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Исследовано влияние стрессового фитогормона – салициловой кислоты (СК) на изменения актив-
ности альтернативного пути дыхания и экспрессию генов альтернативной оксидазы митохондрий в
семядолях этиолированных проростков люпина (Lupinus luteus L.). Обнаружено, что у L. luteus име-
ются минимум 3 ядерных гена двух подсемейств (AOX1a, AOX1d и AOX2), кодирующих различные
изоформы белка альтернативной оксидазы. Выявлена активация СК альтернативного пути окисле-
ния в митохондриях и накопление транскриптов двух генов альтернативной оксидазы (AOX1a и
AOX2). Экспрессия генов зависела от концентрации фитогормона. При 0.5 мМ концентрации фи-
тогормона увеличивалось содержание мРНК гена АОХ2, а при 1 мМ происходило накопление de no-
vo транскриптов гена АОХ1а.
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Известно, что в дыхательной цепи митохондрий
растений функционируют две различные терми-
нальные оксидазы: цитохромоксидаза (ЦО) и
CN-резистентная альтернативная оксидаза (АОХ),
шунтирующая основную дыхательную цепь на
уровне пула убихинона и переносящая электроны
непосредственно на кислород в обход двух пунк-
тов энергетического сопряжения (второго и тре-
тьего; Шугаев, 1999; Millar et al., 2011). При этом
большая часть энергии, выделяемой при окисле-
нии дыхательных субстратов, не используется на
синтез АТФ, а расходуется в виде тепла. Показано,
что активация АОХ в неблагоприятных условиях,
а также при ингибировании работы ЭТЦ (напри-
мер, при действии цианида, антимицина А и других
ингибиторов дыхания) способствует снижению
скорости образования активных форм кислорода
(АФК) основной дыхательной цепью благодаря
уменьшению степени восстановленности ее пе-
реносчиков электронов (Maxwell et al., 2002; Гра-
бельных и др., 2011).

АОХ кодируется ядерными генами двух подсе-
мейств: АОХ1 и АОХ2 (Considine et al., 2001; Millar
et al., 2011). Экспрессия генов семейства АОХ1,
особенно АОХ1а, и последующая активация не-
фосфорилирующего альтернативного пути окис-
ления (АП) в дыхательной цепи митохондрий по-
вышается в стрессовых условиях (Clifton et al.,

2006; Macherel et al., 2007). Наоборот, до недавне-
го времени считалось, что АОХ2 является консти-
тутивным геном и его экспрессия не активируется в
условиях стресса, однако наблюдается на отдель-
ных этапах роста и развития растений, в частности,
на начальном этапе прорастания семян Arabidopsis
thaliana (Considine et al., 2001; Clifton et al., 2006;
Macherel et al., 2007). Тем не менее, при прораста-
нии семян Vigna unguiculata L. (семейство Fabaceae, к
которому относится и Lupinus luteus), в условиях
низкой температуры, а также в присутствии сали-
циловой кислоты (СК) или Н2О2, активировалась
экспрессия не только гена АОХ1а, но и АОХ2, хотя
в разные временные периоды (Costa et al., 2010).
Авторы предположили, что экспрессия гена
АОХ2b имеет двойную природу: конститутивную
и индуцибельную. В этом отношении интересны
последние данные, свидетельствующие, что про-
моторы всех генов АОХ арабидопсиса содержат
стресс-чувствительные цис-регуляторные эле-
менты (Garmash et al., 2020). Предполагается, что
экспрессия генов АОХ регулируется, как со сто-
роны митохондрий (O–, перекись водорода, цитрат,
а также CN– и другие ингибиторы цитохромного
пути окисления), так и со стороны клетки, в кото-
рой прямо или опосредовано участвуют фитогор-
моны АБК, СК и этилен) (Vanlerberghe, 2013).
Молекулярная природа этих сигнальных путей
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пока изучена слабо, тем не менее, в промоторе ге-
на АОХ1а A. thaliana идентифицирована область
митохондриальной ретроградной регуляции (МРР)
его экспрессии (Dojcinovic et al., 2005), а также
обнаружено 10 цис-активирующих регуляторных
элементов чувствительных к Н2О2 и ротенону, но
нечувствительных к СК (Ho et al., 2008). К настоя-
щему времени накоплены убедительные доказа-
тельства роли митохондриальных АФК в активации
экспрессии генов АОХ, в частности, АОХ1а (Van-
lerberghe et al., 2020). Кроме того, экспрессия ге-
нов АОХ может регулироваться многими другими
эффекторами, например, интермедиатами три-
карбонового цикла, а также редокс-состоянием
митохондрий и хлоропластов, на которые СК
также оказывает существенное влияние (Selinski
et al., 2018; Van Aken 2021).

Салициловая кислота (СК) – фитогормон,
оказывающий регуляторное воздействий на многие
физиологические процессы: прорастание семян,
цветение, старение листьев, дыхание, фотосинтез
и другие (Vlot et al., 2009; Rivas-San Vicente,
Plasencia, 2011; Maruri-López et al., 2019). Однако
доказана и детально изучена функциональная
роль СК только в процессе индукции термогенеза
при цветении ароидных, у которых фитогормон
регулирует этот процесс через активацию экс-
прессии генов AOX и многократное увеличение
активности АОХ в митохондриях початков (Raskin
et al., 1987). Ранее было показано, в том числе и в
наших исследованиях, что в зависимости от кон-
центрации СК может оказывать, как разобщаю-
щее, так и ингибирующее действие на дыхание
митохондрий растений, включая митохондрии
семядолей L. luteus (Norman et al., 2004; Шугаев и др.,
2014). Кроме того, было обнаружено, что увеличе-
ние концентрации СК существенно усиливало об-
разование АФК митохондриями семядолей L. luteus
(Буцанец и др., 2021).

В настоящее время мультигенное семейство
альтернативной оксидазы в люпине не секвени-
ровано, поэтому целью данной работы была
идентификация генов АОХ L. luteus с последую-
щим изучением влияния СК на их экспрессию и
активность альтернативного пути дыхания в ми-
тохондриях семядолей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве растительно-

го объекта в работе были использованы семядоли
этиолированных проростков люпина желтого
(Lupinus luteus L., сорт Дружный 165) и изолиро-
ванные из них митохондрии. Проращивание се-
мян проводили в термостате при 25°С без света в
течение 84 ч, затем семядоли отделяли от зароды-
ша и инкубировали во влажной камере на дистил-
лированной воде в течение 12 ч. Для изучения
влияния СК на АП и экспрессию генов АОХ семя-

доли переносили на фильтровальную бумагу, про-
питанную водой (контроль) или раствором СК
(0.1, 0.5, 1 мМ) в тех же условиях в течение 12 ч.

Митохондрии из семядолей L. luteus выделяли с
использованием метода дифференциального
центрифугирования как описано ранее (Шугаев и
др., 2014). Циклы центрифугирования проводили
на высокоскоростной центрифуге с охлаждением
HITACHI CR22G-III (“Hitachi”, Япония) при
4°C. Пробирку с полученной суспензией интакт-
ных митохондрий хранили во льду.

Скорость дыхания митохондрий измеряли ампе-
рометрически на приборе Oxytherm Electrode Con-
trol Unit (“Hansatech Instruments”, Англия). Ак-
тивности различных путей митохондриального
окисления определяли с использованием специ-
фических ингибиторов терминальных оксидаз
дыхательной цепи: 2 мМ цианида калия (ингиби-
тор цитохромоксидазы) и 3 мМ салицилгидрок-
самовую кислоту (СГК; ингибитор АОХ). Актив-
ность АП дыхания определяли по скорости по-
глощения О2 митохондриями при окисления
малата в присутствии глутамата, которая ингиби-
руется под действием СГК в присутствии циани-
дa (Шугаев, 1999).

Методы молекулярной биологии. Геномную
ДНК экстрагировали методом фенольно-хлоро-
формной экстракции (Sambrook et al. 1989). Плаз-
мидную ДНК получали по методу Birnboim, Doly
(1979), тотальную РНК выделяли по методу
Chomczynski, Sacchi (1987). Синтез кДНК на мат-
рице РНК выполняли по протоколу RevertAid
M-Mul.V Reverse Transcription (“Fermentas”) с
олиго(dT)18-праймерами. Праймеры для ампли-
фикации фрагментов целевых генов, а также био-
информационный анализ нуклеотидных последо-
вательностей генов осуществляли в программах
Unipro UGENE и Vector NTI.

Уровень экспрессии генов АОХ оценивали в
полимеразной цепной реакции после обратной
транскрипции (ОТ-ПЦР) на амплификаторе Light
Cycler (“Roche”, Швейцария) с использованием
кДНК в качестве матрицы и специфических прай-
меров генов АОХ (табл 1). ПЦР-продукты разделя-
ли в 1–2%-ном агарозном геле. Результаты гель-
электрофореза оцифровывали, используя сканер-
фосфоимиджер Typhoon (+”GE Healthcare”).

Для исследования нуклеотидной последова-
тельности фрагментов целевых генов ампликоны
ПЦР лигировали с плазмидным вектором
pTZ57R/T с использованием набора InsTAclonTM

PCR Cloning Kit (“Fermentas”) по протоколу и от-
давали на секвенирование в компанию “Синтол”.

Статистика. Все эксперименты проводили в
3-х биологических и 3-х аналитических повтор-
ностях. На рисунках приведены данные характер-
ных опытов, данные на диаграммах выражают
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средние арифметические значения и стандартное
отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для идентификации генов АОХ у L. luteus за ос-

нову были выбраны известные последовательно-
сти генов АОХ A. thaliana. Были подобраны прай-
меры к участкам всех 5 генов ядерного кодирова-
ния АОХ A. thaliana (АОХ1а, 1b, 1c, 1d и 2) длиной
~1000 п. н. (табл. 1) с зоной интрона и таким об-
разом, чтобы длина получаемых фрагментов с
кДНК составляла ~120 п. н.

С использованием ген-специфичных прайме-
ров для пяти генов белка АОХ A. thaliana (табл. 1)
на геномной ДНК, выделенной из семядолей
этиолированных проростков L. luteus, в качестве
матрицы, нами были получены фрагменты трех
схожих генов белка АОХ (рис. 1б). Полученные
ПЦР-фрагменты были очищены и клонированы в
вектор pTZ57R/T. Целевые конструкции использо-
вали для секвенирования полученных фрагментов.

Определение нуклеотидной последовательно-
сти (секвенирование) изучаемых фрагментов и
дальнейший биоинформационный анализ пока-

зали, что идентичность нуклеотидных последова-
тельностей фрагментов трех выявленных генов
АОХ L. luteus с генами АОХ A. thaliana составляла
100% (рис. 2). Таким образом, обнаружено, что АОХ
L. luteus кодируется тремя генами из двух подсе-
мейств – АОХ1а, АОХ1d и АОХ2.

Далее, методом полуколичественного ПЦР
после обратной транскрипции изучали влияние
различных концентраций СК на накопление мат-
ричных РНК (мРНК) генов АОХ L. luteus (рис. 3а).
Для этого интактные семядоли проростков вы-
держивали во влажной камере на воде (контроль)
или на растворах СК различной концентрации в
течение 12 ч. Показано, что в контрольных семя-
долях L. luteus обнаруживалась только мРНК гена
АОХ2 (рис. 3а). Выдерживание интактных семя-
долей на растворе 0.5 мМ СК приводило к замет-
ному увеличению содержания мРНК гена АОХ2,
что не наблюдалось при более высокой концентра-
ции фитогормона (рис. 3а, 3б). Напротив, 1 мМ СК
индуцировала накопление de novo мРНК гена
АОХ1а. Стоит отметить, что транскриптов гена
АОХ1d не обнаружено ни в одном варианте (рис. 3а).
Интересно, что при действии очень высокой кон-
центрации фитогормона (5 мМ СК) не было

Таблица 1. Список использованных праймеров в работе по идентификации и изучению экспрессии генов белка
альтернативной оксидазы L. luteus

Ген Прямой праймер Обратный праймер

A
. t

ha
lia

na

AOX1a F: 5'-ggaccacgtttgttctcgacg-3' R: 5'-cctccaaccattccWggWacYg-3'
AOX1b F: 5'-ctgctgtgactcacagccatc-3' R: 5'-cctccaaccattccWggWacYg-3'
AOX1c F: 5'-gcatcaaagcaagcgacatcc-3' R: 5'-cctccaaccattccWggWacYg-3'
AOX1d F: 5'-cctacagatcgatttaccgc-3' R: 5'-cctccaaccattccWggWacYg-3'
AOX2 F: 5'-cgtgagttctgtttcctccac-3` R: 5'-cctccaaccattcctggactg-3'

L
. l

ut
eu

s AOX1a F: 5'-gaatggaagtggaactgtttc-3' R: 5'-cggtaggccaacgaagagatt-3'
AOX1d F: 5'-catcataaaccctccaatttca -3' R: 5'-gccaccgtctctagcaacat -3'
AOX2 F: 5'-gatgaaaattactcggaaaga-3' R: 5'-gaggagcttgacaatccggta-3'
UBQ F: 5'-agcaaaaatccaggacaagg-3' R: 5'-tccacggagacgtaaaacaa-3'

Рис. 1. Результаты электрофореза после амплификации на геномной ДНК Arabidopsis thaliana (а) или Lupinus luteus (б)
в качестве матрицы с использованием генспецифичных праймеров для генов альтернативной оксидазы Arabidopsis
thaliana. Обозначения: m – маркер длин фрагментов ДНК (1 т.п.н.).

1000 bp

m 1a 1b 1c 1d 2 m 1a 1b 1c 1d 2

(a) (б)

1000 bp
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идентифицировано мРНК ни одного из трех ис-
следуемых генов АОХ люпина (данные не пред-
ставлены). Возможно, это связано с более ранним
ответом АОХ на воздействие высокой концентра-
ции СК. Таким образом, показано, что в семядолях
этиолированных проростков L. luteus под влиянием
СК происходят количественные и качественные

изменения пула транскриптов генов, кодирую-
щих АОХ.

Как уже было отмечено выше, экспрессия гена
AOX1a регулируется 10 высокочувствительными к
перекиси цис-элементами, но не чувствительны-
ми к СК (Ho et al., 2008). Возможно, что влияние

Рис. 2. Нуклеотидные последовательности лидирующих цепей изучаемых фрагментов генов альтернативной оксидазы
Lupinus luteus.

AOX1a:

AOX1d:

AOX2:
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СК осуществляется через процессы, регулирую-
щие редокс-состояние и уровень АФК как мито-
хондрий, так и клетки в целом. На изолированных
митохондриях растений было показано, что СК в
зависимости от концентрации разобщает или ин-
гибирует митохондриальное дыхание (Norman et al.,
2004; Шугаев и др., 2014). Исходя из этого, зави-
симость индукции гена АОХ1а от концентрации
фитогормона можно объяснить тем, что 1 мМ СК,
ингибируя работу ЭТЦ митохондрий и, возможно,
активность антиоксидантных ферментов, усили-
вает генерацию и накопление АФК в митохон-
дриях, а в более низких концентрациях, разобщая
дыхание, препятствует их образованию (Moller,
2001; Norman et al., 2004). Действительно, данные
литературы, полученные на ткани листьев А. thali-
ana и на выделенных из них митохондриях, под-
тверждают зависимость уровня АФК от концен-
трации СК (Nie et al., 2015; Belt et al., 2017).

Известно, что изменение экспрессии гена под
влиянием различных эффекторов не всегда сопро-
вождается параллельным изменением скорости
биосинтеза кодируемого им белка, а также актив-
ности этого белка. Отличительная особенность
белка АОХ в том, что он функционирует в виде го-
модимера и в результате изменения типа связи
между тиоловыми группами консервативных участ-
ков двух мономеров молекулы АОХ осуществляется
биохимическая регуляция его работы. Образова-
ние окисленной формы димера (формирование
дисульфидных ковалентных связей) должно при-
водить к существенному снижению активности
АОХ (Umbach et al., 2002). Тем не менее, было об-
наружено, что под влиянием СК происходило не
только накопление продуктов экспрессии соот-
ветствующих генов АОХ (рис. 3а), но и увеличение
максимальной активности АП в изолированных
митохондриях (рис. 4). Данные свидетельствую-
щие об увеличении активности АП под влиянием
0.5–1 мМ СК, получены также на других расти-

тельных объектах (Gilliland et al., 2003; Clifton et al.,
2006; Fung et al., 2006). Однако наши данные не
согласуются с результатами, полученными на
культуре клеток Nicotiana tabacum L., где СК в
низкой концентрации (0.1–0.5 мМ) индуцирова-
ла экспрессию гена АОХ1а, а в высокой (3 мМ) –
нет (Cvetkovska, Vanlerberghe, 2012). Возможно,
что клетки суспензионной культуры более чув-
ствительны к влиянию экзогенной СК, чем клетки
ткани семядолей, или это обусловлено более ран-
ним ответом АОХ на воздействие высокой кон-
центрации фитогормона.

Таким образом, в семядолях Lupinus luteus нами
идентифицировано три ядерных гена АОХ двух
подсемейств (AOX1a, AOX1d и AOX2), кодирующих
различные изоформы белка. Обнаруженная СК-
индукция гена АОХ2 ранее была показана только
на прорастающих семенах V. unguiculata, где под-

Рис. 3. Влияние различной концентрации СК в течение 12 ч на изменение количества транскриптов генов альтерна-
тивной оксидазы в интактных семядолях этиолированных проростков Lupinus luteus. Результаты электрофореза после
ПЦР (а) и нормализованные относительно уровня референсного гена убиквитина (UBQ) содержание мРНК (б) в от-
носительных единицах.
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Рис. 4. Влияние СК на активность альтернативного
пути дыхания (АП) при окислении малата митохон-
дриями семядолей Lupinus luteus.
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БУЦАНЕЦ и др.

семейство АОХ2 представлено двумя генами
(АОХ2а, АОХ2b), один из которых (АОХ2b) инду-
цировался гормоном. Постулируется, что стресс-
индуцибельность конститутивных генов приоб-
ретается присоединением к промотору регуля-
торных цис-элементов, чувствительных к окисли-
тельному стрессу. Ранее было показано, в том
числе, и в наших экспериментах, что увеличение
концентрации СК существенно усиливало обра-
зование АФК митохондриями растений, включая
митохондрии семядолей L. luteus, т.е. способство-
вало возникновению окислительного стресса.
Однако в данной работе при инкубации семядолей
в присутствии 1 мМ СК увеличения экспрессии ге-
на АОХ2 не было обнаружено. На основании этого,
можно предположить, что активация экспрессии
гена АОХ2 не связана с повышением уровня АФК
и окислительным стрессом, а реализуется, по-ви-
димому, с участием другого регуляторного меха-
низма. Исходя из обнаруженных различий в ме-
ханизмах регуляции СК экспрессии двух генов
АОХ, не исключено, что кодируемые ими изофор-
мы белка играют в метаболизме митохондрий семя-
долей L. luteus различную функциональную роль.
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нансовой поддержке Министерства образования
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Identification of Altenative Mitochondrial Oxidase Genes in Lupinus luteus
and Influence on their Expression of Salicylic Acid
P. A. Butsanets1, #, N. A. Shugaeva1, and A. G. Shugaev1

1Timiryazev institute of plant physiology RAS, Botanicheskaya ul., 35, Moscow, 127276 Russia
#e-mail: p.corbeau@list.ru

The effect of the stress phytohormone, salicylic acid (SA), on changes in the activity of the alternative respi-
ration pathway and the expression of alternative mitochondrial oxidase genes in the cotyledons of etiolated
lupine seedlings (Lupinus luteus L.) was studied. It was found that L. luteus has at least 3 nuclear genes of two
subfamilies (AOX1a, AOX1d, and AOX2) encoding different isoforms of the alternative oxidase protein. Acti-
vation of SA of the alternative oxidation pathway in mitochondria and accumulation of transcripts of two al-
ternative oxidase genes (AOX1a and AOX2) were revealed. Gene expression depended on the concentration
of the phytohormone. At 0.5 mM concentration of the phytohormone, the content of mRNA of the AOX2
gene increased, and at 1 mM SA, de novo accumulation of transcripts of the AOX1a gene occurred.

Keywords: Lupinus luteus, cotyledons, mitochondria, salicylic acid, alternative oxidase, gene expression
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