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Лiпоксигеназна активнiсть в онтогенезi водної папоротi
Salvinia natans (L.) All.

(Представлено членом-кореспондентом НАН України Я.П. Дiдухом)

Уперше iдентифiковано i дослiджено характер змiн активностi лiпоксигенази (ЛОГ)
та вмiст розчинних бiлкiв в органах однорiчної рiзноспорової водної папоротi Salvinia
natans (L.) All. в онтогенезi. Встановлено, що у плаваючих ваях мiститься 13-ЛОГ iз
значенням pHопт 8,0, у занурених — 13-ЛОГ iз pHопт 8,0 на початкових стадiях та
9-ЛОГ iз pHопт 5,5 на подальших етапах онтогенезу, у спорокарпiях iдентифiковано
9-ЛОГ iз pHопт 5,5. У порiвняннi з вищими рослинами вегетативнi та генеративнi ор-
гани S. natans характеризуються низьким вмiстом розчинних бiлкiв. У плаваючих ваях
вмiст розчинних бiлкiв у ходi онтогенезу зростає, сягаючи максимуму на стадiї форму-
вання спорокарпiїв, тодi як у занурених ваях зафiксовано зростання вмiсту розчинних
бiлкiв у серединi вегетацiї i поспупове зниження наприкiнцi. Характер розподiлу актив-
ностi ЛОГ i динамiка змiн у вмiстi розчинних бiлкiв у органах папоротi вiдповiдають
фiзiологiчним процесам на дослiджуваних стадiях онтогенезу.
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Лiпоксигенази (лiнолеат : кисень : оксидоредуктази, КФ 1.13.11.12 (ЛОГ) — ферменти лi-
пiдного обмiну, якi каталiзують регiо- та стереоспецифiчне введення молекулярного кисню
до 1,4-цис,цис-пентадiєнового фрагмента полiненасичених жирних кислот (ПНЖК), що
призводить до утворення вiдповiдних гiдропероксидiв [1, 2]. ЛОГ знайденi як у тканинах
багатоклiтинних органiзмiв, зокрема тварин, покритонасiнних, хвощах, червоних i зелених
морських водоростях, мохах, дрiжджах, грибах, коралах, асцидiях, так i в одноклiтинних —
амебах i цiанобактерiях [3, 4]. Утворення гiдропероксидiв транс- та цис-кон’югованих дiє-
нiв є ключовою реакцiєю в лiпоксигеназному каскадi, що спричиняє виникнення бiологiчно
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активних речовин — оксилiпiнiв, якi забезпечують вiдповiдь на дiю бiотичних, абiотичних
стресорiв, а також залученi в процеси росту, розвитку, старiння клiтин i апоптозу, захи-
сту вiд патогенного ураження. До головних фiзiологiчних функцiй ЛОГ належать участь
у процесах пероксидного окиснення лiпiдiв i синтезi сигнальних сполук, а також мобiлiза-
цiя запасних лiпiдiв [1, 3].

Папоротеподiбнi (Polypodiophyta) — найчисленнiша група судинних рослин пiсля покри-
тонасiнних, яка за кiлькiстю видiв посiдає перше мiсце серед сучасних вищих спорових ро-
слин. Нинi налiчується бiльше 12 тисяч видiв папоротей, якi є одним iз головних компонен-
тiв, що утворюють рослинний покрив суходолу [5, 6]. Папоротi поширенi практично в усiх
регiонах земної кулi й зустрiчаються майже в усiх бiоценозах, починаючи вiд пустель i закiн-
чуючи болотами, озерами, солоними водоймами. Результатом адаптацiї до умов iснування
стала поява рiзних життєвих форм папоротей, якi рiзняться за будовою й фiзiологiчними
особливостями. Останнiм часом папоротi привертають особливу увагу дослiдникiв у зв’язку
з вивченням еволюцiї метаболiчних шляхiв рослинного царства. Проте фiзiолого-бiохiмiчнi
характеристики, регуляцiя метаболiчних процесiв, участь окремих ферментiв i бiлкiв в онто-
генезi рiзних життєвих форм папоротеподiбних залишаються мало вивченими. Порiвняння
протеомних профiлiв чоловiчого та жiночого гаметофiтiв у папоротi Blechnum spicant L.
виявило участь окремих груп бiлкiв у детермiнацiї статi [7]. Встановлено, що в чоловiчому
гаметофiтi переважали бiлки, задiянi в загальних метаболiчних процесах, вуглецевому обмi-
нi, а також стресовi бiлки, тодi як у жiночому превалювали транспортнi та фотосинтетичнi
бiлки. У спорах водної папоротi Ceratopteris richardii Brongn. iдентифiковано бiлок ANI1,
який зв’язується з гiдрофобними молекулами антеридiогену, що передбачає можливiсть
функцiонування його як позаклiтинного транспортера цього гормону [8]. Однак вiдомостi
про функцiонування ЛОГ в онтогенезi i метаболiзмi вищих спорових рослин обмеженi [9]
та потребують подальшого вивчення. Тому мета нашого дослiдження полягала в iденти-
фiкацiї, встановленнi особливостей функцiональної активностi лiпоксигенази та визначеннi
вмiсту розчинних бiлкiв у вегетативних i репродуктивних органах в онтогенезi однорiчної
рiзноспорової водної папоротi сальвiнiї плаваючої Salvinia natans (L.) All.

Матерiали i методи. Водна папороть сальвiнiя плаваюча S. natans належить до одно-
рiчних гiдрофiтiв iз лiтньо-зеленим феноритмотипом [5, 6]. Має розгалужене стебло зав-
довжки 3–8 см. Мiстить у кiльцях по три ваї, з яких двi — цiльнокраї плаваючi, а третя —
розсiчена на 9–14 часток, занурена у воду, виконує функцiю кореня i, водночас, мiстить
асимiляцiйнi тканини, хлоропласти, якi активно фотосинтезують, принаймнi на початкових
етапах вегетацiї рослини в червнi й першiй декадi липня [10]. Плаваючi ваї овально-елiпти-
чнi, тупi, на верхньому боцi iз щетинистими бiлими волосками, на нижньому — з бурими.
Бiля основи занурених вай розташованi кулеподiбнi, зiбранi в групи по 4–5 штук спорокар-
пiї (соруси). Коренева система у цього виду вiдсутня. Рослини сальвiнiї плаваючої збирали
влiтку в штучних водоймах Деснянського району Києва починаючи з червня 2015 р. з iн-
тервалом один мiсяць. Виокремлювали зануренi (пiдводнi) та плаваючi (надводнi) ваї, а на
заключному етапi розвитку спорофiту — спорокарпiї. Дослiдження проводили на таких
стадiях онтогенезу: I — iнтенсивного росту спорофiту (червень), II — стацiонарного росту
спорофiту (липень), III — формування спорокарпiїв (серпень), IV — зрiлих спорокарпiїв (ве-
ресень). Для аналiзу матерiал зважували, фiксували в рiдкому азотi i зберiгали при −40 ◦С.

Для видiлення препарату ЛОГ плаваючi та зануренi ваї i спорокарпiї S. natans го-
могенiзували в охолодженому до 4 ◦С 0,1 М фосфатному буферi (pH 6,3), який мiстив
2 мМ фенiлметилсульфонiлфториду (ФМСФ), 0,04% натрiю метабiсульфiту. Гомогенат цен-
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Рис. 1. Залежнiсть стацiонарної швидкостi реакцiї (Vst) окиснення лiнолевої кислоти вiд pH iнкубацiйного
середовища у ваях S. natans (13-ЛОГ)

трифугували на центрифузi “WPW-310” (Польща) при 10 000 об/хв протягом 30 хв при
4 ◦С. Отриманий супернатант використовували для визначення активностi ЛОГ. Для побу-
дови кривих pH-залежностi стацiонарних швидкостей реакцiї лiпоксигеназного окиснення
лiнолевої кислоти використовували 0,1 М натрiй-ацетатний (pH 4,0–5,5), 0,1 М натрiй-фо-
сфатний (pH 6–8) i 0,1 М боратний (pH 8,0–9,5) буфернi розчини. Стандартна реакцiйна
сумiш для визначення активностi ЛОГ загальним об’ємом 2,5 мл у першому випадку мi-
стила 40 мкМ лiнолевої кислоти в 0,l М натрiй-фосфатному буферi (pH 8,0), у другому —
100 мкМ лiнолевої кислоти й 0,02% луброл в 0,l М натрiй-ацетатному буферi (pH 5,5).
Визначення активностi ЛОГ проводили на спектрофотометрi Specord M-40 (“Carl Zeiss”,
Нiмеччина). Реакцiю iнiцiювали шляхом додавання 50–100 мкл розчину ферменту (кон-
центрацiя бiлка 0,5–1,0 мг/мл) i проводили за умов постiйної температури 25 ± 0,1 ◦С. За
перебiгом реакцiї спостерiгали, враховуючи збiльшення оптичної густини реакцiйної сумiшi
при λ = 235 нм, що вiдповiдає максимальному поглинанню спряженого дiєнового хромофо-
ру в молекулi гiдропероксиду лiноленової кислоти, молярний коефiцiєнт екстинкцiї якого
становить 23000 M−1 · см−1 [11]. Для видiлення розчинних бiлкiв рослинний матерiал го-
могенiзували в порцеляновiй ступцi на холоду, бiлок екстрагували в 50 мМ трис-HCl бу-
ферi (pH 6,8), який мiстив 0,3 М сахарози, 8 мМ ЕДTО, 4 мМ дитiотреiтолу (ДTT), 2 мM
ФMСФ. Гомогенат центрифугували при 10 000 об/хв протягом 30 хв при 4 ◦С на центрифузi
“WPW-310” (Польща). Вмiст бiлка визначали за методом Bredford [12]. Дослiди проводили
у двох бiологiчних та трьох аналiтичних повторах. При побудовi кiнетичних залежностей
використовували середнi значення Vst, якi визначали у трьох вимiрюваннях (рiзниця мiж
величинами становила не бiльше 5%). Статистичну обробку результатiв проводили t-тестом
Стьюдента, статистично достовiрною вважали рiзницю при p 6 0,05.

Результати i обговорення. Уперше iдентифiкованi лiпоксигеназна активнiсть pHопт
8,0 та pHопт 5,5 i визначена лiпоксигеназна активнiсть в органах рiзноспорової однорiчної
папоротi-гiдрофiту S. natans на рiзних стадiях онтогенезу. Встановлено, що у плаваючих
ваях мiститься 13-ЛОГ iз значенням pHопт 8,0, у занурених — 13-ЛОГ iз pHопт 8,0 — на пер-
ших двох стадiях та 9-ЛОГ iз pHопт 5,5 на третiй стадiї онтогенезу, у спорокарпiях знайдено
9-ЛОГ iз pHопт 5,5 (рис. 1–3). Виявленi особливостi у розподiлi активностi ЛОГ в органах
S. natans на дослiджуваних стадiях онтогенезу дають пiдстави вважати ЛОГ одним iз ен-
догенних факторiв, який забезпечує успiшнiсть iснування S. natans на межi повiтряного

ISSN 1025-6415 Доп. НАН України, 2016, №8 103



Рис. 2. Залежнiсть стацiонарної швидкостi реакцiї (Vst) окиснення лiнолевої кислоти вiд pH iнкубацiйного
середовища у занурених ваях i спорокарпiях S. natans (9-ЛОГ)

Рис. 3. Розподiл активностi ЛОГ по органах S. natans на рiзних стадiях онтогенезу: I — iнтенсивного росту
спорофiту; II — стацiонарного росту спорофiту; III — формування спорокарпiїв

i водного середовищ. Характер локалiзацiї i змiни активностi iзоформ ЛОГ у плаваючих
i занурених ваях папоротi вiдповiдає фiзiологiчним функцiям останнiх на певних стадi-
ях онтогенезу [10]. У плаваючих ваях на стадiї iнтенсивного росту спорофiту активнiсть
13-ЛОГ становила 2,63 мкМ ГЛК/(хв · мг бiлка) (ГЛК-гiдропероксид лiнолевої кислоти).
Впродовж другої стадiї її активнiсть поступово знижувалася, пiсля чого знову зростала,
сягаючи максимуму стадiї формування спорокарпiїв, що, збiгається в часi зi значними змi-
нами ультраструктури клiтин, зокрема руйнуванням тилакоїдних мембран i формуванням
значної кiлькостi пластоглобул у стромi хлоропластiв клiтин плаваючих вай (див. рис. 3).
Активнiсть 13-ЛОГ у занурених ваях iдентифiкована лише на стадiї iнтенсивного росту спо-
рофiту. Активнiсть 9-ЛОГ виявлена в занурених ваях i спорокарпiях. На стадiї формування
спорокарпiїв у занурених ваях зафiксовано пiк активностi 9-ЛОГ (див. рис. 3). На початку
формування спорокарпiїв активнiсть ЛОГ у цих органах досягала 1,32 мкМ ГЛК/(хв · мг
бiлка), тодi як на стадiї повної зрiлостi спорокарпiїв i вiдмерлiй вегетативнiй частинi спо-
рофiту — 4,26 мкМ ГЛК /(хв · мг бiлка). Слiд зазначити, що величина лiпоксигеназної
активностi папоротеподiбних, як i хвощiв, була значно нижчою, нiж у квiткових рослин [4].

У порiвняннi з вищими рослинами [13] органи спорофiту S. natans характеризували-
ся низьким вмiстом розчинних бiлкiв. У плаваючих ваях вмiст розчинних бiлкiв у ходi
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Рис. 4. Вмiст розчинних бiлкiв у органах S. natans на рiзних стадiях онтогенезу: I — iнтенсивного росту
спорофiту; II — росту спорофiту; III — формування спорокарпiїв; IV — стадiя зрiлих спорокарпiїв

онтогенезу збiльшувався, сягаючи максиму на стадiї формування спорокарпiїв. Водночас
у занурених ваях зафiксовано зростання вмiсту розчинних бiлкiв у серединi вегетацiї i по-
спупове зниження наприкiнцi. Збiльшення вмiсту розчинних бiлкiв у плаваючих ваях вiд-
повiдає їхнiй фотосинтетичнiй активностi i асимiлюючiй функцiї пiд час онтогенезу, тодi як
у занурених ваях фотосинтетична активнiсть у другiй половинi лiта затухає i вони почи-
нають виконувати переважно всисну функцiю [10]. Максимальний вмiст розчинних бiлкiв
у спорокарпiях вiдмiчений на завершальнiй стадiї дозрiвання (рис. 4).

Основними продуктами лiпоксигеназних реакцiй є моногiдропероксиди ПНЖК. 13-гi-
дропероксид є попередником жасмонової кислоти (ЖК) i її похiдних та терпеноїдних ле-
тких органiчних сполук (ЛОС). ЖК, як сигнальна бiологiчно активна сполука, задiяна
в регуляцiї ростових процесiв i формуваннi реакцiй-вiдповiдей на широкий спектр бiоти-
чних i абiотичних стресiв [1, 2, 14]. Квасоля, кукурудза, бавовна, тополя, тютюн, картопля,
арабiдопсис та iншi покритонасiннi у вiдповiдь на механiчне ушкодження активно синтезу-
ють у листках ЖK [15]. Утворення ЛОС у папоротеподiбних вiдбувається ЖК-залежним
шляхом. Показано, що екзогенна обробка вай папоротеподiбних ЖК призводить до iнтен-
сивного викиду сумiшi ЛОС [9]. Подiбно до вищих рослин, терпеноїднi ЛОС утворюються
в папоротеподiбних ЖК-залежним шляхом. Проте пiсля механiчного ушкодження в папоро-
теподiбних синтезується значно менше терпеноїдiв, нiж у вищих рослин, що опосередковано
вказує на вiдсутнiсть у них досконалого механiзму непрямого захисту. Встановлено, що па-
поротi синтезують високотоксичнi iнданони й цiаногеннi глiкозиди, i, можливо, тому захист
за участю ЛОС не настiльки виражений, хоча такий шлях синтезу в них присутнiй [14, 15].

У квiткових рослин 13-ЛОГ асоцiйована iз хлоропластами i мiститься переважно в паго-
нах [1, 2]. На пiзнiх стадiях онтогенезу в занурених ваях вiдбувається редукцiя фотосинте-
тичної функцiї, що збiгається з втратою ними активностi 13-ЛОГ i може свiдчити про те, що
у S. natans функцiонування 13-ЛОГ пов’язано з хлоропластами плаваючих i занурених вай.

Вiдомо, що наявнiсть активностi 9-ЛОГ характерна для кореневої системи вищих ро-
слин, де фермент локалiзований у цитозолi клiтин [1, 2]. 9-гiдропероксиди ПНЖК вищих
рослин є попередниками сполук, якi стимулюють синтез кетолiв, якi iндукують цвiтiння,
забезпечують забарвлення квiтiв, захист та апоптоз листкiв при ураженнi патогенами, ре-
гулюють бульбоутворення [2]. У наших попереднiх дослiдженнях судинної спорової рослини
Equisetum arvense активнiсть 13-ЛОГ була iдентифiкована в надземнiй (стробiл, мiжвузля,
листки) i пiдземнiй (кореневище) частинах генеративного пагона, тодi як 9-ЛОГ — лише
у стробiлi та кореневищi [4]. Активнiсть 9- та 13-ЛОГ змiнювалася залежно вiд стадiї онтоге-
незу E. arvense, що корелює з отриманими у данiй роботi даними для S. natans. Активнiсть
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9-ЛОГ у кореневищi пiсля висипання спор (на початку процесу вiдмирання генеративного
пагона) значно зростала, а 13-ЛОГ, навпаки, знижувалася. У кiнцi вегетацiї асимiляцiйних
пагонiв E. arvense висока активнiсть 9-ЛОГ спостерiгалася в кореневищах, що вiдповiдало
утворенню на них крохмалевмiсних бульбочок [4]. У S. natans значне зростання активностi
9-ЛОГ вiдмiчено на завершальнiй стадiї формування спорокарпiїв, при фактично вiдмер-
лiй вегетативнiй частинi спорофiту. Певне зростання активностi 9-ЛОГ вiдбувається також
у занурених ваях на початку формування спорокарпiїв. Отже, мiж змiнами в активностi
i локалiзацiї цього ферменту i процесами формування та дозрiвання генеративних органiв
iснує певний зв’язок. Слiд вiдзначити, що фiзiологiчна функцiя 9-гiдропероксиду ПНЖК
у судинних спорових рослинах поки що не встановлена.

Таким чином, уперше в органах однорiчної рiзноспорової папоротi-гiдрофiта Salvinia
natans iдентифiкованi двi iзоформи лiпоксигенази — 13-ЛОГ i 9-ЛОГ й визначена їх актив-
нiсть вiдповiдно до стадiї онтогенезу рослини. Встановлено характер розподiлу ферменту
в плаваючих i занурених ваях й спорокарпiях на рiзних етапах онтогенезу. Показано, що
у плаваючих ваях вмiст розчинних бiлкiв у ходi онтогенезу зростав, сягаючи максиму на
стадiї формування спорокарпiїв, тодi як у занурених — зменшувався. Характер розподiлу
активностi ЛОГ i динамiка змiн у вмiстi розчинних бiлкiв у органах папоротi вiдповiда-
ють фiзiологiчним процесам на дослiджуваних стадiях онтогенезу. Виявленi особливостi
в розподiлi активностi ЛОГ в органах S. natans онтогенезу опосередковано вказують на
залучення цього ферменту перетворення ПНЖК у протiканнi рiзних стадiй онтогенезу
i дають пiдстави розглядати ЛОГ як один iз ендогенних факторiв, продукти активностi
якого можуть пiдтримувати успiшне iснування папоротi на межi повiтряного i водного се-
редовищ.
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Липоксигеназная активность в онтогенезе водного папоротника
Salvinia natans (L.) All.

Впервые идентифицированы и исследован характер изменений активности липоксигеназы
(ЛОГ) и содержание растворимых белков в органах однолетнего разноспорового водного па-
поротника Salvinia natans (L.) All. в онтогенезе. Показаноно, что в плавающих ваях содер-
жится 13-ЛОГ со значением pH 8,0, в погруженных — 13-ЛОГ с pHопт 8,0 на начальных
стадиях и 9-ЛОГ с pHопт 5,5 на последующих этапах онтогенеза, в спорокарпиях иден-
тифицирована 9-ЛОГ с pHопт 5,5. По сравнению с цветковыми растениями вегетативные
и генеративные органы S. natans характеризуются низким содержанием растворимых бел-
ков. В плавающих ваях содержание растворимых белков в ходе онтогенеза возрастает, до-
стигая максимума на стадии формирования спорокарпиев, тогда как в погруженных ваях
зафиксирован рост содержания растворимых белков в середине вегетации и постепенное
снижение в конце. Характер распределения активности ЛОГ и динамика изменений в со-
держании растворимых белков в органах папоротника соответствуют физиологическим
процессам на исследуемых стадиях онтогенеза.

Ключевые слова: Salvinia natans (L.) All., липоксигеназа, растворимые белки, онтогенез.

L.M. Babenko1, T. D. Skaterna2, I. V. Kosakivska1

1M.G. Kholodny Institute of Botany of the NAS of Ukraine, Kiev
2Palladin Institute of Biochemistry of the NAS of Ukraine, Kiev

E-mail: lilia.babenko@gmail.com

Lypoxigenase activity of Salvinia natans (L.) All. in ontogenesis

The pattern of changes in the lipoxygenase (LOX) activity and the content of dissolved proteins in
organs of the annual heterosporous water fern Salvinia natans (L.) All. is identified and studied
in ontogenesis for the first time. Floating leaves were revealed to contain 13-LOX with values of
pH 8.0, submerged ones — 13-LOX (pHopt 8.0) — at the initial stages and 9-LOX (pHopt 5.5) at the
later stages of ontogenesis. In sporocarps, 9-LOX (pHopt 5.5) was identified. As compared to higher
plants, vegetative and generative organs of S. natans are characterized by a low content of dissolved
proteins. During ontogenesis, the dissolved protein content in floating leaves increases and reaches
its maximum at the stage of sporocarp formation, while submerged leaves show some increase in
the content of dissolved proteins in the middle of vegetation and its gradual decrease at the end.
The pattern of the LOX -activity distribution and the dynamics of changes of the dissolved proteins
in the fern organs correspond to physiological processes during the studied stages of ontogenesis.

Keywords: Salvinia natans (L.) All., lipoxygenase, dissolved proteins, ontogenesis.
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