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В органах сеянцев лиственницы изучали изменение активности дегидрогеназ, связанных с различ-
ными путями дыхательного метаболизма: алкогольдегидрогеназы, малатдегидрогеназы, пируват-
киназы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, лактатдегидрогеназы, а также активности пероксидазы
и ИУК-оксидазы, в зависимости от длительности затопления. Обсуждается вопрос о возможности
метаболической адаптации сеянцев лиственницы сибирской к корневому анаэробиозу на уровне из-
менения активности ферментов.

Лиственница сибирская, гипоксический стресс, активность ферментов.

Затопление как в экспериментальных, так и
естественных условиях индуцирует развитие ана-
эробиоза в корнеобитаемом горизонте почвы. В
этих условиях дефицит кислорода сказывается на
протекании физиолого-биохимических процес-
сов не только в корнях, но и в тканях надземных
органов растений из-за изменения в них кисло-
родного режима. Как отмечают многие исследо-
ватели, в первую очередь недостаток кислорода
ведет к ингибированию аэробного дыхания и свя-
занного с ним окислительного фосфорилирова-
ния. Ограничение окислительного фосфорилиро-
вания в условиях аноксии - очень типичный ре-
зультат, сопровождающийся снижением уровня
АТФ в тканях растений [16]. Одним из основных
источников энергии у растений, испытывающих
кислородный стресс, является гликолиз, несмот-
ря на то что у большинства высших растений в
нормальных условиях интенсивность гликолиза
не обеспечивает всех необходимых энергозатрат.
Однако приведение скорости гликолиза в сораз-
мерность с АТФ-потребляющими процессами яв-
ляется важнейшим признаком биохимической
адаптации растительного организма к анаэробно-
му стрессу [1].

Поскольку дыхание находится, с одной сторо-
ны, в центре катаболических и метаболических
реакций организма, а с другой, промежуточные
продукты и энергоемкие соединения, получае-
мые в процессе дыхания, необходимы не только
для биосинтезов, но и поддержания целостности и
упорядоченности клеточных структур и тканей
растительного организма [5], то его нарушения
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приводят к многочисленным изменениям физио-
логических и обменных процессов у растений.

Так, в ответ на затопление у саженцев тополя,
ивы, эвкалипта, вяза, дуба, жимолости быстро за-
крываются устьица, подавляется рост корней, из-
меняется морфология стебля и корня, а также на-
капливается этилен [30]. Такая реакция отмечена
для 12-13-недельных сеянцев американского вяза
[28] и других лиственных и хвойных пород. Затоп-
ление почвы не только замедляло рост сеянцев
лиственницы американской, но и угнетало про-
цесс фотосинтеза [20].

Изучение реакции растительного организма
на условия аэрации имеет большое значение в на-
чальные этапы роста растений, поскольку анок-
сия лимитирует, вероятно, значительную часть
метаболических реакций растений, что подавляет
их ростовые функции, особенно в ювенильной
фазе развития.

Цель настоящей работы - изучение активнос-
ти ряда ферментов, связанных с ключевыми ре-
акциями основных дыхательных путей, в зависи-
мости от срока затопления корней сеянцев лист-
венницы сибирской.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Для выяснения адаптивных возможностей се-
янцев лиственницы сибирской в условиях корне-
вого анаэробиоза был проведен вегетационный
опыт, в котором изучали влияние затопления
корней растений на активность малатдегидроге-
назы (МДГ), (К.Ф.1.1.1.37.), алкогольдегидроге-
назы (АДГ), (К.Ф.1.1.1.1.), лактатдегидрогеназы
(ЛДГ) (К.Ф.1.1.1.27.), пируваткиназы (ПК)
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Рис. 1. Активность малатдегидрогеназы в органах се-
янцев лиственницы сибирской в зависимости от пери-
ода затопления: 1 - контроль; 2 - опыт.

(К.Ф.2.7.1.40), глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
(Г6ФДГ), (К.Ф.1.1.1.49), пероксидазы (ПО)
(1.11.1.7), ИУК-оксидазы (ИУКО).

Объектом исследования служили сеянцы лист-
венницы сибирской, выращенные в обычном ве-
гетационном опыте. В опытных сосудах корни
15-дневных проростков были полностью затоп-
лены на протяжении всего опыта. В качестве кон-
трольных использовали растения, выросшие при
60-70%-й влажности от полной влагоемкости
почвы. Опыт проводился в условиях естественно-
го освещения. Активность ферментов определя-
ли спектрофотометрически в соответствующих
буферных экстрактах тканей, предварительно
очищенных методом гель-фильтрации на колон-
ках с сефадексом G-50. Основой для изучения ак-
тивностей АДГ, ПК, ЛДГ, Г6ФДГ послужили
приспособленные для работы с растительными
тканями методы [9]. Активность МДГ определя-
ли по [10], активность гваякол-специфичной пе-
роксидазы - модифицированным методом по
[31], активность ИУКО - по [12]. Концентрацию
спирта в экстрактах тканей устанавливали энзи-
матическим методом с использованием кристал-
лической АДГ фирмы Merck [9]. Содержание
белка в очищенных экстрактах тканей определя-
ли по [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При исследовании особенностей превращения
дыхательного материала в органах сеянцев лист-
венницы в условиях затопления их корней была
изучена активность ключевых ферментов основ-
ных путей дыхания - аэробного, анаэробного и
пентозофосфатного.

Разные пути дыхания отличаются друг от дру-
га по количеству освобождаемой при окислении
глюкозы энергии. Наиболее эффективным с
энергетической точки зрения является окисли-
тельное фосфорилирование конечного продукта

гликолиза - пирувата в цикле Кребса. При затоп-
лении корней сеянцев лиственницы во всех орга-
нах опытных растений отмечено изменение ак-
тивности МДГ - фермента, катализирующего за-
ключительную стадию цикла трикарбоновых
кислот. После 10-дневного затопления актив-
ность МДГ в корнях была выше по сравнению с
контролем в 2.2 раза, в стволиках на 15% и в хвое
в 3.1 раза (рис. 1). По мере увеличения периода за-
топления активность фермента в корнях и ство-
ликах сеянцев закономерно снижалась, в то время
как в хвое к концу эксперимента возрастала в
4.1 раза. Значительный всплеск активности МДГ
(в 11.7 раза по сравнению с контролем) в те же
сроки обнаружен и в затопленных корнях сеянцев
сосны обыкновенной [3], но в отличие от листвен-
ницы надземные органы и, в особенности, хвоя
сеянцев сосны на протяжении всего равноценно-
го по длительности опыта проявляли очень низ-
кую активность фермента по сравнению с кон-
трольными растениями.

Одним из способов адаптации растений к ана-
эробному стрессу является переключение окис-
лительного метаболизма углеводов на анаэроб-
ное дыхание. Показателем, определяющим ин-
тенсивность протекания гликолиза, служит
активность АДГ - фермента, катализирующего
образование этанола после перехода гликолиза в
брожение. В литературе встречаются многочис-
ленные данные о том, что в тканях как травянис-
тых, так и древесных растений, испытывающих
корневой анаэробиоз, в большинстве случаев ак-
тивность АДГ может возрастать даже у видов,
обитающих в естественных переувлажненных
местообитаниях [14, 15].

В корнях сеянцев лиственницы через 10 дней
действия корневого анаэробиоза активность АДГ
была выше по сравнению с контролем в 6.3 раза,
в стволиках на 19%, а в хвое практически не отли-
чалась от контроля. По мере удлинения периода
затопления активность фермента в стволиках и
хвое опытных растений закономерно снижалась,
в то время как в корнях она была в 2.2-2.6 раза
выше, чем в контроле (рис. 2). Высокая скорость
реакции восстановления ацетоальдегида, катали-
зируемой АДГ, приводит к образованию повы-
шенного количества этанола в корнях и стволи-
ках растений, испытывающих гипоксический
стресс (табл. 1).

Повышенное содержание этанола при затоп-
лении наблюдается в корнях и стволах многих
древесных видов. Так, помещенные в неаэрируе-
мую водную культуру сеянцы сосны скрученной и
ели ситхинской немедленно реагировали на ана-
эробиоз увеличением содержания спирта в кор-
нях [19]. У затопленных сеянцев псевдотсуги
Мензиеза корни также очень быстро начали син-
тезировать этанол, при этом его концентрация в
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корнях и стволиках была в 6-16 раз больше, чем
в хвоинках [22]. Значительное количество этано-
ла было обнаружено в тканях сеянцев сосны жел-
той, сосны скрученной, сосны Ламберта и пихты
миловидной уже после 24 ч пребывания в бескис-
лородной среде [23].

Многие исследователи считают, что накопле-
ние спирта в тканях растений при анаэробиозе ха-
рактерно для неустойчивых растений, поскольку
в больших концентрациях он является токсичным
продуктом и может приводить к повреждению
тканей или даже гибели растений. Другие, напро-
тив, отмечают, что устойчивые растения способ-
ны накапливать большие количества продуктов
брожения, активируя при этом определенные эн-
зиматические системы, позволяющие оптимизи-
ровать дыхательные и обменные процессы [16,
18]. Освобождаясь от избытка спирта, растение
частично выделяет его в наружную среду, причем
особенно интенсивно это происходит в корнях
[22]. Наряду с диффузией этанола устойчивые
растения способны включать под действием
стресса регуляторные механизмы, обеспечиваю-
щие его метаболизацию.

Было показано, что спирт может окисляться
АДГ, каталазой и НАДФ-Н зависимой оксидазой
до ацетоальдегида [6]. Кроме того, устойчивые к
недостатку кислорода виды способны переклю-
чать метаболизм от этанола к яблочной кислоте
[26] и осуществлять ряд реакций, приводящих к
усиленному синтезу других органических кислот
[32]. Таким образом, этиловый спирт не является
пассивным продуктом гликолиза, а активно
включается в систему гипоксического обмена
растительной клетки [8].

На возможность вторичной переработки спир-
та растениями, испытывающими анаэробиоз,
указывает Т.В.Чиркова [13], поскольку в корнях
устойчивого к затоплению риса усиливалась ак-
тивность АДГ, связанная не с восстановлением
ацетоальдегида, а с окислением этанола. При
этом значительная часть его может превращать-
ся в другой продукт брожения - лактат. Накопле-
ние лактата, происходящее на первых стадиях
анаэробиоза и вызывающее подкисление внутри-
клеточной среды, служит сигналом для включе-
ния пируватдекарбоксилазы (ПДК), оптимум ак-
тивности которой связан с низкими значениями
рН. Активирование ПДК приводит к конкурен-
ции за пируват между ЛДГ и ПДК. При декарбок-
силировании пирувата ПДК образуется ацетоаль-
дегид, который при участии АДГ восстанавлива-
ется до этанола. В литературе также встречаются
сообщения о том, что при анаэробиозе в тканях
растений возможно одновременное накопление
этанола и лактата.

В корнях сеянцев лиственницы после 14-днев-
ного затопления активность ЛДГ, катализирую-

Рис. 2. Изменения активности алкогольдегидрогена-
зы в органах сеянцев лиственницы в зависимости от
продолжительности затопления их корней: 1 - кон-
троль; 2 - опыт.

щей восстановление приувата, составила всего
77.8% от контроля, в то время как в стволиках она
была выше на 75.4% и в хвое на 29.7%, чем у рас-
тений, растущих при нормальной влажности поч-
вы. В этот же период удельная активность ЛДГ в
корнях опытных сеянцев была в 2 раза ниже по
сравнению с активностью АДГ, реакция которой
направлена в сторону образования спирта, так
как скорость обратной реакции - окисления эта-
нола в опыте как с сеянцами сосны, так и листвен-
ницы, настолько мала, что зачастую не удается ее
проследить.

Автор [6] считает, что у растений, неустойчи-
вых к гипоксии, несбалансированное накопление
этанола обусловлено отсутствием генетически
закрепленной способности контролировать на-
правленность процессов, вследствие чего нару-
шается система регуляции и становятся невоз-
можными адаптивные реакции.

Последним этапом гликолиза является пере-
нос высокоэнергетической фосфатной группы от
фосфоенолпирувата на АДФ. Эту реакцию, прак-
тически необратимую в условиях клетки, катали-
зирует пируваткиназа. Пируваткиназная актив-
ность является одним из двух главных регулируе-

Таблица 1. Содержание этанола в органах сеянцев ли-
ственницы в условиях затопления, мкМ г-1 сухого ве-
щества

Период затоп-
ления, дни

12

35

Орган

Корни

Ствол

Хвоя

Корни

Ствол

Хвоя

Кон-
троль

1.2 ± 0.18

0.6 ± 0.03

1.3 ± 0.11

2.5 ± 0.13

0.9 ± 0.05

1.7 ± 0.12

Опыт

2.1 ± 0.14

1.2 ± 0.09

1.4 ± 0.12

6.1 ± 0.17

2.6 ± 0.21

1.9 ± 0.14

% от кон-
троля

175.0

200.0

107.0

244.0

288.8

111.8
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Рис. 3. Активность пируваткиназы в органах сеянцев
лиственницы при корневом анаэробиозе: 1 - кон-
троль; 2 - опыт.

Рис. 4. Изменения активности глюкозо-6-фосфатде-
гидрогеназы под влиянием корневого анаэробиоза:
1 - контроль; 2 - опыт.

мых этапов гликолиза, поскольку последний в
зависимости от условий ингибируется за счет ли-
бо фосфофруктокиназы, либо пируваткиназы.
При низких концентрациях АТФ кажущееся
сродство пируваткиназы к фосфоенолпирувату
возрастает, и это позволяет ферменту переносить
фосфатные группы от фосфоенолпирувата на
АДФ даже при относительно низкой концентра-
ции фосфоенолпирувата [11].

В настоящем опыте активность ПК в органах
затопленных растений в первые 14 дней была
значительно ниже, чем у контрольных (рис. 3). С
удлинением срока затопления активность фер-
мента снижалась как в опыте, так и в контроле,
но при этом в надземных органах опытных сеян-
цев лиственницы ПК была активнее по сравне-
нию с растущими в условиях нормальной аэрации
корней. Активацию ПК при гипоксии наблюдали
в листьях гороха [2]. По-видимому, перераспре-
деление активности по органам растений не толь-
ко ПК, но и других исследованных ферментов яв-
ляется одним из показателей адаптации растений
к гипоксическому стрессу, в результате чего осу-
ществляется функциональная нагрузка как под-

земных, так и наземных органов в процессе при-
способления.

Важное значение в дыхании растений имеет
пентозофосфатный путь катаболизма глюкозы.
Известно, что при недостатке или временном от-
сутствии кислорода возможна активация либо
поддержание на высоком уровне ПФП дыхания.
В условиях нормальной аэрации или при локаль-
ном анаэробиозе процессы гликолиза и ПФП осу-
ществляются одновременно из-за их тесной взаи-
мосвязи. При этом, как правило, сохранение вы-
сокого уровня апотомического дыхания при
кислородном голодании возможно лишь корот-
кое время, после чего активность ПФП снижает-
ся вплоть до потери способности к ее восстанов-
лению. Увеличение доли ПФП в общем дыхании
растений исследователи рассматривают как одну
из возможностей усиления дыхательного процес-
са в целом [6]. Интенсивность пентозофосфатно-
го пути дыхания определяется активностью его
ключевого фермента - глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназы.

В настоящем опыте активность Г6ФДГ в кор-
нях сеянцев лиственницы после 14 дней затопле-
ния была выше, чем у растений, растущих при
нормальной влажности почвы на 46.1%, а в ство-
ликах и хвое составила соответственно лишь
23.9% и 23.0% от контроля (рис. 4). С нарастанием
периода действия корневого анаэробиоза актив-
ность фермента в корнях и стволиках закономер-
но снижалась и к концу эксперимента (30 дней)
активность Г6ФДГ в корнях была 63.9%, в ство-
ликах - 81.0% от контроля, а в хвое возросла на
24.4%. В эти же сроки, как отмечалось, в корнях
затопленных сеянцев лиственницы, напротив, до-
статочно высока активность АДГ. Исходя из по-
лученных данных, можно предположить, что про-
должительное затопление сеянцев лиственницы
вызывает изменения дыхательного обмена в на-
правлении усиления гликолиза с последующим
образованием этанола и ослаблением как аэроб-
ного, так и апотомического способов дыхания.
Существует представление о том, что работа
ПФП при пониженном содержании кислорода
может совершаться при наличии окислителя для
образующегося в ходе его реакций НАДФН. Од-
ной из возможностей регенерации НАДФН мо-
жет быть деятельность пероксидазы, поскольку
растительные пероксидазы помимо разложения
перекисей, которые являются внутренним источ-
ником кислорода, способны непосредственно
окислять НАДФН [6, 13].

Отмечено, что при кислородном голодании у
растений усиливается активность пероксидазы,
которая рассматривается как приспособитель-
ный фермент, так как при анаэробиозе у перокси-
дазы образуется дополнительный набор изофер-
ментов, различающихся субстратной специфич-
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ностью. Так, у пероксидазы, выделенной из
колеоптилей овса, было идентифицировано не-
сколько изоферментов с разной специфичностью
к бензидину и гваяколу [21].

В опыте с затоплением корней сеянцев сосны
обыкновенной также было показано, что харак-
тер изменений активности фермента в условиях
недостаточного снабжения корней кислородом
обусловлен его субстратной специфичностью и
зачастую имеет компенсаторные свойства, позво-
ляющие полнее использовать внутренние кисло-
родные ресурсы клетки [3].

Высокая активность пероксидазы обнаружена
в корнях и надземной части деревьев сосны обык-
новенной, растущей на верховом болоте, макси-
мальный уровень которой приходится на июнь-
июль, когда корни растений испытывают острый
дефицит кислорода из-за высокого стояния поч-
венных вод. В тканях корней затопленных дере-
вьев пероксидаза активнее в десятки раз, чем у су-
ходольных, в ксилеме ствола - в 10-17 раз и во
флоэме - в 2-3 раза [4].

В настоящем эксперименте по мере удлинения
срока затопления активность гваякол-специфич-
ной пероксидазы в корнях сеянцев лиственницы
закономерно возрастала, а в надземных органах,
напротив, снижалась (табл. 2).

Широко известен тот факт, что помимо окси-
дазной функции в процессах биологического
окисления, пероксидаза играет активную роль в
общем метаболизме растительной клетки: дан-
ными многих авторов установлена ее связь с ме-
таболизмом ИУК, нитратов и процессами лигни-
фикации.

Пероксидазе принадлежит важнейшая роль в
процессе окисления индолилуксусной кислоты,
поскольку она является частью ауксиноксидаз-
ной ферментной системы. Пероксидаза, аэробно
окисляя ИУК до соединений, не содержащих ин-
дольной группы, способна тем самым регулиро-
вать процессы роста и развития растений [29]. В
литературе встречается много сведений об изоэн-
зимном составе пероксидазы и ее ИУК-оксидаз-
ной функции. Показано, что при фракционирова-
нии белков различными способами многим иссле-
дователям не удалось обнаружить такого белка,
который обладая ИУК-оксидазной активностью,
не проявлял бы пероксидазной [17, 24]. В то же
время некоторым исследователям удалось отде-
лить ИУК-оксидазную активность от пероксидаз-
ной и установить, что в некоторых случаях ИУК-
оксидазной активности у изопероксидаз может не
быть [33, 34]. Было высказано предположение о
том, что ИУК-оксидаза имеет аллостерическую
природу и содержит два активных центра, один из
которых (собственно оксидазный) имеет высокое
сродство к ИУК, но обладает низкой каталитиче-
ской активностью, а другой (пероксидазный) име-

Таблица 2. Активность гваякол-специфичной перок-
сидазы в органах сеянцев лиственницы сибирской в за-
висимости от срока затопления, ∆D мг - 1 бел. мин*

Период
затопле-
ния, дни

12

18

32

Орган

Корни

Ствол

Хвоя

Корни

Ствол

Хвоя

Корни

Ствол

Хвоя

Контроль

67.73 ± 0.24

63.54 ± 0.17

112.02 ± 0.37

199.75 ± 0.76

115.79 ± 0.42

138.02 ± 0.35

74.86 ± 0.44

263.89 ± 0.59
149.31 ± 0.84

Опыт

151.99 ± 0.32

119.58 ± 0.19

63.14 ± 0.12

503.36 ± 1.18

135.34 ± 0.56

92.61 ± 0.27

218.83 ± 0.61

153.03 ± 0.79

118.82 ± 0.26

% от кон-
троля

224.4

188.2

56.4

252.0

116.9

67.1

292.2

57.9

79.5

Примечание. * - Условные единицы (∆D - изменение опти-
ческой плотности в ед. времени).

Таблица 3. Активность ИУК-оксидазы в органах сеянцев
лиственницы при корневом анаэробиозе нМмг-1 бел. мин

Период
затопле-
ния, дни

11

30

Орган

Корни

Ствол

Хвоя

Корни

Ствол

Хвоя

Контроль

197.72 ± 0.36

157.24 ± 0.18

65.93 ± 0.23

602.00 ± 0.91

43.58 ± 0.19

76.11 ± 0.42

Опыт

303.87 ± 0.61

237.94 ± 0.73

76.12 ± 0.14

1710.97 ± 1.27

46.64 ± 0.37

34.76 ± 0.17

% от кон-
троля

153.7

150.9

115.5

284.2

107.1

66.1

ет низкое сродство к ИУК, но высокую каталити-
ческую активность [27]. Анализируя многочислен-
ные литературные данные, можно сделать вывод о
том, что хотя ИУК окисляется пероксидазой, меж-
ду пероксидазной и ИУК-оксидазной активностями
нет прямого соответствия. Изучение соотношений
пероксидазной и ИУК-оксидазной активности поз-
волили подтвердить факт существования у расте-
ний самостоятельного фермента, осуществляюще-
го разрушение ИУК наряду с пероксидазой.

В настоящем опыте отмечено увеличение ак-
тивности ИУК-оксидазы в органах опытных рас-
тений (табл. 3). При этом чем дольше длится за-
топление, тем быстрее разрушается ауксин в кор-
нях. Так, через 11 дней от начала эксперимента
фермент здесь был активнее, чем в контроле, в
1.5, а через 30 дней в 2.8 раза. Активность аукси-
ноксидазы в стволиках затопленных растений в
первой половине опыта составила 150.9%, а в
хвое 115.5% по сравнению с контролем, по мере
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увеличения периода затопления активность фер-
мента в надземных органах существенно снизилась.

Высокая активность ИУК-оксидазы была от-
мечена в органах сеянцев сосны. Так, после
10 дней затопления активность фермента в корнях
опытных растений была в 2.7 раза, а в стволиках и
хвое в 1.2 и в 1.7 раза выше, чем в контроле [3].
Системе окисления ИУК в организме ИУК-окси-
дазой отводится важная роль в метаболизме этого
важнейшего гормона роста, так как деятельность
ауксиноксидазы регулирует уровень ИУК в тка-
нях [7, 35].

Снижение концентрации ауксина вследствие
интенсивной деятельности ауксиноксидазы в ор-
ганах сеянцев лиственницы при корневом анаэро-
биозе может служить одной из важнейших при-
чин ингибирования ростовых процессов у расте-
ний, подвергнутых затоплению.

Продолжительное затопление корней сеянцев
лиственницы вызывает снижение как линейных
размеров, так и биомассы растений. Так, в ре-
зультате 30-дневного действия корневого анаэро-
биоза сухой вес одного опытного растения соста-
вил в среднем 86.7% от контроля, длина кореш-
ков - 61.2%, стволика - 82.8% и хвои - 98.1%.

Выводы. 1. Показателем биохимической адап-
тации сеянцев лиственницы к избыточному ув-
лажнению почвы является перестройка дыха-
тельного метаболизма, обусловленная регуляци-
ей различных путей дыхания на уровне изменения
активности ключевых ферментов.

2. Продолжительное затопление сеянцев лист-
венницы вызывает изменение дыхательного об-
мена в направлении усиления гликолиза и ослаб-
ления как аэробного, так и апотомического спо-
собов дыхания.

3. Торможение роста в условиях корневого
анаэробиоза позволяет, вероятно, существенно
ограничить расход пластических веществ и свести
до минимума энергетические затраты, связанные с
новообразованием тканей. Такую реакцию сеянцев
лиственницы на затопление можно считать приспо-
собительной, позволяющей обеспечить жизнедея-
тельность растения в экстремальных условиях.
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