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Abstract 

The isoenzyme composition of lipoxygenase in the seedlings of soft wheat of the Chinese Spring variety and the synthetic 

hexapoid Synthetic 6x, which carries introgressions of wild grass Aegilops tauschii in its genome, was studied. Synthetic 6x, in 

comparison with Chinese Spring, had additionally two soluble and one membrane molecular enzyme forms. The activity of 

lipoxygenase in parents and 7 introgressive lines of Chinese Spring (Synthetic 6x) on chromosome 5D was also examined. 

Osmotic stress initiated an increase in the activity of the membrane form of the enzyme in the seedlings of the synthetic 

hexapoid. It is possible that membrane lipoxygenase with a molecular weight of 115 kDa, introduced by Ae. tauschii, 

participates in the protection of seedlings under osmotic stress. Most of the lines under stress increased the activity of both 

soluble and membrane-bound lipoxygenase. 
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ВЛИЯНИЕ ИНТРОГРЕССИИ AEGILOPS TAUSCHII В ГЕНОМЕ ПШЕНИЦЫ 

НА ИЗОФЕРМЕНТНЫЙ СОСТАВ И АКТИВНОСТЬ ЛИПОКСИГЕНАЗЫ 

ПРОРОСТКОВ 
Научная статья 

 

Аннотация 
Был изучен изоферментный состав липоксигеназы в проростках мягкой пшеницы сорта Чайниз Спринг и 

синтетического гексапоида Синтетик 6х, несущего в своем геноме интрогрессии дикого злака Aegilops tauschii. 

Синтетик 6х, в сравнении с Чайниз Спринг, имел дополнительно две растворимые и одну мембранную молекулярные 

формы фермента. Также была изучена активность липоксигеназы у родителей и 7 интрогрессивных линий Чайниз 

Спринг(Синтетик 6х) по хромосоме 5D. Осмотический стресс инициировал увеличение активности мембранной 

формы фермента у проростков синтетического гексапоида. Вероятно, мембранная липоксигеназа с молекулярной 

массой 115кДа, привнесенная Ae. tauschii,  участвует в защите проростков при осмотическом стрессе. Большинство 

линий в условиях стресса увеличивало активность как растворимой, так и мембраносвязанной липоксигеназы. 

Ключевые слова: пшеница, Aegilops tauschii, интрогрессия, липоксигеназа, стресс. 

 

1. Введение 

 

Развитие и выживание растений в неблагоприятных условиях в большой степени зависит от мобилизации липидов и 

оксилипиновой сигнализации. Образование оксилипинов происходит в результате самоокисления, а также с участием 

ферментов, среди которых основным является липоксигеназа (ЛОГ) [1]. Оксигеназные реакции превращения 
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полиненасыщенных жирных кислот, инициированные ЛОГ – это метаболические пути образования физиологически 

активных веществ, в том числе фитогормона жасмоновой кислоты и ее производных - жасмонатов [2]. 

В процессе длительной селекции, ориентированной на высокую продуктивность и качество клейковины, произошло 

сильное, по сравнению с дикорастущими сородичами, обеднение генофонда культурных растений по генам, 

контролирующим признаки устойчивости к вредителям и возбудителям болезней и разным абиотическим факторам. 

Aegilops tauschii Coss. успешно используется для усиления генетического разнообразия в хлебной пшенице [3]. 

Секвенирование генома Ae. tauschii показало в сравнении с пшеницей усиленный набор генов для адаптации к 

неблагоприятным факторам, включая гены белков, которые связаны с липидным метаболизмом, инициированным ЛОГ, 

а также с оксилипиновым сигналингом. Большинство из них конститутивно экспрессировалось у Ae. tauschii [4].  

В данной работе представлены результаты действия интрогрессии сегментов генома Ae. tauschii в геноме пшеницы 

на изоферментный состав и уровень активности двух форм ЛОГ проростков при нормальных условиях и под влиянием 

осмотического стресса.  

 

2. Объекты и методы исследования 

 

Объектом исследования были сорт мягкой пшеницы Чайниз Спринг; синтетический гексапоид Синтетик 6х, 

несущий в своем геноме интрогрессии Aegilops tauschii и используемый как «мост» для передачи чужеродного 

генетического материала в геном мягкой пшеницы; 7 интрогрессивных линий (ИЛ) Чайниз Спринг (Синтетик 6х) 

(ЧС/Син6х), каждая из которых несет участок интрогрессии Ae. tauschii в хромосоме 5D [5].  

Проростки пшеницы были получены проращиванием семян в течение трех суток на воде (контрольный вариант) и 

в условиях осмотического стресса на 12% растворе полиэтиленгликоля 6000 (ПЭГ6000), имитирующем водный 

дефицит. 

Ферментные экстракты ЛОГ получали растиранием в ступке в течение 25 мин замороженного в жидком азоте 

растительного материала с тройным количеством 0,1 М трисНСI буферного раствора, содержащего 1 мМ ЭДТА (рН 

7,5). Были исследованы две белковые фракции: растворимая фракция, обогащенная цитозольными ЛОГ (супернатант 

после центрифугирования при 105000 g) и микросомальная фракция, обогащенная мембраносвязанными формами 

ЛОГ (ресуспендированный в том же буферном растворе осадок после центрифугирования при 105000 g). 

Активность ЛОГ определяли на микропланшетном ридере Infinite M200 PRO (Tecan Group Ltd, Маннедорф, 

Швейцария) по методике Зиммерман и Вик [6] с модификациями, измеряя скорость образования пероксидов жирных 

кислот при 234 нм. Субстратом служила эмульсия линолевой кислоты в этаноле (1:1), растворенная в 0,1 М трис-HCl 

буферном растворе, рH 7,5. Удельную активность выражали в единицах активности (E) на мг белка. Содержание 

белка определяли по Брэдфорд [7]. 

Восстановленные белки ферментных экстрактов анализировали в щелочной буферной системе по Лэммли [8]. При 

Вестерн-блоттинге [9] перенос белков из полиакриламидного геля на нитроцеллюлозную мембрану проводили в 

камере для блоттинга Criterion Blotter (BioRad) в охлажденном буфере для переноса при рН = 9,2 (48 мМ Трис, 39 мМ 

глицин, 10% метанола) при напряжении 150 V в течение 5 часов. 

 

3. Результаты и обсуждение 

 

Изоферментный состав ЛОГ проростков различался у родителей ИЛ. Во фракции растворимых белков (рис. 1а) у 

сорта ЧС была обнаружена одна молекулярная форма ЛОГ с молекулярной массой 104 кДа, как в контроле, так и в 

условиях стресса. У Син6х обнаружили три молекулярные формы 90, 104 и 115 кДа, однако в условиях стресса 

молекулярная форма 115 кДа не выявилась. В условиях стресса у обоих родителей отмечалось уменьшение 

содержания ЛОГ- белка (снижение интенсивности окраски полос). 

 

 
                                                                         а                                                        б 

Рис. 1 – Молекулярные формы липоксигеназы  проростков пшеницы: 

а – фракция растворимых белков; б – микросомальная фракция;  

1 – Чайниз Спринг, контроль; 2 – Чайниз Спринг, ПЭГ6000; 3 – Синтетик 6х, контроль; 4 – Синтетик 6х, ПЭГ6000 

 

В микросомальной фракции (рис. 1,б) у ЧС выявилось две изоформы ЛОГ с молекулярным весом 104 и 90 кДа. 

Интенсивность окраски изофермента 104 кДа была меньше при осмотическом стрессе. Те же молекулярные формы 

ЛОГ были обнаружены у Син6х, но в отличие от ЧС, у Син6х содержание изофермента 104 кДа было выше в 

контрольных условиях и увеличивалось в условиях стресса. Кроме того, у Син6х была обнаружена дополнительная 

изоформа 115 кДа. 
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Рис. 2 – Активность липоксигеназы в проростках пшеницы интрогрессивных линий Чайниз Спринг/Синтетик6х по 

хромосоме 5D и их родителей: 

а – фракция растворимых белков, б – микросомальная фракция; 

*, **, *** – значимость различий уровня значений активности ЛОГ при проращивании на р-ре ПЭГ6000 относительно 

контроля по t-критерию Стьюдента, Р ≤ 0.05; 0.01, 0.001 

 

Активность растворимой формы ЛОГ проростков в контрольных условиях проращивания на воде у ЧС была 

немного выше, чем у Син6х, но снижалась более чем в 2 раза при проращивании на ПЭГ6000 (рис. 2а). У Син6х 

активность ЛОГ в стрессовых условиях значимо не изменялась. Уровни значений активности у ИЛ варьировали, 

однако все линии, за исключением 5D-10, независимо от условий проращивания показали тенденции Син6х. 

В микросомальной белковой фракции уровень активности ЛОГ в контрольных условиях проращивания на воде у 

родителей статистически значимо не отличался. В условиях осмотического стресса уровень активности ЛОГ у ЧС не 

изменялся, а у Син6х увеличивался почти в 2 раза (рис. 2б). В контроле по уровню ферментативной активности линии 

5D-3 и 5D-5 отличались от сорта-реципиента ЧС, но только одна линия 5D-5 была выше ЧС. В условиях стресса 

линии 5D-2, 5D-3, 5D-5, 5D-6 показали такой же характер изменения уровня активности ЛОГ под воздействием 

стресса, как Син6х 

У проростков пшеницы активность мембранной формы фермента была значительно выше, чем растворимой. По 

сравнению с ЧС, Син6х имел две дополнительные изоформы во фракции растворимых белков и одну 

микросомальную изоформу 115кДа. У проростков синтетической пшеницы осмотический стресс не вызывал 

значимого изменения активности растворимой ЛОГ, но инициировал увеличение уровня активности мембранной 

ЛОГ. Вероятно, мембранная ЛОГ, в том числе молекулярная форма 115кДа, привнесенная Ae. tauschii,  участвует в 

защите проростков при осмотическом стрессе. В отличие от сорта ЧС у проростков нескольких линий осмотический 

стресс инициировал увеличение уровня активности как растворимой, так и мембраносвязанной ЛОГ. 

Окисление запасных липидов резко возрастает в течение прорастания семян растений, а продукты ЛОГ были 

обнаружены в запасных триацилглицеридах и, в большей степени, в фосфолипидах, окружающих липидные тела как 

монослой [10]. Известно, что жасмонаты, наряду с другими фитогормонами, контролируют прорастание семян 

растений и их защиту от патогенов и абиотических неблагоприятных факторов посредством гормонального 

сигналинга, сконцентрированного в алейроновом слое [11]. Вероятно, обе обнаруженные нами формы ЛОГ связаны с 

катаболизмом липидов эндосперма и вовлечены в гормональный сигналинг. 
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