорії відомої специфічної клітинної структури —
пластоглобул. У хлоропластах нестресових рослин діаметр пластогло-
бул становить 45—60 нм [22]. Однак у досліджених хлоропластах та-
кож були виявлені менші та більші плями PTOX. Крім того, розмір
плями не збільшується у разі легкого стресу. Цей висновок погано
корелює з характерними для пластоглобул змінами. Найімовірніше,
вказані плями є скупченням саме PTOX у структурах змінного роз-
міру, що відрізняються від звичайних пластоглобул [15].

Каталітично функціональна одиниця PTOX, швидше за все, є
димером, як і мітохондріальна альтернативна оксидаза [23]. Відомо
про різні стани олігомеризації фітоендесатурази — ферменту шляху
біосинтезу каротиноїдів. Цей фермент дійсно існує у розчинній фор-
мі та формі, пов’язаній з мембраною, де він має доступ до свого ліпо-
фільного субстрату. Фітоендесатураза утворює олігомерні види вищо-
го порядку з двома помітними структурами, що складаються з кілець
або стопок [24]. Кільця були приписані тетрамеру, який збирався у
складені трубчасті структури завдовжки 15—30 нм, розчинної форми,
тоді як активна форма, приєднана до ліпосом, була єдиним тетрамер-
ним кільцем. Алгоритми таргетингу передбачають, що PTOX містить
хлоропластний N-термінал, його локалізацію у хлоропласті підтверд-
жено під час аналізу імпорту органолола в Arabidopsis. Цей аналіз по-
казав, що попередня форма PTOX (~45 кД) імпортується в ізольовані
хлоропласти і переходить там до зрілої форми (~37 кД) [3, 25, 26].

Сайт-спрямований мутагенез консервативних амінокислот плас-
тохінолоксидази та мітохондріальної альтернативної оксидази, що
входять до групи карбоксилатів без гемдиірона (DOX), і структурні
моделі цих білків запропоновано на основі моделей протеїнів DOX із
систем тварин [27, 28]. Наявність атомів заліза в каталітичному ядрі
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оксидаз підтверджено електронною парамагнітною резонансною
спектроскопією [29, 30]. Пластохінолоксидазу та мітохондріальну
альтернативну оксидазу змодельовано як міжфазні мембранні білки з
доменом активного сайта DOX, що мають контакт зі стромою та вну-
трішньотилакоїдним простором. Домен DOX складений з пакета з
чотирма спіралями, що забезпечує шість лігандів для зв’язування
центру диірона (чотири глутамата і два гістидинових залишки): E136,
E175, H178, E227, E296, H299 (нумерація послідовності Arabidopsis
IM). Ці амінокислоти зберігаються в усіх протеїнах обох оксидаз.
Метод сайт-спрямованого мутагенезу in vitro та у рослинах [31] про-
демонстрував, що шість лігандів заліза PTOX необхідні для його ак-
тивності. На ці дослідження спонукали результати in vitro аналізу ак-
тивності PTOX [32, 33] та доступності нульових алелей im-мутантів.
Саме ці алелі повертають до зеленого фенотипу трансформованих
im-послідовностями рослин дикого типу. Експерименти з мутагенезу
також показали, що 16-амінокислотний домен PTOX, відповідний
Exon 8 геномної послідовності im-Arabidopsis, важливий для процесів
укладання та стабілізації. Цей фрагмент є в кількох послідовностях,
при цьому він відсутній в мітохондріальній альтернативній оксиге-
назі, чим чітко вирізняє РТОХ. Нещодавні експерименти з мутагене-
зу підтвердили функціональну важливість 14 інших сайтів, наявних і
в мітохондріальній оксигеназі, і в РТОХ [34]. П’ять додаткових амі-
нокислотних залишків, необхідні для активності PTOX in vitro (L135,
H151, Y212, Y234, D295), а два з них — Y234 і D295 — потрібні та-
кож для активності в рослині. Для мітохондріальної альтернативної
оксидази було запропоновано, що ці амінокислоти необхідні для ка-
талізу та стабільності білка та/або субстрату. Наприклад, висновок
про те, що Y212 у PTOX важливий для активності in vitro, збігається
з гіпотезою, що аналогічний залишок у мітохондріальній альтерна-
тивній оксидазі (Y253) наявний у субстраті (хінол). Однак існує об-
межена чітка послідовність між запропонованим сайтом зв’язування
хінолу в мітохондріальній альтернативній оксидазі та аналогічною
ділянкою РТОХ [30]. Поясненням цього може бути, що альтернатив-
на мітохондріальна оксидаза використовує убіхінол, а РТОХ — плас-
тохінол [26].

Фізіологічна роль РТОХ. Фотосинтез — за своєю реакцією на
зміни зовнішніх умов є доволі пластичним процесом, в якому дві фо-
тосистеми (ФС I, ФС II) пов’язані ланцюгом перенесення електро-
нів, перетворюють енергію світла на хімічну. Раніше було показано
високу динамічність цього процесу у відповідь на еколого-фізіологіч-
ні зміни, оскільки надлишок енергії призводить до значних окисних
пошкоджень. У пластидах вищих рослин крім основного шляху пере-
несення електронів відкрито також альтернативний — циклічний
транспорт електронів навколо ФС I [35, 36] та фотодихання [37, 38].
Досліджено природу переносників електронів за нефотохімічного
відновлення пулу пластохінонів [39—42], показано роль НДГ у цик-
личному транспорті ФС I та у процесі фотодихання. Відкритим ли-
шилось питання про механізми й компоненти транспорту електронів
у процесі окиснення пластохінолу [26]. Наприкінці минулого сто-
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ліття сформовано думку про деструктивну роль надлишкової світ-
лової енергії, поглинутої фотосинтетичними пігментами, внаслідок
утворення активних форм кисню [43]. Показано, що утилізація над-
лишкового енергетичного потоку в умовах зниження активності цик-
лу Кальвіна та зменшення доступу СО2 (за закриття продихів), спри-
чинене водним дефіцитом, є найважливішою функцією фотодихання
як протекторного механізму [44—47]. Очевидно, що фотодихання
підтримує активність транспорту електронів у хлоропластах на почат-
кових етапах водного стресу [44]. Група дослідників [48] дійшла вис-
новку, що за помірного і слабкого освітлення для захисту ФС II від
фотоінгібування достатньо процесу фотодихання та пов’язаного з
ним газообміну, але у разі посилення інтенсивності освітлення, най-
імовірніше, вмикаються додаткові протекторні механізми, що знижу-
ють активність транспорту електронів [49].

Світло і температура. Природу зв’язку між органелами в клітині
та механізми взаємодії дедалі більше досліджують з використанням
мутантних особин [50, 51]. Для вирішення фундаментальних питань
фотосинтезу і вивчення біогенезу хлоропластів останнім часом зрос-
тає інтерес до застосування мутантів строкатості [51, 52]. Вони скла-
даються із зелених, білих і жовтих секторів, що виникають внаслідок
мутації в генах [53]. Клітини з таким типом мутацій містять пласти-
ди з дефіцитом пігменту, можливі варіанти з аномальною мембран-
ною структурою [54]. Iснує кілька механізмів варієгації. Наприклад,
мутації в ядерних генах, які кодують білки органел, викликають по-
яву клітин не лише різного забарвлення, а й різних за генотипом. В
інших випадках варіацій забарвлення клітин може бути з однаковим
мутантним генотипом, це вказує на те, що певний генний продукт
необхідний не для всіх клітин мутанта. Можливо, вивчення компен-
саційного механізму таких варіантів мутацій може надати інфор-
мацію про шляхи та регуляторні взаємодії біогенезу та існування хло-
ропластів. Im-variegation є одним із найдавніших мутантів Arabidopsis,
про який у 1960-х роках незалежно повідомляли Г.П. Редеі та Г. Реб-
белен [55, 56]. Клітини в зелених секторах im мають морфологічно
нормальні хлоропласти, а в білих — клітини гетеропластидні з ано-
мальними пластидами, в яких відсутні пігменти та організовані ламе-
ли, а також мала кількість хлоропластів нормального типу [2]. Світло
високої інтенсивності сприяє утворенню білих секторів [57]. Показа-
но, що в хлоропластах цих ділянок накопичується фітоен (безбарв-
ний каротиноїдний проміжний продукт), що вказує на порушення
активності фітоендесатурази, що перетворює фітоен на каротин [2].
Усі етапи каротиногенезу відбуваються в пластиді та опосередкову-
ються ядерно-кодованими ферментами, а фітоендесатураза опосеред-
ковує ранній етап цього процесу [58]. Таким чином утворюється
дефіцит фотозахисних елементів пластиди, що за умов інтенсивного
освітлення призводить до появи фотоокиснених пластид [59, 60]. Од-
нак у тих самих листках мутанта im-variegation наявні й хлоропласти
нормального фенотипу. Цей феномен може засвідчувати, що у дея-
ких пластидах проходили додаткові компенсаційні процеси на ранніх
етапах розвитку, що робить їх менш чутливими до фотоокиснення.
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Детальним дослідженням immutans в Arabidopsis [3, 25, 26] вияв-
лено генний продукт, що є пластидним мембранним білком. Він має
віддалену спорідненість з білком внутрішньої мембрани мітохонд-
рій — альтернативною оксидазою, що є переносником електронів від
убіхінолу до молекулярного кисню та бере участь в альтернативному
шляху дихання [25]. Фізіологічно фермент є важливим датчиком
клітинного окисно-відновного балансу [61, 62]. Подібно цьому im
мав хінолоксидазну активність, тому й отримав назву пластидна
термінальна оксидаза [33, 63]. На початку досліджень з’явилась мо-
дель, в якій im функціонує як окисно-відновний компонент шляху
десатурації фітоену, що потребує активності фітоендесатурази. Від-
повідно до цієї думки, im має активність хінолоксидази in vitro. Ек-
сперименти показали, що im відіграє глобальнішу роль у пластидно-
му метаболізмі. Так, протеїн функціонує як білок, що контролює
окисно-відновний потенціал хлоропластів [64]. За результатами
інших досліджень [65], під час аналізу тилакоїдних мембран мутанта
з видаленим геном psbA тютюну (DeltapsbA), який не мав комплексу
ФС II, порівняно кількість хлорофілу ФС I, комплексу цитохрому b6f
та хлорофіл-білкових комплексів ФС II (СЗК II) в листках дикого ти-
пу і мутанта. Відсутність ФС II в мутанта призводило до збільшення
в 10 разів відносної кількості зв’язаної з тилакоїдом PTOX та НДГ.
Збільшення кількості поліпептидів НДГ супроводжувалось чотирира-
зовим та більше посиленням його активності в мутантних тилакоїдах,
що визначали вимірюванням НАДН-дегідрогенази, також він специ-
фічно стимулював репарацію P700+ в тилакоїдах мутанта. Загалом
результати показали, що посилення потоку електронів через НДГ та,
можливо, інші альтернативні шляхи транспорту електронів частково
компенсують втрату функцій ФС II у мутанта DeltapsbA. Вміст мРНК
був наближений у різних типів рослин, тому посилення альтернатив-
них шляхів транспорту електронів проходить за допомогою трансля-
ційних і пострансляційних механізмів [65].

Паралельно досліджували вплив пластидної термінальної окси-
дази на фенотип рослин томата. Відсутність її в мутантах листків
Solanum lycopersicum призводила до gh-фенотипу, який характеризував-
ся строкатістю листків із зеленими і білими секторами та знебарвлен-
ням плодів. Показано, що дефіцит PTOX призводить до фотознебарв-
лення в сім’ядолях, підданих впливу світла високої інтенсивності,
переважно внаслідок здатності синтезувати каротиноїди в мутанті gh,
що доводить роль PTOX як фітоендесатурази. Однак коли повністю
зелені зрілі листки від gh були отримані та піддані фотознебарвлен-
ню на високих інтенсивностях світла, доказів недостатку кароти-
ноїдів не було. Найімовірніше, це засвідчує, що відсутність PTOX ро-
бить фотосинтетичний апарат листків чутливішими до світла через
порушення статусу окисно-відновного потенціалу пластохінону. Хо-
ча, можливо, на ранніх стадіях розвитку все ж існує зв’язок синтезу
каротиноїдів з наявністю PTOX. Крім того, дозрівання плодів насам-
перед залежить від наявності PTOX та цілісності пластиди для деса-
турації каротиноїдів. Таким чином, дані, отримані цією групою
дослідників, ще раз засвідчують участь PTOX у регуляції фотосинте-
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тичного транспорту електронів і доводять подвійну її роль. Це актив-
ність ферменту, яка необхідна для ефективної десатурації кароти-
ноїдів у деяких органах на певних стадіях розвитку, що передбачає
існування незалежного від PTOX шляху для повторного окиснення
пластохінолу в сполученні з фітоендесатуразою. Iнша функція PTOX —
участь у хлорореспіраторному механізмі в зелених тканинах [66].

Фізіологічну роль пластидної кінцевої оксидази, що бере участь
в окисненні пластохінолу в хлоропластах, досліджували також в лист-
ках томатів in vivo. Показано, що в хлоропластах рослин томатів та
арабідопсису за високотемпературного стресу вміст НДГ і РТОХ
підвищується [31]. Активність ферменту оцінювали аналізом кінети-
ки змін флуоресценції хлорофілу. В темряві максимальна швидкість
потоку електронів через РТОХ була меншою за 1 e— · с—1 · ФС II—1

[10]. Проте довготривала дія світла високої інтенсивності приводила
до підвищення загальної активності РТОХ, що супроводжувалось
збільшенням накопичення білка. За усіх перевірених умов активність
ферменту завжди лишалась приблизно на два порядки нижчою, ніж по-
ток електронів через лінійний шлях під час фотосинтезу. Тому, щодо
ролі запобіжного клапана для фотогенерованих електронів є спірні
моменти, але існують бесперечні докази його участі у світловій
аклімації рослинних організмів. Більше того, відіграючи важливу
роль у контролі стромальної окисно-відновної рівноваги, РТОХ та-
кож здатна модулювати баланс між лінійним і циклічним потоком
електронів навколо ФС I на фазі дезактивації асиміляції вуглецю, яка
слідує за моментом переходу від світла до темряви [10]. На рослинах
тютюну, які мали високий ступінь експресії пластидної термінальної
оксидази A. thaliana (PTOX+) [63], досліджено фотоінгібування та ут-
ворення активних форм кисню (АФК). Рослини PTOX+ і дикого ти-
пу вирощували на світлі інтенсивністю 450 мкмоль фотонів/(м2 · с).
Коли невідокремлені листки піддавали дії фотоінгібувального світла
(1500 мкмоль фотонів/(м2 · с)) втрата перемінної флуоресценції спо-
стерігалася як для рослин дикого типу, так і для PTOX+. Відновлен-
ня перемінної флуоресценції за слабкого освітлення (8 мкмоль фо-
тонів/(м2 · с)) було значно швидшим у дикому типі, ніж у рослинах
PTOX+. Щоб встановити, чи сприйнятливіші рослини PTOX+ до фо-
тоінгібування, листки рослин обох варіантів інкубували протягом 4
год з лінкоміцином для блокування синтезу білків D1 і, таким чином,
відновлення пошкоджених центрів ФС II. Листки освітлювали про-
тягом 4 год 850 мкмоль фотонів/(м2 · с) і визначали співвідношення
Fv/Fm — показник максимального квантового виходу фотосинтезу. До
сильного освітлення значення Fv/Fm становило 0,81 для дикого типу
та PTOX+, що узгоджується з вимірюваннями на широкому діапазоні
вищих рослин без стресу [67]. За дії світла високої інтенсивності зни-
ження перемінної флуоресценції було значно більшим в PTOX+, ніж у
дикому типі. Фіксували вищі рівні O2

•— та інших АФК саме в росли-
нах PTOX+. Коли рослини, вирощені за 150 мкмоль фотонів/(м2 · с)),
освітлювали 400 мкмоль фотонів/(м2 · с), спостерігалось набагато
менше зниження Fv/Fm і не було виявлено істотної різниці між
PTOX+ і диким типом. На додаток до вимірювань флуоресценції хло-
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рофілу в листках фотоінгібування визначали за втратою активності
ланцюга перенесення електронів в ізольованих тилакоїдах з дикого
типу і PTOX+. За слабкого освітлення тилакоїди з рослин PTOX+ бу-
ли захищені від фотоінгібування. За слабкого освітлення і наявності
кисню як єдиного доступного акцептора електронів стан відновлен-
ня пулу пластохінону був високим у рослинах дикого типу. За цих
умов акцепторна сторона ФС II легко відновлюється, і проходить ре-
акція рекомбінації заряду між відновленими семіхінонами на акцеп-
торній стороні ФС II та окисненими станами на донорній [68].

За літературними даними, PTOX бере участь в окисненні плас-
тохінолу [63, 68], а також відіграє важливу роль як запобіжний кла-
пан, викликаний стресом [69, 70], що допомагає рослинам адаптува-
тися до умов стресу: сольовий стрес, екстремальні температури та
сильне освітлення [5, 71, 72]. Однак надмірна експресія PTOX не за-
хищає ФС II від фотоінгібування ні в тютюні [63], ні в рослинах
Arabidopsis [73]. Цілком імовірно, що PTOX має мінімальний вплив
на транспорт електронів між ФС II та ФС I у зрілих листках [73—75],
але він відіграє важливу роль у підтриманні пулу пластохінону, окис-
неного під час біогенезу хлоропластів і збірки фотосинтетичного апа-
рату [68, 73]. З викладеного вище можна зробити висновок, що за
сильного освітлення рослини з високим вмістом PTOX були чут-
ливіші до фотоінгібування, ніж рослини дикого типу. Крім того, ак-
тивність виділення кисню в ізольованих тилакоїдних мембранах рос-
лин із надлишковою експресією PTOX була сильніше інгібована за
дії світла високої інтенсивності, ніж у тилакоїдів рослин дикого ти-
пу. На противагу цьому, за слабкого освітлення у рослинах з висо-
ким вмістом PTOX тилакоїди були захищені від фотоінгібування, а у
рослин дикого типу вони були значно пошкоджені.

Паралельні дослідження тютюнового мутанта, позбавленого
комплексу 1 дихального ланцюга, показали більшу кількість альтер-
нативної оксигенази мітохондрій, водночас була збільшена кількість
Mn-СОД (локалізована в мітохондріях) [76]. Вироблення супероксид-
них і гідроксильних радикалів виявлено з використанням ЕПР-ме-
тодів у різних зразках. Продукція супероксиду та гідроксильного ра-
дикала стимулювалася в рослинах з високим вмістом
пластохінолоксидази. Дві третини продукції супероксиду підтримува-
лися за наявності DNP-INT — інгібітора комплексу цитохрому b6f.
Не спостерігалося підвищення вмісту супероксиддисмутази (СОД) у
надекспресорі порівняно з диким типом. Iснує припущення, що су-
пероксид виробляється PTOX у побічній реакції, і що PTOX може
діяти як запобіжний клапан лише в умовах стресу, коли утворений
супероксид детоксикується ефективною антиоксидантною системою.
Рослини, повністю позбавлені PTOX, були сприйнятливіші до фото-
інгібування [68]. Паралельно показано, що рослини, на які впливає
навколишнє середовище, сприяючи фотоінгібуванню, збільшують рі-
вень білка PTOX [71, 72, 77]. Подальші дослідження були проведені
для виявлення кореляції між рівнями PTOX і СОД в альпійських рос-
линах за умов інтенсивного освітлення та низьких температур [71,
77], в галофітах за сольового стресу [6] у вівсі, у Brassica fruticulosa за
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високих і підвищених температур [5, 72]. Крім того, передбачуваний
функціональний зв’язок між PTOX і СОД необхідно встановити у
рослин з підвищеним рівнем білка як PTOX, так і СОД. Якщо це так,
то PTOX може бути запобіжним клапаном навіть в умовах високої
освітленності, коли PQ сильно зменшується за використання O2, рі-
вень якого контролює СОД.

Сольовий стрес. На сьогодні PTOX, що відіграє фізіологічно важ-
ливу роль у відповіді деяких видів рослин на світло і сольовий (NaCl)
стрес, спрямовуючи надлишок електронів до кисню і захищаючи та-
ким чином ФС II від фотопошкодження, розглядається як важливий
кандидат для підвищення стресостійкості сільськогосподарських рос-
лин [14, 78]. Однак спроби перенести PTOX-опосередковану стре-
состійкість на чутливі до стресу види, такі як Arabidopsis [7, 73] і тю-
тюн [63, 68], мали не зовсім очікуваний результат, можливо, через те,
що така віддалена ядерна трансформація не змогла надати стійкості
чутливим до стресу рослинам. Використовуючи технологію транс-
формації хлоропластів, група вчених [80] успішно експресувала міче-
ний гемаглютиніном вірусу грипу людини похідний PTOX1, кодова-
ний зеленою водорістю Chlamydomonas reinhardtii [80], у рослинах
тютюну (Nt-PTOX-OE) і показали, що PTOX1 був націлений на ти-
лакоїдні мембрани і активний [81]. Всупереч очікуванням, рослини
Nt-PTOX-OE були чутливішим до легкого стресу. В цих роботах де-
тально розглянуто вплив PTOX1 на фотосинтез у Nt-PTOX-OE рос-
лин тютюну, вирощених за двох різних інтенсивностей світла. В умо-
вах «низького освітлення» (50 мкмоль фотонів/(м2 · с)) рослини
Nt-PTOX-OE та дикого типу показали подібну фотосинтетичну ак-
тивність. Аналіз рослин Nt-PTOX-OE, вирощених за слабкого освіт-
лення, показав, що PTOX1 відводить електрони з пулу PQH2 до кис-
ню, зменшуючи таким чином чистий прямий потік електронів до ФС I
та швидкість асиміляції CO2 [13]. В умовах «високого освітлення»
(125 мкмоль фотонів/(м2 · с)) активність ФС II, навпаки, була в рос-
линах Nt-PTOX-OE нижчою, ніж у дикого типу, тоді як на активність
ФС I дія світла високої інтенсивності не вплинула. Nt-PTOX-OE, ви-
рощений за сильного освітлення, також не зміг збільшити співвідно-
шення хлорофілу a/b і максимальну швидкість асиміляції CO2
порівняно з рослинами, вирощеними за слабкого освітлення, що
свідчить про дефект аклімації. Рослини Nt-PTOX-OE продемонстру-
вали набагато кращу схожість, довжину кореня та накопичення
біомаси пагонів, ніж дикого типу, коли їх піддавали впливу високих
рівнів NaCl, і показали швидше відновлення та менші втрати хло-
рофілу після стресу NaCl за вирощування на гідропоніці [79]. Крім
того, втрати хлорофілу в листових дисках, отриманих з рослин, виро-
щених на гідропоніці за слабкого освітлення та підданих високим
рівням NaCl, також були меншими в Nt-PTOX-OE, ніж у рослин ди-
кого типу. Отже, загалом ці дані свідчать про роль PTOX1 у захисті
рослин Nt-PTOX-OE від сольового стресу [79].

Водний дефіцит. Довготривалий водний стрес передбачає досить
широку реакцію аклімації: експресія генів, зміни в морфології та
фізіології рослинних організмів, що приводять до гомеостатичної

196

О.Ю. БОНДАРЕНКО, В.В. ШЕВЧЕНКО

ISSN 2308-7099 (print), 2786-6874 (online). Fiziol. rast. genet. 2023. Vol. 55. No. 3



компенсації початкових наслідків дії водного стресу, підвищення
концентрації певних фотосинтетичних ферментів зі зниженням їх ак-
тивності, підтримання високої інтенсивності транспорту електронів у
тилакоїдах. З відомих параметрів, що може бути використаний у
селективних роботах з посухостійкості як найчутливіший на рівні про-
дихової провідності, осмотичних пристосувань, ефективності транс-
пірації та кінетики швидкої флуоресценції, можна було б запропону-
вати активізаційну здатність РТОХ.

Кисень безпосередньо може приймати електрони від ФС I у про-
цесі реакції Мелера, що викликає генерацію АФК та забезпечує
лінійне перенесення електронів у момент, коли акцептори електронів
ФС I виснажуються. Утворені АФК диспропорціюються на Н2О2 та
О2 СОД. В подальшому у хлоропласті Н2О2 перетворюється на воду
аскорбатпероксидазою, реакція супроводжується утворенням моно-
гідроаскорбату. Цикл вода—вода складається з цих реакцій знешкод-
ження АФК та рециркуляції аскорбату. Фактично 50 % фотохімічно
генерованих електронів можуть бути використані у процесі фотоди-
хання, циклі вода—вода та прямому фотовідновленні О2 на шляху дії
аскорбатпероксидази в реакції Мелера. Крім того, РТОХ може окис-
нювати PQH2, тим самим впливаючи на редокс-стан пулу PQ за ви-
користання О2 та продукуванні води:

2 QH2 + O2  2 Q + 2 H2O.

На сьогодні ідентифікація РТОХ як хлоропластної пластохінол-
оксидази — новий окисно-відновний компонент, пов’язаний із цик-
лічним і лінійним транспортом. Літературні дані засвідчують подвій-
ну роль РТОХ: 1) її активність необхідна для ефективної десатурації
каротиноїдів у листках на певних етапах розвитку рослинного ор-
ганізму, але не на всіх, що передбачає існування незалежного від
пластидної термінальної оксидази шляху для повторного окиснення
пластохінолу в поєднанні з фітоендесатуразою; 2) вона бере участь у
хлорореспіраторному механізмі в зелених тканинах рослин [66].

У дослідженнях динаміки виходу фотодихання за водного дефі-
циту показано, що на початку розвитку реакції на посуху активність
фотодихання посилюється [44]. Нелетальна жорстка довготривала
посуха збільшує цей показник удвічі за активність фотосинтезу. В
рослинах пшениці активність фотодихання істотно підвищувалась у
1-шу добу посухи, коли зниження інтенсивності фотосинтезу визна-
чали чинники, не пов’язані з водним дефіцитом, та підвищення ін-
тенсивності фотодихання не було зумовлено закриванням продихів
[44]. Дослідження мутантів ячменю, дефіцитних за деякими фермен-
тами фотодихання, показали подібний результат: в умовах помірної
посухи інтенсивність фотодихання підвищувалася, а за її посилен-
ня — повільно знижувалася, значення співвідношення фотодихан-
ня/фотосинтез при цьому збільшувалося [82].

Причинами активізації фотодихання за посилення водного де-
фіциту вважають зниження вмісту СО2 у стромі хлоропластів внаслі-
док підвищення опору дифузії [82], та активізацію реакції декарбок-
силування кетокислот під час взаємодії АФК. Зміни стехіометричних
показників фотодихання і фотосинтезу можуть пришвидчити ці реакції
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через зменшення повернення вуглецю з гліколатного шляху в цикл
Кальвіна та збільшення реакцій декарбоксилування відносно реакцій
карбоксилування. Iснує думка, що фотодихання та рефіксація вугле-
кислого газу — це істотний акцептор електронів, і, як наслідок, за-
хисний механізм у стресових умовах. Фотодихання є ефективнішим
протекторним механізмом, ніж реакція Мелера [47]. Все ж інтеграль-
на модель фотосинтез—фотодихання передбачає, що газообмін, вик-
ликаний фотодиханням, може підтримувати до 70 % максимальної
інтенсивності транспорту електронів за доволі низької концентрації
вуглекислого газу [83]. Посилення інтенсивності фотодихання може
частково замінити зниження асиміляції СО2 за дії помірної посухи
залежно від інтенсивності світла, при цьому активність реакції Меле-
ра може лишатись низькою [84]. Проте є дослідження, які демонст-
рують сталість ступеня інгібування ФС II за низьких концентрацій
кисню під час дії посухи. Низькі концентрації О2 викликали фо-
тоінгібування лише за низьких концентрацій СО2 у повітрі, а отже,
фотодихання за водного дефіциту не є ефективним захисним ме-
ханізмом від фотопошкоджень [85]. Ці протиріччя можна пояснити
тим, що різні рослини по-різному здатні використовувати теплову
дисипацію енергії збудження хлорофілу, реакцію Мелера та здатність
кисню пришвидшувати фотодеструкцію.

На сьогодні відомі роботи з дослідження вмісту протеїну плас-
тохінолоксидази у різних сортах озимої пшениці, а також зміни цьо-
го показника за дії посухи. Встановлено, що 7-добова дія посухи не
лише знижує активність ФС II, зумовлену руйнуванням або дест-
рукцією внутрішніх антенних білків ФС II та реакційного центру D1,
а й викликає зміни у наповненні основними протеїнами мембранних
структур хлоропластів. Так, у дослідженні формування неспецифіч-
ної стійкості фотосинтетичного апарату в деяких цінних і сильних
сортів озимої пшениці сучасної селекції [86] під час вивчення зміни
показників індукції флуоресценції хлорофілу в прапорцевих листках
рослин за дії посухи показано, що на 7-му добу дії помірної посухи
цінні сорти Подолянка, Порадниця і Подільська нива формують не-
специфічну стійкість за рахунок посиленого синтезу захисних про-
теїнів, до яких автори віднесли також протеїни РТОХ. Сильний ви-
сокобілковий сорт Наталка лише частково відновлював показники
індукції флуоресценції та вирізнявся незначним збільшенням вмісту
захисних протеїнів фотосинтетичного апарату. В цих же роботах про-
аналізовано вміст пластохінолоксидази у хлоропластах різних за по-
сухотолерантністю сортів озимої пшениці. Відносний вміст цього
ферменту в сортах більш пластичних і стійких в контрольних умовах
вирощування був вищим. У хлоропластах тих самих сортів, але за дії
посухи, вміст цього протеїну був збільшений в усіх сортах, а в сортах
з вищою толерантністю до посухи він підвищувався істотніше віднос-
но сумарного білка хлоропластів, ніж це спостерігали в менш стійких
сортах [87].

Одночасний водний і температурний стреси. Iснують різні меха-
нізми пристосування рослинних організмів до змін навколишнього
середовища. Багато гіпотез отримали підтвердження на рівні як ок-
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ремих систем, так і цілих організмів. У природі рідко діє лише один
зі стресорів, тому нині з’являються роботи з вивчення реакції рос-
линних організмів на сукупну дію двох або кількох стресових чин-
ників, що по-різному, не завжди очікувано, впливають на фізіоло-
гічний стан сільськогосподарських культур [88—90]. Найуразливішим
для рослин є репродуктивний етап розвитку, який припадає саме на
найпосушливіший і спекотний період, тому особливо актуальними
на сьогодні є дослідження механізмів захисту та адаптації фотосинте-
тичного апарату та рослини загалом [91, 92]. Нестача води в рослині
негативно впливає на фотохімічну активність ФС II, транспорт еле-
ктронів, активність багатьох ферментів, асиміляцію вуглекислого га-
зу тощо, а додаткове навантаження високої температури посилює цей
ефект. Саме цю проблему вирішуватимуть селекціонери під час виве-
дення нових сортів. Для цього необхідне глибоке розуміння не лише
адаптивних механізмів, а й їх взаємодії. Відомі роботи з дослідження
структурно-функціональних змін ФС II у різних сортів озимої пше-
ниці за комбінованої дії посухи та високої температури [93], в яких
показано зміни активності фотосинтетичного апарату рослин пше-
ниці різних сортів за дії 10-добової жорсткої посухи за певними
змінами індукції флуоресценції хлорофілу. Встановлено, що посуха
спричинила підвищення рівня Qb-невідновлювальних центрів, що за
відносно сталого рівня «відкритих» центрів збільшило показник
Fpl/Fmax. Параметр потенційного квантового виходу ФС II також не
змінювався, але за додаткової дії високої температури відбувалися
істотні його зміни. Залежно від стійкості сорту фіксували різні рівні
змін. У всіх рослин спостерігався перехід всіх Qb-невідновлюваних
центрів до стану «відкритих». Iнтенсивність F0 була вищою за плато
(такий підйом характерний за дії особливо жорстких стресів). Пара-
метр Fv/Fmax також, як й очікували, знижувався. Цікавий феномен
виявлено у стійких сортів: усі зазначені вище показники за дії
подвійного стресу водного дефіциту та короткочасної високої темпе-
ратури знижувались меншою мірою, ніж за дії окремого чинника.
Паралельно, аналогічно дослідженням з впливу посухи, аналізували
вміст низькомолекулярних захисних протеїнів у хлоропластах пра-
порцевих листків досліджуваних рослин. Результати показали підви-
щений вміст пластохінолоксидази в листках стійкіших сортів рослин
озимої пшениці, вирощених в умовах нормального водозабезпечен-
ня. У листках рослин, підданих дії 10-добової посухи, вміст цього
протеїну збільшувався. Саме у рослин з вищим вмістом PTOX і мож-
ливістю її посиленого синтезу виявлено менше пошкодження ФС II
за дії подвійного стресу [87, 93].

Отже, проаналізувавши літературні дані, підсумуємо що РТОХ —
окисно-відновний компонент, пов’язаний з циклічним і лінійним
транспортом. У хлоропластах PTOX зв’язується зі стромальними ла-
мелами тилакоїдів і моделюється як міжфазний мембранний білок,
активний центр якого обернений до строми [4, 27, 63]. PTOX —
кінцева оксидаза залежного від кисню окисно-відновного шляху,
який десатурує фітоен [94—99]. Вважають, що цей шлях включає пе-
ренесення електронів від фітоену до пластохінону (PQ) через PDS,
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утворюючи каротин і пластохінол (PQH2), і від PQH2 до молекуляр-
ного кисню через PTOX, утворюючи воду та PQ [3, 25, 57]. Тилакоїди
im-пластид у процесі розвитку мають надмірно знижені пули PQ [57],
і, відповідно до цього шляху, накопичення фітоену в im-мутантах
можна пояснити зменшенням постачання PQ, доступного для PDS
[100], тому що перенесення електронів з фітоену в надмірно зменше-
ний пул PQ не є енергетично сприятливим [101]. На додаток до фе-
нотипу накопичення фітоенів у мутантів, у яких відсутній PTOX (im
у Arabidopsis та аналогічний мутант у томатів) [2, 66, 102], про участь
PTOX у каротиногенезі свідчить тісна координація між експресією
PTOX і продукцією каротиноїдів у низці систем, можливо, в хромо-
пластах під час дозрівання плодів [66].

У фенотипів рослин Nt-PTOX-OE була порушена здатність фо-
тосинтезу адаптуватися до високого освітлення, про що свідчить
відсутність збільшення співвідношення хлорофілу a/b і пришвидчен-
ня асиміляції CO2. Необхідна подальша робота, щоб зрозуміти моле-
кулярну основу цього ефекту. Однією з причин може бути те, що
зміни окисно-відновного стану пулу пластохінону за допомогою
PTOX1 [13] здатні впливати на експресію ядерного гена [103, 104] або
синтез хлорофілу [105]. Однак інші ефекти не можна виключати, вра-
ховуючи вірогідність того, що PTOX1 з Chlamydomonas може каталі-
тично відрізнятися від PTOX з вищих рослин, або надмірна експресія
може мати плейотропні ефекти в хлоропласті, такі як аномальне
зв’язування з комплексом цитохінону b6f чи порушення нормальної
експресії генів у хлоропласті внаслідок конкурентної експресії
PTOX1, яка керується сильним промотором хлоропласту [82]. Оче-
видна толерантність до солі може бути наслідком непрямих ефектів
експресії PTOX1, можливо, у нефотосинтетичних пластидах або че-
рез зміни в накопиченні гормонів. PTOX має вирішальне значення
на ранніх стадіях розвитку рослин, коли новосинтезований хлорофіл
потребує захисту від фотоокиснення [57, 106, 107]. У нефотосинтезу-
вальних тканинах або на ранніх стадіях розвитку рослини, коли фо-
тосинтетичний транспорт електронів не повністю активний, було по-
казано, що PTOX є основним кофактором для фітоендесатурази і
-каротиндесатурази, які беруть участь у реакції десатурації кароти-
ноїдів [106]. Надмірна експресія PTOX1 у проростків може бути при-
чиною фенотипу, стійкого до NaCl [79]. Здатність надавати солестій-
кість природним солестійким видам (Eutrema salsugineum), очевидно,
залежить від активації та переміщення поліпептиду PTOX E. salsug-
ineum до грани, де він може тісніше взаємодіяти з ФС II і відводити
електрони до кисню. Знання чинників, що беруть участь у регулю-
ванні цього процесу, стане важливим кроком у поліпшенні ефектив-
ності стресостійкості опосередкованої PTOX-толерантності до стресів
навколишнього середовища. Зокрема, виявлено підвищення рівня
експресії PTOX для кількох стресостійких видів рослин, які адапту-
валися до суворих умов, таких як посуха, висока освітленість і висо-
ка температура [5, 108], висока солоність [6], низька температура [8,
71] і високий рівень УФ-світла [9]. Вважається, що PTOX діє як
спричинений стресом запобіжний клапан, який підтримує окиснен-
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ня акцепторної сторони ФС II, тим самим захищаючи ФС II від фо-
топошкодження. Таким чином, PTOX запропоновано як потенцій-
ного кандидата для поліпшення стресостійкості сільськогосподарсь-
ких рослин генно-інженерними методами [9, 14, 71, 78].
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Plastid terminal oxidase is one of the iron-containing enzymes, electron carriers in the elec-
tron transport chain of chloroplasts, the functions of which remain not fully understood even
to this day. The presented review examines the structure and specific details of the func-
tioning of plastid terminal oxidase (PTOX) under normal physiological conditions and under
the influence of various abiotic stresses. One of the known functions of PTOX is participa-
tion in the synthesis of carotenoids. In non-photosynthetic tissues or at early stages of plant
development, when photosynthetic electron transport is not fully active, PTOX is the main
cofactor for phytoene desaturase and -carotene desaturase, which participate in the
carotenoid desaturation reaction. PTOX also participates in the chlororespiratory mechanism
in green plant tissues under stress. In wild-type plants and various mutant forms, the parti-
cipation of PTOX in counteracting light, temperature, salt stress and their combinations is
considered. It is shown that very high expression of the PTOX gene in mutant plants does
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not always lead to the expected increase in resistance. In contrast to this, a number of data
from other authors are given, which showed an increase in resistance in various plants species
due to an increase in electron transport through PTOX under the stress impact. This con-
tributed to the reduction of the reactive oxygen species production, the destruction of the
D1 protein, and, accordingly, to the preservation of the activity of photosystem II (PS II).
The data obtained by the authors on the increased content of PTOX in control plants of high
resistance winter wheat varieties are also given. Under the influence of drought, the content
of PTOX in these varieties increased even more, and the quantum yield of PS II remained
at a higher level. PTOX is thought to function as a stress-triggered safety valve that main-
tains the oxidation of the PS II acceptor side, thereby helping to protect PS II from photo-
damage. Thus, PTOX can be used as one of the potential candidates for genetic engineer-
ing to increase the stress resistance of agricultural plants.

Key words: photosynthesis, photorespiration, plastid terminal oxidase, abiotic stress.
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