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Липоксигеназа (линолеат: кислород оксидоре�
дуктаза, ЛОГ, Lpx, LOX, КФ 1.13.11.12) катализи�
рует окисление полиненасыщенных жирных кис�
лот (ПНЖК) и образует у растений 2 класса про�
дуктов, 9(S)� и 13(S)� гидроперекиси, которые
являются предшественниками большого количе�
ства оксигенированных производных, играющих
важную роль в процессах онтогенеза растений и
адаптации к стрессам [1].

Существует несколько направлений метабо�
лического пути ПНЖК, инициированных дей�
ствием различных высокоспециализированных
форм липоксигеназы, с участием ферментов ок�
тадеканоидного пути [2]. В ответ на водный дефи�
цит возможно существование, по меньшей мере,
трех реакционных каскадов ЛОГ.

1. Алленоксидсинтазный (AOS) путь, в котором
происходит дегидратация гидроперекисей с обра�
зованием нестабильных окисей аллена, гидроли�
зующихся с образованием кетолов. В присутствии
алленоксидциклазы (AOC) окись аллена, соответ�
ствующая 13�гидропероксилиноленату может пре�
терпевать циклизацию, образуя циклопентеновые
соединения – жасмоновую кислоту (ЖАК) и дру�
гие жасмонаты, широко известные как фитогор�
моны и сигнальные молекулы.

2. Пероксигеназный путь протекает с образо�
ванием гидрокси� и эпоксипроизводных жирных
кислот. Некоторые из них являются мономерны�
ми субстратами для гетерополимера кутина – од�
ного из компонентов защитного покрова расте�
ний – кутикулы. Кутикулярная транспирация,
как известно, при недостатке влаги, когда устьица

закрыты, приобретает большое значение в вод�
ном режиме растений. 

3. Гидропероксидлиазный путь, в котором
9�гидропероксиды превращаются в С9 альдегиды
и С9 альдокислоты, а 13�гидропероксиды – в С6
альдегиды и С12 альдокислоты. Продукты этого
пути, хорошо известные своей защитной ролью
при биотических стрессах, являются также силь�
нейшими регуляторами факторов роста [3]. Регу�
ляция темпов развития в условиях водного дефи�
цита чрезвычайно важна для растений, так как
они вынуждены либо замедлять свое развитие,
либо ускорять его, стремясь закончить жизнен�
ный цикл до наступления засухи. 

У некоторых видов растений, например у сои,
изоферментный состав липоксигеназы, ее фи�
зиологическая роль и генетический контроль хо�
рошо изучены. Однако у пшеницы – основной
хлебной культуры большинства стран мира – этот
фермент исследован недостаточно. 

Цель работы – выявление молекулярных форм
фермента в белковых фракциях, выделенных из
листьев пшеницы, выращенной в условиях разно�
го водообеспечения; изучение хромосомного
контроля их ферментативной активности; опре�
деление влияния активности ЛОГ на сохранение
зерновой продуктивности пшеницы в условиях
засухи.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. Объектами исследова�
ния служили сорта гексаплоидной пшеницы Ту�
лунская 12, Иркутская, Чайниз Спринг (ЧС), а
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также искусственно синтезированный аллогекса�
плоид Синтетик 6х (Син6х) и набор замещенных
линий (ЗЛ) пшеницы Чайниз Спринг/Синтетик 6х
(ЧС/Син6х), в которых пара хромосом сорта�ре�
ципиента ЧС замещена на гомологичную пару от
донора Син6х [4]. Семенной материал ЗЛ и их ро�
дителей любезно предоставил А. Бёрнер (Инсти�
тут генетики сельскохозяйственных культур
(IPK) г. Гатерслебен, Германия).

Условия выращивания растений. Пшеницу вы�
ращивали в контролируемых условиях вегетаци�
онной камеры фитотрона СИФИБР СО РАН на
субстрате, состоящем из равного количества пере�
гнойной почвы, песка и торфа при 16�часовом све�
товом периоде и мощности дополнительного осве�
щения 260 Вт/м². Температура воздуха составляла
22.5 ± 1.8°С днем и 12.5 ± 1.8°С ночью. Температура
почвы была 19 ± 1°С. В контрольной группе расте�
ния получали оптимальный полив (60% от полной
влагоемкости почвы), а в опытной группе – 50% от
оптимального количества воды.

Ферментные экстракты приготавливали рас�
тиранием в ступке замороженных в жидком азоте
листьев с тройным количеством 0.1 М трис�НСI�
буферного раствора, содержащего 1 мМ ЭДТА
(рН 7.5). Субклеточные фракции ЛОГ были полу�
чены последовательным центрифугированием
фильтрата листьев при 9500 g в течение 20 мин,
при 105000 g в течение 80 мин. Для исследования
брали ресуспендированный в том же буферном
растворе осадок после центрифугирования при
105000 g (микросомальная фракция), супернатант
после ультрацентрифугирования (растворимая
фракция І) и ресуспендированный осадок после
центрифугирования при 9500 g (растворимая
фракция ІІ). ПААГ�электрофорез выполняли по
Девису, а гистохимическое окрашивание в геле –
по методу Хейдека [5]. Активность ЛОГ анализи�
ровали спектрофотометрически по поглощению
образующихся пероксидов [6]. Концентрацию бел�
ка определяли по Бредфорд [7]. Удельную актив�
ность выражали отношением числа единиц актив�
ности (Е) фермента к концентрации белка мг/мл

экстракта. Для выявления эффектов замещения
хромосом на генетическом фоне сорта�реципи�
ента все сравнения проводили с ЧС.

Стандартными методами [8] в фазе цветения
растений измеряли параметры накопления био�
массы – массу побега и флагового листа. В фазе
полной спелости изучали показатели продуктив�
ности – массу колоса, количество зерен в колосе
и массу зерна в колосе. Засухоустойчивость роди�
телей и ЗЛ оценивали по степени сохранения па�
раметров в условиях недостаточного водообеспе�
чения. Определяли индексы устойчивости к засу�
хе (ИУ, %) по каждому из изучаемых параметров,
как отношение средних значений параметра при
засухе к контролю в процентах [9]. Для интеграль�
ной оценки засухоустойчивости генотипов опре�
деляли суммы ИУ по двум параметрам накопле�
ния биомассы, трем показателям продуктивности
и по всем изученным параметрам. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В растворимой фракции І, выделенной из ли�
стьев пшеницы сибирских сортов Тулунская 12 и
Иркутская, были обнаружены 2 молекулярные
формы ЛОГ (р1ЛОГ, р2ЛОГ), различающиеся от�
носительной электрофоретической подвижно�
стью Rf, (рис. 1). Молекулярная форма р1ЛОГ
имела Rf 0.09 и обнаружена на стадии кущения
растений. Молекулярная форма р2ЛОГ с Rf 0.03
найдена только на самой ранней стадии развития
растений, а на стадии кущения отсутствовала.
Однако в этой же белковой фракции, выделенной
из листьев ЗЛ пшеницы ЧС/Син6х и их родите�
лей, обе молекулярные формы присутствовали на
стадии цветения растений (рис. 2). Фермент
р2ЛОГ был найден также в растворимой фракции
ІІ, содержащей растворимые белки митохондрий
и хлоропластов. Молекулярные формы р1ЛОГ и
р2ЛОГ присутствовали у всех изучаемых сортов и
ЗЛ как при оптимальном, так и при недостаточ�
ном водообеспечении. 
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Рис. 1. Электрофореграмма ЛОГ в 7%�ном ПААГ растворимой белковой фракции І, выделенной из листьев пшеницы,
выращенной в условиях разного водообеспечения. 1 – Иркутская, 3 нед. после прорастания; 2 – Тулунская 12, 3 нед.
после прорастания; 3 – Иркутская, кущение, контроль; 4 – Иркутская, кущение, засуха; 5 – Тулунская 12 , кущение,
контроль; 6 – Тулунская 12, кущение, засуха. I – р2ЛОГ; II – р1ЛОГ.



90

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 1  2012

ПЕРМЯКОВА и др.

I
II

1 2 3 4 5 6

Rf

0.03

0.09

0.04

III

Рис. 2. Электрофореграмма ЛОГ в 7%�ном ПААГ белковых фракций, выделенных из листьев пшеницы Синтетик 6х,
выращенной в условиях разного водообеспечения (фаза цветения растений). 1, 2 – микросомальная фракция; 3, 4 –
растворимая фракция І; 5, 6 – растворимая фракция ІІ. 1, 3, 5 – контроль; 2, 4, 6 – засуха. I – р2ЛОГ; II – мЛОГ; III –
р1ЛОГ.

Молекулярная форма фермента с Rf 0.04, обна�
руженная в микросомальной фракции белков ли�
стьев пшеницы ЧС, Син6х и ЗЛ ЧС/Син6х, обо�
значенная нами как мЛОГ, была найдена только в
образцах растений, подвергавшихся засухе (рис. 2).
Отсутствие мЛОГ и ее ферментативной активно�
сти в контрольных образцах свидетельствовало о
том, что индукция этой мембраносвязанной ЛОГ
была вызвана почвенной засухой. 

Уровни ферментативной активности в изучен�
ных белковых фракциях представлены на рис. 3.
Активность индуцированной засухой мЛОГ у сор�
та�реципиента ЧС была очень низкой, а у донора
Син6х – значительно выше (рис. 3а). Все изучен�
ные ЗЛ значительно превышали сорт�реципиент
по этому признаку, за исключением линий с заме�
щением хромосом 5D и 6D. Интересен тот факт,
что именно эти ЗЛ отличались наибольшей засухо�
устойчивостью, а одна из самых чувствительных к
засухе линий, ЗЛ по хромосоме 3А, имела самую
высокую активность мЛОГ (данные по засухо�
устойчивости генотипов не показаны). Это свиде�
тельствует об участии молекулярной формы мЛОГ
в защитном механизме при водном дефиците. 

Несомненно, что этот механизм связан с жас�
монатзависимой (ЖАК) защитной сигнализаци�
ей. Жасмонатный сигнальный путь известен у
многих растений и широко изучается [10, 11]. В
листьях пшеницы были обнаружены как 9(S)� ,
так и 13(S)�гидроперекиси жирных кислот, а так�
же алленоксидсинтаза – один из ферментов жас�
монатного направления катаболизма ПНЖК
[12], что подтверждает наличие этого метаболиче�
ского пути и ЖАК�сигнализации у пшеницы. 

В последние годы расшифрованы основные
участники жасмонатной сигнальной системы:
первичный ЖАК�сигнал; предполагаемый ре�
цептор для жасмонатов – COI1 (от coronatine in�
tensitive 1, устойчивость к коронатину); убикви�
тинлигазный комплекс, разрушающий негатив�
ные репрессоры ЖАК�сигнализации, который
включает COI1 и комплекс Skp1/Cullin/F�box, где

Skp1 – белок, ассоциированный с киназой S�фа�
зы, Cullin – Ring�box белок, F�box – F�box белок;
ЖАК�ZIM�домен�репрессорные белки, которые
служат мишенью для убиквитинлигазного ком�
плекса, где ZIM – “цинковые пальцы”, белок, экс�
прессированный в цветочной меристеме (от Zink�
finger protein expressed in inflorescence meristem);
факторы транскрипции, регулирующие экспрес�
сию генов, индуцированных жасмонатами [13].
Среди жасмонат�индуцированных белков имеют�
ся ингибиторы протеиназ, ингибитор трипсина,
тионин, вегетативные запасные белки, фенилала�
нинаммонийлиаза, халконсинтаза, ЛОГ, полифе�
нолоксидаза и др. [14].

Не исключено также, что мЛОГ способна к
прямому окислению липидов биологических
мембран, приводящему к изменению их текуче�
сти и проницаемости для ионов, а также к пере�
стройке цитоскелета. Имеются данные, что от�
дельные изоферменты ЛОГ сои участвовали в
окислительной модификации мембранных липи�
дов, вызванной водным дефицитом [15]. 

Достоверный коэффициент корреляции с пара�
метром “Количество зерен в колосе” (r = 0.505*)
подтверждал положительное влияние активности
мЛОГ на зерновую продуктивность в условиях
засухи.

Является ли индукция мЛОГ специфическим
ответом на водный дефицит или связана также и с
другими стрессорами, предстоит выяснить в
дальнейших исследованиях.

Ферментативная активность в растворимой
белковой фракции І у родителей популяции
ЧС/Син6х значительно различалась как в кон�
троле, так и “на засухе”. При оптимальном вод�
ном режиме активность ЛОГ у донора хромосом
была высокой, а у реципиента – низкой. В усло�
виях недостатка влаги реципиент значительно
снижал уровень активности, как и большинство
ЗЛ. Однако у линий с замещением хромосом 1А и
3А уровень активности достоверно не отличался
от контроля, а у донора и ЗЛ по хромосомам 1D и
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5А значительно повышался. Вероятно, в суммар�
ной растворимой фракции, содержащей р1ЛОГ и
р2ЛОГ, увеличение уровня активности у этих ге�
нотипов при действии засухи происходит за счет
увеличения активности р1ЛОГ, так как в раство�
римой фракции ІІ, содержащей только р2ЛОГ, во
всех образцах уровень активности снижался или
достоверно не изменялся (рис. 3в). 

Это подтверждают также результаты селектив�
ного окрашивания ЛОГ в пластинках ПААГ в

данной белковой фракции, выделенной из ли�
стьев пшеницы в фазе кущения растений, где у
отдельных генотипов мы наблюдали значитель�
ное увеличение интенсивности окраски зоны
р1ЛОГ в условиях водного дефицита по сравне�
нию с контролем (рис. 1). Вероятно, эти измене�
ния могут выражать адаптивную реакцию на вод�
ный стресс и повышение устойчивости к засухе. 

Необходимо отметить, что в нашей работе
большинство ЗЛ, которые имели низкий кон�
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Рис. 3. Удельная активность (Е/мг) ЛОГ в белковых фракциях, выделенных из листьев пшеницы ЗЛ ЧС/Син6х и их
родителей (фаза цветения растений): мЛОГ в микросомальной фракции (а), р1ЛОГ и р2ЛОГ (суммарная) в раствори�
мой фракции І (б) и р2ЛОГ в растворимой фракции ІІ (в). I – контроль, II – засуха.
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трольный ферментативный уровень в раствори�
мых фракциях и (или) значительно снижали его в
условиях водного дефицита, показали высокую
активность мЛОГ. Линия с замещением хромосо�
мы 3А, с самой низкой активностью цитозольных
ЛОГ, имела наиболее высокий уровень активно�
сти мЛОГ. Это говорит о взаимосвязи и взаимо�
действии между метаболическими путями дегра�
дации липидов, катализируемых разными изо�
ферментами ЛОГ и некоторой “компенсации”
одного пути другим для обеспечения наибольшей
устойчивости генотипов к стрессу. 

Об изоферментном составе липоксигеназ
пшеницы имеется немного сведений. Известно о
трех молекулярных формах ЛОГ в зрелом зерне,
влияющих на качество клейковины [16, 17]. В ли�
стьях пшеницы была обнаружена дифференци�
альная индукция трех изоферментов ЛОГ под
воздействием различных элиситоров [18]. Изо�
фермент с молекулярной массой 100 кДа, назван�
ный авторами LOX100, был преобладающим в
контрольных образцах, а при обработке растений
метилжасмонатом, хитин�олигосахаридами и хи�
тозаном его индукция увеличивалась. Однако об�
работка элиситором Pgt (Puccinia graminis Pers. f.
sp. Tritici Erikss. & Henn) уменьшала индукцию
этого белка и вызывала появление двух новых

изоформ. Вероятно, один из растворимых белков,
обнаруженных нами, – это LOX100, который на�
ходится в листьях пшеницы, участвуя в процессах
ее роста и развития.

Для цитозольной ЛОГ также может подходить
роль вегетативного запасного белка (ВЗБ). Име�
ются данные, что один из ВЗБ сои относится к се�
мейству липоксигеназ, присутствуя в листьях в
течение вегетативного роста растений, а после
цветения деградирует, увеличивая пул доступных
аминокислот. Однако стрессовые факторы, та�
кие, как удаление репродуктивных органов и вод�
ный дефицит, могут значительно увеличивать
экспрессию его генов и сохранять мРНК на высо�
ком уровне более длительное время [19].

Молекулярная форма р2ЛОГ может выполнять
роль ВЗБ. В этом случае уменьшение активности
при водном дефиците у большинства исследуемых
ЗЛ объясняется усиленным расходованием фер�
мента для роста и развития растений в условиях
стресса и логична корреляционная зависимость
засухоустойчивости генотипов от их конститутив�
ного (контроль) уровня ферментативной активно�
сти (таблица). В популяции ЗЛ СЧ/Син6х кон�
трольный уровень активности р2ЛОГ положитель�
но коррелировал с ИУ по продуктивности, по
массе побега и суммой ИУ по всем изученным па�
раметрам. У растений, выращенных в условиях
водного дефицита, была обнаружена корреляция с
ИУ по параметрам биомассы, а также с суммой ИУ
по всем изученным параметрам.

Продуктивность пшеницы – интегральный
признак, отражающий все процессы вегетативно�
го и репродуктивного роста и развития и их взаи�
модействия с окружающей средой. Стабильность
этого признака в условиях недостатка влаги явля�
ется наиболее важной целью в селекции пшени�
цы на засухоустойчивость. Однако за последнее
столетие не произошло значительного прогресса
в этой области, что обусловлено сложным поли�
генным наследованием засухоустойчивости, ко�
гда его проявление складывается из небольших
эффектов многих генов [20]. В связи с этим изуче�
ние генетического контроля активности ЛОГ, как
одного из факторов, влияющих на зерновую про�
дуктивность в условиях засухи, актуально. 

Ранее нами был картированы локусы, ассоци�
ированные с активностью двух изоферментов
ЛОГ зерновки пшеницы [21]. Кроме того, мы по�
казали, что гены ЛОГ наследуются в тесном сцеп�
лении с различными генами защитного ответа,
создавая большие функциональные единицы для
адаптации растений к стрессам [22]. 

Использование в данной работе линий пшени�
цы с замещением отдельных пар хромосом и об�

Корреляционные связи между активностью р2ЛОГ в
растворимой фракции II и индексами устойчивости
(ИУ) у пшеницы ЗЛ ЧС/Син6х и их родителей

Параметр

Удельная активность 
р2ЛОГ

контроль засуха

Масса колоса 0.603 ** 0.346

Количество зерен в колосе 0.536* 0.019

Масса зерна в колосе 0.613** 0.233

Масса побега 0.456* 0.408

Масса флагового листа 0.195 0.492*

∑ по параметрам
продуктивности

0.612** 0.215

∑ по параметрам биомассы 0.392 0.485*

∑ по всем параметрам 0.613** 0.442*

* Р < 0.05; ** Р < 0.01.
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наруженный полиморфизм по удельной активно�
сти ЛОГ позволили нам показать, что фермента�
тивная активность всех трех молекулярных форм
имеет полигенный контроль с участием многих
генов, расположенных на хромосомах разных го�
меологических групп (рис. 3). 

Четкие эффекты замещения хромосом на ге�
нетическом фоне сорта�реципиента по суммар�
ной ферментативной активности р1ЛОГ и р2ЛОГ в
растворимой фракции І способствовали выявле�
нию “критических” хромосом, связанных с их ге�
нетическим контролем. При достаточном водо�
обеспечении – это хромосомы 1A, 1D, 3A, 5А, 5В и
5D, а “на засухе” – хромосомы 1В и 1D (рис. 3 б).
Хромосомы 5 гомеологической группы, вероят�
но, несут гены биосинтеза этих ферментов, так
как ранее с использованием нуллисомно�тетра�
сомных линий сорта ЧС, было показано, что
структурные гены нескольких изоферментов ЛОГ
находятся на хромосомах 4 и 5 гомеологических
групп [23]. Хромосома 3А и все хромосомы 1 го�
меологической группы, вероятно, связаны с гене�
тической регуляцией их активности. 

Значительная площадь мировых посевов пше�
ницы находится в зоне недостаточного или не�
устойчивого увлажнения. Засуха – один из наибо�
лее суровых, непредсказуемых и важных с эконо�
мической точки зрения абиотических стрессоров,
ограничивающих зерновую продуктивность пше�
ницы. Результаты данной работы показывают,
что одним из факторов, связанных с сохранением
продуктивности в условиях недостатка влаги, мо�
жет быть активность изоферментов ЛОГ, в част�
ности конститутивный уровень активности
р2ЛОГ и ферментативная активность мЛОГ.

Выявленные нами молекулярные формы фер�
мента принимали дифференцированное участие
в адаптации растений пшеницы к засухе. Даль�
нейшее их изучение представляет интерес для по�
знания биохимических механизмов устойчивости
растений к водному дефициту, а генетической ре�
гуляции их активности – для создания новых засу�
хоустойчивых генотипов методами хромосомной и
генетической инженерии и селекцией с помощью
маркеров (MAS, Marker�Assisted Selection).
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Abstract—Lipoxygenase (LOG) in protein fractions isolated from the leaves of substituted wheat lines was
investigated. Three molecular forms of the enzyme were detected. A water deficiency caused the induction of
a membrane�bound form (mLOG) and resulted in a decrease in the activity of “soluble” enzymes (s1LOG)
and (s2LOG) in most genotypes. A correlation analysis demonstrated the dependence between the level of
enzymatic activity and indices of resistance to drought. A genetic control of the s1LOG and s2LOG activity
at an optimal water supply level was associated with chromosomes 1A, 1D, 3A, 5A, 5B, and 5D, while under
the conditions of the modeled soil drought, it was associated with chromosomes 1B and 1D.
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