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Изучено влияние кратковременных теплового (+40°C, 2 ч) и холодового (+4°C, 2 ч) 

температурных стрессов на липоксигеназную (ЛОГ) активность Triticum spelta L. Впервые в 

надземной части идентифицированы три молекулярные формы 9-ЛОГ: ЛОГ-1 (рНопт. 5,5), 

ЛОГ-2 (рНопт. 5,8) и ЛОГ-3 (рНопт. 6,2), в корнях – одна 9-ЛОГ (рНопт. 6,0). Отмечено, что 

активность ЛОГ-1 и ЛОГ-2 в надземной части и ЛОГ в корнях значительно увеличивалась 

после кратковременной гипертермии. Интенсивность реакции на тепловой стресс у T. spelta 

значительно превышала такую на холодовое воздействие. Предполагается, что молекулярные 

формы ЛОГ, имеющие различную локализацию, дифференцированно вовлечены в адаптацию 

растений T. spelta к стрессовым температурам. 
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1 В современном производстве пшеницы 
четко обозначились тенденции, сосредоточен-
ные на возрождении, селекции и внедрении в 
производство забытых региональных зерновых 
культур, так называемых «античных злаков», 
обладающих ценными хозяйственными свой-
ствами (Моргун та ін., 2015; Голик, 2016; Ба-
бенко та ін., 2017; Косаківська та ін., 2017). Од-
ним из таких злаков является Triticum spelta 
(Господаренко та ін., 2016; Косаківська та ін., 
2017). Эта культура переживает второе рожде-
ние благодаря своим ценным пищевым и хо-
зяйственным свойствам, которые отсутствуют у 
мягкой пшеницы (Господаренко та ін., 2016).  

Экстремальные температуры являются 
одним из самых распространенных природных 
стрессоров, которые провоцируют нарушение 
водного режима, замедляют рост, негативно 
влияют на урожайность аграрных культур 
(Hurkman, Wood, 2011; Barlow et al., 2015; 
Hatfield, Prueger, 2015). Одним из эффектов 
температурных стрессов является изменение 
функциональных свойств мембран клетки. 
Температура влияет на текучесть мембран, из-
меняет их проницаемость и скорость метабо-
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лизма (Larkindale, Huang, 2004). Интенсифика-
ция процессов окисления мембранных липидов, 
в том числе пероксидное окисление липидов 
(ПОЛ), рассматривается не только как признак 
повреждения, но в качестве сигнального меха-
низма, запускающего адаптивные программы 
при стрессах. ПОЛ инициируется α-
диоксигеназами и липоксигеназами (ЛОГ) 
(Porta, Rocha-Sosa, 2002; Feussner, Wasternack, 
2002). Липоксигеназный каскад является ис-
точником физиологически активных соедине-
ний – оксилипинов (Stumpe, Feussner, 2006; 
Mosblech et al 2009; Savchenko et al., 2014; 
Babenko et al., 2017).  

Ключевой фермент каскада – ЛОГ (лино-
леат: оксидоредуктаза кислорода, КФ 
1.13.11.12) – металлопротеин, катализирует 
присоединение молекулярного кислорода в ме-
стах двойных связей углеродной цепи полине-
насыщенных жирных кислот (ПНЖК) (Porta, 
Rocha-Sosa, 2002; Feussner, Wasternack, 2002). 
Образование гидропероксидов конъюгирован-
ных диенов – основная реакция в каскаде, при-
водящая к формированию семи энзимных вет-
вей, конечными продуктами которых являются 
биологически активные метаболиты (Feussner, 
Waster, 2002; Andreou, Feussner, 2009; Ivanov et 
al., 2010; Joo, Oh, 2012; Babenko et al., 2017; 
Meng et al., 2017). Они задействованы в регуля-
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ции роста и развития, формировании реакций 
на сигналы внешней среды, обеспечивают связь 
между царствами живых организмов (Van der 
Ent et al., 2009; Christensen, Kolomiets 2011; 
Savchenko et al., 2014; Borrego, Kolomiets, 2012, 
2016; Babenko et al., 2014, 2017; Wasternack, 
Song, 2017).  

Семейство ЛОГ разделяют на две груп-
пы: 9-ЛОГ и 13-ЛОГ. 9-ЛОГ катализирует ре-
акцию образования 9-гидропероксидов, а 13-
ЛОГ – 13-гидропероксидов ПНЖК (Ivanov et 
al., 2010; Borrego, Kolomiets, 2016). Существо-
вание множественных изоформ липоксигеназы 
и различная субклеточная локализация предпо-
лагают полифункциональность этого энзима и 
вовлечение его в различные процессы (Kulkarni 
et al., 2002; Braido et al., 2004; Покотило и др., 
2015; Babenko et al, 2017). ЛОГ найдена у более 
чем у 60 видов организмов (Ivanov et al., 2010; 
Borrego, Kolomiets, 2016). Фермент участвует в 
образовании вторичных метаболитов – альде-
гидов и жасмонатов, задействованных в фор-
мировании защитных реакций растений 
(Savchenko et al., 2014; Roy et al 2011; Babenko 
et al., 2015; Tiwari et al., 2016; Babenko et al., 
2017; Meng et al., 2017; Wasternack, Song, 2017).  

Результаты, полученные при исследова-
нии влияния температуры на активность ЛОГ 
растений, носят фрагментарный и неоднознач-
ный характер. Так, изучение липоксигеназной 
активности у чувствительного к низким поло-
жительным температурам вида Cucumis sativus 
показало, что при низкотемпературном стрессе 
изменений в активности не наблюдалось, тогда 
как у устойчивого вида Cucurbita ficifolia ак-
тивность всех изоформ ЛОГ возрастала (Lee et 
al., 2005). В плодах C. sativus при низких тем-
пературах активность ЛОГ возрастала, а при 
температуре 37°С снижалась. Предполагается, 
что уменьшение активности может быть ре-
зультатом тепловой инактивации энзима (Mao 
et al., 2007). Увеличение ЛОГ активности за-
фиксировано в различных тканях проростков 
кукурузы при гипотермии (Pinhero et al., 1998). 
В мезокотилях этиолированных проростков ку-
курузы идентифицированны 9- и 13-ЛОГ ак-
тивности. Однако при кратковременной гипо-
термии возрастала только 13-ЛОГ активность. 
Интенсификация 13-ЛОГ пути синтеза оксили-
пинов, направленная на формировании ответа 
растительной клетки в условиях низких темпе-
ратур, с большой вероятностью может быть 
причастна к реализации антистрессовых про-
грамм (Kopich et al., 2010). Показано, что обра-
ботка криопротектором Solanum lycopersicum 

активирует гены липоксигеназ, что в последу-
ющем защищает растения от холодового стрес-
са (Karabudak et.al., 2014).  

В наших предыдущих исследованиях у 
новых высокопродуктивных сортов Triticum 
aestivum были идентифицированы изоформы 
ЛОГ с различными рН оптимумами, однако их 
физиологическая функция при температурном 
стрессе в настоящее время окончательно не вы-
яснена (Babenko et al., 2014; Babenko, 2017). В 
формирование стратегии защиты от неблаго-
приятных воздействий у растений вовлечено 
множество различных генов, однако в запуске 
первых фаз стрессовых реакций предполагается 
участие общих для различных организмов ге-
нов и сигнальных путей (Karabudak et al., 2014). 
В связи с тем, что ЛОГ как фермент, причаст-
ный к сигналингу, участвует в формировании 
реакций-ответов на стресс, целью настоящей 
работы была идентификация и сравнительное 
изучение эффектов кратковременной гипо- и 
гипертермии на активность ЛОГ у T. spelta.  

МЕТОДИКА  

Объекты исследования. Исследования 
проводили с 14-дневными растениями Triticum 
spelta сорта Франкенкорн. Сорт среднерослый, 
устойчив к полеганию, чрезмерному увлажне-
нию, морозоустойчивый, экологически пла-
стичный (Schmitz, 2006). Семена были получе-
ны из коллекции Национального центра гене-
тических ресурсов растений Украины (г. Харь-
ков). 

Условия выращивания растений. Семена 
помещали в чашки Петри на увлажненную рас-
твором Кнопа фильтровальную бумагу и пере-
носили в термостат, где они находились в тем-
ноте при температуре +24°С в течение суток. 
Затем чашки Петри с проросшими семенами 
помещали на 14 суток в камеру искусственного 
климата при температуре +24°С, освещении 
180 мкмоль/м

2
·с. Фотопериод составлял 16/8 ч 

(день/ночь). Для создания условий теплового и 
холодового стрессов 14-дневные растения под-
вергали кратковременному (в течение 2 ч) воз-
действию температур + 40°С и + 4°С при ука-
занном ранее режиме освещения.  

Определение активности ЛОГ. Для вы-
деления препарата ЛОГ навески растительного 
материала гомогенизировали в охлажденном до 
+ 4°С 0,1 М фосфатном буфере (pH 6,3), содер-
жащем 2 мМ фенилметилсульфонилфторид 
(ФМСФ), 0,04% метабисульфит натрия (мас-
са/объем). Гомогенат центрифугировали в те-
чение 30 мин при 4000 g и при температуре 
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+ 4°С. Полученный супернатант использовали 
для определения активности ЛОГ. Для постро-
ения кривых pH-зависимости стационарных 
скоростей реакции липоксигеназного окисле-
ния линолевой кислоты использовали 0,1 М 
натрий-ацетатный (pH 4,0-5,5), 0,1 М натрий-
фосфатный (pH 6-8) и 0,1 М боратный (pH 8,0-
9,5) буферные растворы. Концентрация лино-
левой кислоты в реакционной смеси общим 
объемом 2,5 мл составила 100 мкМ в присут-
ствии 0,02% луброла РХ (масса/объем).  

Определение активности ЛОГ проводили 
на спектрофотометре Specord M-40 (Gibian, 
Vandenberg; 1987). Реакцию инициировали пу-
тем добавления 50-100 мкл фермента (концен-
трация белка составляла 0,5-1,5 мг/мл) и прово-
дили в условиях постоянной температуры 25 ± 
0,1°С. За ходом реакции наблюдали, учитывая 
увеличение оптической плотности реакционной 
смесь при λ = 235 нм, соответствующей макси-
мальному поглощению сопряженного диеново-
го хромофора в молекуле гидропероксида ли-
ноленовой кислоты, молярный коэффициент 
экстинкции которого составляет 23000 M

-1
 см

-1
 

(Gibian, Vandenberg, 1987). Содержание белка 
определяли по методу Bradford (1976).  

Опыты проводили в двух биологических 
и трех аналитических повторностях. В каждую 
биологическую повторность отбирали по 40 
растений. При построении кинетических зави-
симостей использовали средние значения Vst, 

которые определяли в трех измерениях (разни-
ца между величинами составляла не более 5%). 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием t-критерия Стьюдента, 
статистически достоверной считали разницу 
при Р ≤ 0,05. На графиках и диаграммах пред-
ставлены средние арифметические и их стан-
дартные ошибки.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

В надземной части 14-дневных растений 
T. spelta сорта Франкенкорн были выявлены 
три молекулярные формы 9-ЛОГ: ЛОГ-1 (рНопт. 
5,5), ЛОГ-2 (рНопт. 5,8) и ЛОГ-3 (рНопт. 6,2). Од-
на изоформа 9-ЛОГ (рНопт. 6,0) была идентифи-
цирована в корнях (рис. 1).  

В контрольных условиях активность мо-
лекулярных форм ЛОГ, находящихся в надзем-
ной части растений, была существенно выше, 
чем в корнях. После кратковременной гипер-
термии активность ЛОГ-1 и ЛОГ-2 возрастала 
на 155 и 168%, соответственно. Наиболее зна-
чительное, почти в три раза, увеличение актив-
ности зафиксировано у 9-ЛОГ, локализирован-
ной в корневой системе растений (рис. 2).  

После кратковременной гипотермии так-
же наблюдались изменения в активности моле-
кулярных форм ЛОГ, однако они были разной 
направленности. Так, активность ЛОГ-1 и ЛОГ-
2 возрастала, тогда как ЛОГ-3 и 9-ЛОГ умень-
шалась. Наибольшее увеличение каталитиче-

 

Рис. 1. Зависимость стационарной скорости реакции (Vst) окисления линолевой кислоты от 
рН инкубационного среды в надземной части (1) и корнях (2) 14-дневных растений T. spelta.  
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ской активности наблюдалось у ЛОГ-2. В це-
лом эффекты гипертермии были более выра-
женными. Наиболее чувствительно реагировала 
на высокую температуру 9-ЛОГ, идентифици-
рованная в корнях растений. Самые высокие 
показатели активности, как в контроле, так и 
после температурных стрессов были выявлены 
у ЛОГ-2, локализованной в надземной части 
(рис. 2).  

В наших предыдущих работах было про-
анализировано влияние температурного режи-
ма на липоксигеназную активность Brassica 
napus и T. aestivum и показано, что у жаро-
устойчивых сортов активность энзима умень-
шалась после ходового воздействия, тогда как у 
морозоустойчивых сортов сохранялась на до-
статочно высоком уровне (Kосаківська та ін., 
2012; Babenko, 2017).  

Таким образом, после кратковременной 
гипертермии активность молекулярных форм 
ЛОГ в органах растений T. spelta возрастала, 
тогда как после гипотермии – в надземной ча-
сти у двух форм увеличивалась, а у одной не-
значительно уменьшалась. Снижение активно-
сти ЛОГ после холодового стресса имело место 
и в корневой части. В целом интенсивность ре-
акции на тепловой стресс значительно превы-
шала такую на холодовое воздействие. Можно 
полагать, что молекулярные формы ЛОГ, име-
ющие различную локализацию, дифференциро-
ванно вовлечены в адаптацию растений T. 
spelta к температурному стрессу.  

Работа выполнена в рамках проекта 
«Фитогормональная система новых генотипов 
Triticum aestivum L. и её диких предков при дей-
ствии экстремальных климатических факто-
ров», финансируемого Национальной академией 
наук Украины. 
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Рис. 2. Активность молекулярных форм 9-ЛОГ в надземной части и корнях 14-дневных рас-
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INFLUENCE OF STRESS TEMPERATURES  

ON LIPOXYGENASE ACTIVITY IN TRITICUM SPELTA 

L. M. Babenko 

Kholodny Institute of Botany  
of National Academy of Sciences of Ukraine 

(Kyiv, Ukraine) 
E-mail: lilia.babenko@gmail.com 

Effects of short-term thermal (+40°C, 2 h) and cold (+4°C, 2 h) stresses on lipoxygenase (LОX) ac-

tivity in Triticum spelta L. were investigated. For the first time in above-ground part of T. spelta 

there were identified three molecular forms of 9-LOX namely LOX-1 (рНopt. 5,5), LOX-2 (рНopt. 

5,8) and LOX-3 (рНopt. 6,2), and there in roots one 9-LOX (рНopt. 6,0). Activity of LOX-1 and LOX-

2 in above-ground part and LOX in roots was found to increase significantly following a short -term 

hyperthermia. Intensity of response to a heat stress considerably exceeded that to a cold effect. It is 

assumed that various molecular forms of LOX that appear to have different cell localization are dif-

ferentially involved in adaptation of T. spelta plants to a temperature stress. 

Key words: Triticum spelta, lipoxygenase, hypothermia, hyperthermia  

ВПЛИВ СТРЕСОВИХ ТЕМПЕРАТУР  

НА АКТИВНІСТЬ ЛІПОКСИГЕНАЗ У TRITICUM SPELTA 

Л. М. Бабенко 

Інститут ботаніки ім. М.Г.Холодного  
Національної Академії наук України  

(Київ, Україна)  
E-mail: lilia.babenko@gmail.com 

Досліджено вплив короткочасних теплового (+40°C, 2 год) і холодового (+4°C, 2 год) темпе-

ратурних стресів на ліпоксигеназну (ЛОГ) активність Triticum spelta L. Уперше в надземній 

частині ідентифіковані три молекулярні форми 9-ЛОГ: ЛОГ-1 (рНопт. 5,5), ЛОГ-2 (рНопт. 5,8) і 

ЛОГ-3 (рНопт. 6,2), а в коренях – одна 9-ЛОГ (рНопт. 6,0). Відзначено, що активність ЛОГ-1 і 

ЛОГ-2 в надземній частині і ЛОГ в коренях значно зростала після короткочасної гіпертермії. 

Інтенсивність реакції на тепловий стрес у T. spelta істотно перевищувала таку на холодовий 

вплив. Висловлено припущення, що молекулярні форми ЛОГ, які мають різну локалізацію, 

диференційовано залучені в адаптацію рослин T. spelta до стресових температур. 

Ключові слова: Triticum spelta, ліпоксигеназа, гіпотермія, гіпертермія 


