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Вивчення впливу сольового стресу та абсцизової

кислоти на активнiсть лiпоксигеназ кукурудзи

(Представлено академiком НАН України В.П. Кухарем)

Дослiджено вплив сольового стресу та абсцизової кислоти (АБК) на активнiсть лi-
поксигеназ (ЛОГ) кукурудзи (9- й 13-ЛОГ). Показано змiни ЛОГ активностi при дiї
АБК i сольового стресу. Обговорюється можливий шлях залучення ЛОГ метаболiтiв
до формування клiтинної вiдповiдi при дiї сольового стресу.

При дiї на рослини несприятливих факторiв середовища (засолення або затоплення грунтiв,
водний дефiцит, посуха) змiнюються метаболiчнi процеси та активуються захиснi механiз-
ми рослинної клiтини. Стрес пригнiчує рiст i розвиток рослин та призводить до зниження
їх продуктивностi. Ферменти та продукти лiпоксигеназної сигнальної системи вiдiграють
значну роль у формуваннi адаптацiї рослини до дiї стресових чинникiв [1, 2]. За умов дiї
осмотичного стресу в рослинi нагромаджується абсцизова кислота (АБК), що зумовлює
змiни в регуляцiї експресiї генiв та в метаболiзмi клiтини [3]. На сьогоднi не з’ясовано роль
фiтогормону АБК у регуляцiї лiпоксигеназної активностi в рослинах, але є лише окремi
данi про вплив АБК на лiпоксигенази [2, 4, 5].

Метою даної роботи було встановлення впливу сольового стресу та дiї фiтогормону АБК
на рослину в регуляцiї лiпоксигеназного шляху перетворення полiненасичених жирних кис-
лот (ПНЖК).

У ходi дослiдження використовували лiнолеву кислоту (ЛК), Lubrol PX, (“Sigma”, CША);
етилендiамiнтетраоцтову кислоту (“Reanal”, Угорщина). Решта реактивiв виробництва країн
СНД мали квалiфiкацiю “х. ч.” або “о. ч.”. За бiологiчний об’єкт брали проростки гiбриду
кукурудзи “Говерла МВ”.

Зерна кукурудзи пророщували впродовж 5 дiб у термостатi при температурi (26± 2) ◦С
без освiтлення. На добу проростки переносили у 0,2 моль/л розчин хлориду натрiю (со-
льовий стрес), а контрольнi рослини вирощували на дистильованiй водi. Проросток препа-
рували, скальпелем вiддiляли мезoкотиль. В iншiй серiї експериментiв частинки 5-добових
проросткiв витримували впродовж 0,33–8 год у розчинi 10 мкмоль/л АБК. Згiдно з ранiше
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Рис. 1. Залежнiсть активностi 9- (а) й 13-лiпоксигенази (б ) у проростках кукурудзи (мезокотиль) вiд часу
дiї 0,2 моль/л NaCl.
Тут i на рис. 2: активнiсть ферменту визначено у 0,1 моль/л Na-фосфатному буферному розчинi (pH 6,0);
0,02% Lubrol PX; 0,1 ммоль/л ЛК (9-ЛОГ) та у 0,1 моль/л Na-фосфатному буферному розчинi (pH 7,0);
0,02 ммоль/л ЛК (13-ЛОГ). За 100% прийнято активнiсть ферменту в контрольних рослинах

опублiкованими даними [6], було встановлено активнiсть лiпоксигеназ; методом Бредфорда
визначено концентрацiю бiлка.

Статистичний аналiз даних включав визначення M ±m (M — середня величина, m —
її стандартна похибка), кiлькiсть бiологiчних повторiв n = 3–6.

На сьогоднi не викликає сумнiвiв участь ЛОГ у процесах розвитку та стiйкостi до стресiв
рослин, але молекулярнi механiзми цих процесiв остаточно нез’ясовано. Ключовий фермент
бiосинтезу жасмонової кислоти — 13-ЛОГ, її активнiсть визначає внутрiшньоклiтинний рi-
вень жасмонової кислоти та контроль процесiв, що iндукуються цим фiтогормоном. Роль
деяких з метаболiтiв iншого ферменту каскаду ПНЖК — 9-ЛОГ на даний час є ще невiдо-
мою. В лiпоксигеназному каскадi задiяно гiдропероксидлiази вищих рослин, що каталiзують
реакцiї перетворення первинних продуктiв лiпоксигеназних реакцiй — 9-гiдропероксилiно-
левої й 9-гiдропероксилiноленової кислот у С9-альдегiди й С9-альдокислоти, а 13-гiдро-
пероксилiнолевої й 13-гiдропероксилiноленової кислот у С6-альдегiди й С12-альдокислоти.
Вiдомостей про фiзiологiчну дiю 9-вуглецевих сполук та подальшi їх перетворення май-
же нема, в той час як 6- й 12-вуглецевi сполуки достатньою мiрою вивчено. Показано, що
оксилiпiни — травматин i травматинова кислота iндукують дiлення клiтин у мiсцях пошкод-
жень, 9(Z)-12-гiдроксидодеценова кислота є ефективним стимулятором росту [7]. Продукти
гiдропероксидлiазних реакцiй швидше, нiж жасмонова кислота, нагромаджуються при по-
раненнi, створюючи хiмiчний захисний бар’єр для проникнення iнфекцiї. Передбачається
також, що гiдропероксидлiазнi метаболiти можуть дiяти як сигнальнi молекули в захисних
реакцiях рослинної клiтини [8].

У серiї експериментiв по дослiдженню функцiонування 9- й 13-ЛОГ з проросткiв куку-
рудзи на фонi сольового стресу аналiзували змiни в активностi обох лiпоксигеназ вiдносно
активностi в контрольних рослинах. Рис. 1 демонструє залежнiсть вiдносної активностi 9- й
13-ЛОГ вiд часу дiї стресового чинника — пiдвищеної концентрацiї солi (0,2 моль/л NaCl)
на 5-добовi проростки кукурудзи. Зниження активностi 9-ЛОГ спостерiгалося на 4 год дiї
стресового чинника (залишкова активнiсть 64%) з поступовим поверненням за промiжок
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Рис. 2. Залежнiсть активностi 9- (а) й 13-лiпоксигенази (б ) у меристемi проросткiв кукурудзи вiд часу дiї
10 мкмоль/л АБК

часу 6–24 год до базального рiвня. 13-ЛОГ практично не змiнила активнiсть у першi шiсть
годин, а на 8 i 24 год рiзко падає вiдповiдно на 37 й 58% вiдносно рiвня активностi в конт-
рольних рослинах. Отже, сольовий стрес на раннiх етапах (4 год) знизив функцiональ-
ну активнiсть 9-ЛОГ, практично не змiнивши активнiсть 13-ЛОГ, i навпаки, нормалiзацiя
активностi 9-ЛОГ на 6–24 год супроводжувалася рiзким зниженням активностi 13-ЛОГ на
8–24 год дiї сольового чинника.

Таким чином, можна зробити припущення про роздiлений в часi вiдгук на стресовий
фактор з боку лiпоксигеназ, що синтезують оксилiпiни з певними фiзiологiчними влас-
тивостями. В чому ж полягає причина змiн у функцiонуваннi обох ферментiв? Iснують
свiдчення про антагонiзм дiї АБК та жасмонатiв як регуляторiв експресiї iндукованих
сольовим стресом бiлкiв [9]. З огляду на рiзке падiння активностi ключового фермен-
ту синтезу жасмонової кислоти — 13-ЛОГ, можна припустити, що нагромадження АБК
за умов сольового стресу провокує змiни в функцiонуваннi ферменту. Результати дослiд-
жень лiпоксигеназних активностей в меристемi проросткiв пiсля iнкубування їх у прису-
тностi 10 мкмоль/л АБК впродож 0,33–6 год представлено на рис. 2. Активнiсть фермен-
ту в меристемi контрольних рослин було прийнято за 100%. Встановлено значне пiдви-
щення активностi 9-ЛОГ (бiльше нiж у два рази) на 0,33 год дiї АБК з одночасним рiз-
ким зниженням активностi 13-ЛОГ у цей перiод. При iнкубацiї проросткiв з АБК впро-
дож 0,67–1 год встановлено iстотне зниження активностi обох лiпоксигеназ. У випадку
9-ЛОГ значне зменшення активностi спостерiгалося на 1 год дiї АБК (майже на 75% кон-
трольного показника активностi ферменту). Упродовж 2–6 год дiї гормону iстотних змiн
в активностi 13-ЛОГ не спостерiгалося, а активнiсть 9-ЛОГ на 4 й 6 год у 2–2,5 раза пе-
ревищувала вихiдну активнiсть ферменту. АБК може як iнтенсифiкувати, так i iнгiбувати
залежно вiд часу дiї активнiсть 9-ЛОГ, у той самий час у першi хвилини дiї АБК вiд-
значено пригнiчення активностi 13-ЛОГ. Вивчення ефекту АБК на спектр продуктiв 9- й
13-ЛОГ, видiлених на рiзних етапах розвитку зародкiв кукурудзи [10], виявило значне пiд-
вищення частки 9-лiпоксигеназних метаболiтiв та незначну кiлькiсть 13-лiпоксигеназних
метаболiтiв. Є данi про пiдвищення пiд впливом АБК стiйкостi рослин [11], але механiз-
ми захисної дiї цих сполук недостатньо з’ясованi. Вiдомо також, що в рослинних ткани-
нах у процесi росту та розвитку змiнюється активнiсть лiпоксигеназ та їх iзоферментний
склад [4, 12, 13]. Iнтенсифiкацiя лiпоксигеназного метаболiзму може здiйснюватися не ли-
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ше за рахунок активацiї присутнiх у клiтинi ферментiв, але й завдяки iндукцiї експресiї
генiв.

Таким чином, було зафiксовано пiдвищення рiвня мРНК, якi кодують рiзнi форми лi-
поксигеназ, пiд впливом механiчного пошкодження рослин [2, 8], осмотичного шоку [5],
змiни температури, патогенiв, фiтогормонiв [2, 4, 14]. Стрес або сигнал можуть викликати
неоднакову iнтенсивнiсть та залежне вiд часу нагромадження транскриптiв рiзних форм
лiпоксигеназ [8, 13]. Механiчне пошкодження, патогени, елiсiтори iндукують у клiтинах
рослин вивiльнення iз мембранних лiпiдiв ненасичених лiнолевої та лiноленової кислот.
Подальшi перетворення цих кислот ферментами лiпоксигеназної системи призводять до
утворення окиснених похiдних полiненасичених жирних кислот, в тому числi фiзiологiчно
активних сполук, що виконують роль стимуляторiв росту, бактерицидiв та фунгiцидiв, якi
iндукують захиснi реакцiї [7]. Вiдомо, що продукт лiпоксигеназного метаболiзму — 12-гiдро-
ксидодеценова кислота (12-ГДК) впливає на фосфорилювання бiлкiв рослин [15] — однiєї
з унiверсальних ланок сигнальних систем у регуляцiї активностi багатьох ферментiв. Про-
дукти лiпоксигеназного шляху метилжасмонат та 9(Z)-12-гiдрокси-9-додеценова кислота
iнтенсивно впливають на рiвень фосфорилювання бiлкiв. Встановлено, що у присутностi
12-ГДК спостерiгається стимуляцiя фосфорилювання бiлкiв у клiтинах гороху (Pisum sati-
vum L.) [15]. Автори вважають, що фосфорилювання бiлкiв при дiї 12-ГДК може вказувати
як на iснування протеїнкiназ, що активуються даною сполукою безпосередньо, так i на iнi-
цiацiю сукупностi сигнальних систем клiтини (аденiлатциклазної, кальцiєвої, НАДФ-окси-
дазної та, можливо, i “власної” лiпоксигеназної).

Отже, сприйняття та передача сигналу АБК у рослиннiй клiтинi — процес, в основi якого
лежать тонкi молекулярнi механiзми, в яких задiянi ферменти лiпоксигеназної сигнальної
системи, лiпоксигеназнi метаболiти — жасмонова кислота, ГДК тощо. При вивченнi впливу
сольового стресу та АБК на функцiонування лiпоксигеназ доведено факт залучення лiпо-
ксигеназної сигнальної системи в АБК-iндуковану вiдповiдь клiтини. Встановлено також,
що рiзке пiдвищення активностi 9-ЛОГ в першi години дiї рослинного гормону АБК су-
проводжувалося падiнням активностi 13-ЛОГ — ключового ферменту синтезу жасмонової
i травматинової кислот. Iнiцiацiя 9-лiпоксигеназного шляху при дiї АБК як стресового гор-
мону свiдчить не тiльки про взаємозв’язок двох сигнальних систем рослинної клiтини, а
й розширює iснуючi на теперiшнiй час уявлення про функцiональне значення цiєї низки
оксилiпiнiв, роль яких в метаболiчних процесах рослинної клiтини остаточно нез’ясована.
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Study of the effect of salt stress and abscisic acid on lipoxygenase

activity of maize

Salt stress and abscisic acid (ABA) influences on the maize lipoxygenase (LOX) activity (9- and
13-LOX) are investigated. A variation of the LOX activity under the action of АВА and salt stress
is demonstrated. The possible pathways of the involvement of LOX metabolites in the formation of
a cell response to salt stress are discussed.
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