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Изучали влияние кратковременного закаливающего нагрева на теплоустойчивость проростков 
пшеницы мягкой озимой (Triticum aestivum L.) разных экотипов, активность, 
термостабильность и электрофоретический спектр растворимой пероксидазы корней. 
Проростки сортов пшеницы степного экотипа (Одесская 267 и Херсонская 99) отличались 
значительно более высокой конститутивной теплоустойчивостью по сравнению с проростками 
сортов лесостепного (Национальная) и лесного (Волынская 2, Саскиа) экотипов. Через 1 сут 
после одноминутного прогрева в водном термостате при температуре 42°С теплоустойчивость 
проростков всех сортов увеличивалась. В корнях незакаленных проростков более высокая 
активность пероксидазы отмечалась у сортов степного экотипа, при этом существенных 
отличий в термостабильности фермента у разных сортов не наблюдалось. Кратковременный 
закаливающий нагрев вызывал небольшое повышение активности пероксидазы у сортов 
лесостепного и лесного экотипов и существенное у сортообразцов степного экотипа. 
Повышение термостабильности растворимой пероксидазы корней в ответ на закаливающий 
нагрев было характерно только для сортов степного экотипа. После закаливающего нагрева в 
электрофоретическом спектре пероксидазы данных сортов отмечалось появление новой 
молекулярной формы фермента. Обсуждаются механизмы и значение изменений активности и 
термостабильности пероксидазы при адаптации растений пшеницы к гипертермии. 
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1Пероксидазы класса III, или так назы-
ваемые «классические» пероксидазы, относятся 
к мультифункциональным ферментам (Gaspar 
et al., 1991; Tognolli et al., 2003; Пиріжок та ін., 
2009). В зависимости от характера локализации 
в растительных клетках различают раствори-
мые (содержащиеся в вакуолях и цитоплазме), 
ионносвязанные (локализованные в мембранах 
и клеточной стенке) и ковалентно связанные 
(находящиеся в основном в клеточной стенке) 
формы пероксидазы, каждая из которых пред-
ставлена многочисленными изоферментами 
(Asada, 1992). Пероксидазы класса III кодиру-
ются большим количеством генов, которое со-
ставляет как минимум 73 у Arabidopsis thaliana 
                                                           
Адрес для корреспонденции: Обозный Александр Иванович, 
Харьковский национальный аграрный университет им. 
В.В.Докучаева, п/о «Коммунист-1», Харьков, 62483, Украина;  
e-mail: plant_biology@mail.ru 

L. и 138 генов у Oriza sativa L. (Tognolli et al., 
2003).  

Наряду с антиоксидантной функцией, пе-
роксидазная система участвует в обеспечении 
протекания многих других реакций, в которых 
пероксид водорода используется как окисли-
тель (Савич, 1989; Gaspar et al., 1991). Перокси-
дазы также могут проявлять оксидазную актив-
ность с передачей электронов от восстановите-
лей (например, НАДН) на молекулярный ки-
слород (Chen, Schopfer, 1999; Минибаева, Гор-
дон, 2003). При таком действии пероксидазы 
образуются супероксид и пероксид водорода. 
Считается, что большее количество суперокси-
да и, как следствие, Н2О2, может генерировать 
пероксидаза клеточных стенок (Bestwck et al., 
1997). Функционирование этой пероксидазы 
также связано с укреплением клеточных сте-
нок, что может быть существенным в осморе-
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гуляции при действии на растения абиотиче-
ских стрессоров (Савич, 1989; Gaspar et al., 
1991). В то же время для растворимых перок-
сидаз более характерны антиоксидантные 
функции (Ivanov et al., 2001).  

Пероксидазы рассматриваются как ти-
пичные «стрессовые» ферменты (Савич, 1989). 
Показано изменение активности и изофермент-
ного спектра пероксидаз при действии на рас-
тения низких (Файзуллин, Лукманова, 1987; 
Капустян та ін., 2004) и высоких (Олейникова и 
др., 1979; Berberich et al., 1998) температур, 
водного стресса (Bakalova et al., 2004), засоле-
ния среды (Sreenivasulu et al., 1999), тяжелых 
металлов (Radotic et al., 2000), различных био-
тических стрессоров (Bindschedler et al., 2006).  

Известно, что при повышении устойчи-
вости растений к гипертермии предваритель-
ным воздействием закаливающих температур 
происходит изменение не только активности, 
но и кинетических характеристик многих фер-
ментов (Александров, 1985; Лютова, Каменце-
ва, 2001). Выявлено повышение термостабиль-
ности пероксидазы пшеницы при относительно 
продолжительном (несколько часов) воздейст-
вии умеренно высоких температур (Фельдман, 
Каменцева, 1984). Показано изменение элек-
трофоретического спектра пероксидаз пророст-
ков кукурузы после 2-4-часового влияния по-
вышенных температур (Пиріжок та ін., 2009).  

Значительно меньше исследованы изме-
нения термостабильности и электрофоретиче-
ского спектра ферментов после кратковремен-
ного действия высоких температур. Нами пока-
зано повышение активности и термостабильно-
сти пероксидазы корней проростков пшеницы 
сорта Донецкая 48 через 1-24 ч после воздейст-
вия закаливающей температуры 42°С. Данный 
эффект сопровождался изменением электрофо-
ретического спектра фермента (Карпець та ін., 
2009).  

Установлено, что реакция ферментных 
систем сортов пшеницы разных экологических 
типов на гипертермию может отличаться (Жук, 
Мусієнко, 2008). В то же время, насколько нам 
известно, изменения термостабильности и изо-
ферментного состава пероксидазы пшеницы в 
ответ на кратковременное действие гипертер-
мии у сортов, относящихся к разным экотипам, 
до сих пор не исследовались. В связи с этим в 
настоящей работе было изучено влияние крат-
ковременного закаливающего нагрева на ак-
тивность, термостабильность и электрофорети-
ческий спектр растворимой пероксидазы у сор-

тов пшеницы степного, лесостепного и лесного 
экотипов. Учитывая то, что изменения актив-
ности пероксидазы под действием закаливаю-
щих температур в корнях более существенны, 
чем в побегах (Карпець та ін., 2009), в настоя-
щей работе для анализа использовали корни 
проростков.  

МЕТОДИКА   

Объектом исследования были этиолиро-
ванные проростки пшеницы мягкой озимой 
(Triticum aestivum L.) отечественных сортов 
степного (Одесская 267 и Херсонская 99), лесо-
степного (Национальная) и лесного (Волынская 
2) экотипов. Также в работе использовали сорт 
Saskia (Саскиа) лесного экотипа, созданный в 
Чехии. Коллекционные образцы были получе-
ны из Национального центра генетических ре-
сурсов растений Украины (Харьков).  

После внешнего обеззараживания путем 
замачивания в 6% Н2О2 в течение 30 мин и 
тщательного промывания дистиллированной 
водой семена проращивали в течение 4 сут при 
температуре 20±1°С. Часть проростков подвер-
гали одноминутному закаливающему нагреву 
при температуре 42,0±0,1°С в водном термо-
стате (Карпець та ін., 2009). Ранее было уста-
новлено, что максимальная теплоустойчивость 
проростков пшеницы развивалась через 24 ч 
после кратковременного действия гипертермии 
(Карпець, Колупаєв, 2008). В связи с этим 
именно через такой временной интервал после 
закаливающего нагрева исследовали актив-
ность, термостабильность и электрофоретиче-
ский спектр растворимой пероксидазы корней. 
Контролем служили незакаленные проростки 
того же возраста. Также определяли теплоус-
тойчивость проростков путем тестирующего 
нагрева в водном термостате при температуре 
46,0±0,1°С в течение 10 мин. Через 4 сут оце-
нивали относительное количество выживших 
проростков.  

Активность растворимой формы перок-
сидазы (КФ 1.11.1.7) определяли, используя 
метод Риджа и Осборна (Ridge, Osborne, 1970) с 
некоторыми модификациями. Навеску расти-
тельного материала гомогенизировали в 0,06 М 
K,Na-фосфатном буфере Серенсена (рН 6,2). 
Гомогенат центрифугировали при 7000 g в те-
чение 15 мин. Супернатант использовали для 
анализа активности фермента, субстратами в 
реакционной смеси были гваякол и пероксид 
водорода.  
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Рис. 1. Выживание (%) проростков пшеницы после повреждающего нагрева (46ºС, 10 мин).  
Здесь и на рис. 2: К – контроль (незакаленные), З – закаленные; 1 – Одесская 267, 2 – Херсонская 99, 
3 – Национальная, 4 – Волынская 2, 5 – Саскиа.  

Для определения термостабильности 
фермента супернатант прогревали в водном 
термостате при 66°С и после охлаждения до 
комнатной температуры определяли остаточ-
ную активность. Температура прогрева была 
выбрана на основании экспериментов, прове-
денных ранее (Карпець та ін., 2009).  

Изоферментный спектр растворимой 
анодной пероксидазы определяли с использо-
ванием метода вертикального электрофореза 
(Остерман, 1981) с некоторыми модификация-
ми (Шарыпина и др., 2006). Окрашивание гелей 
осуществляли по методике Шоу и Прасада 
(Shaw, Prasad, 1970).  

Повторность независимых опытов четы-
рехкратная. На рис. 1, 2 приведены средние 
значения и их среднеквадратические отклоне-
ния, на рис. 3 – электрофореграммы типичного 
опыта.  

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ   

В первой серии опытов оценивали кон-
ститутивную и индуцированную кратковре-
менным закаливающим нагревом теплоустой-
чивость проростков пшеницы различных эко-
логических типов. Сорта степного экотипа 
Одесская 267 и Херсонская 99 отличались зна-
чительно более высокой конститутивной теп-
лоустойчивостью по сравнению с сортами ле-
состепного (Национальная) и лесного (Волын-
ская 2 и Саскиа) экотипов (рис. 1).  

Через 1 сут после закаливающего нагрева 
теплоустойчивость всех сортов значительно 

повышалась. Однако и в этом случае выжива-
ние проростков сортов степного экотипа после 
тестирующего нагрева достоверно превосходи-
ло соответствующий показатель сортов лесо-
степного и лесного экотипов (рис. 1). Процент 
выживания закаленных проростков сорта лес-
ного экотипа Саскиа был достоверно ниже по 
сравнению с относительным количеством вы-
живших проростков всех остальных сортов, в 
т.ч. и сорта этого же экотипа Волынская 2 (рис. 
1).  

Активность растворимой пероксидазы 
была более высокой в корнях проростков сор-
тов степного экотипа. Наиболее низкая актив-
ность фермента наблюдалась у сорта лесного 
экотипа Саскиа (рис. 2, А).  

Через 1 ч после закаливающего нагрева 
наблюдалась тенденция к увеличению активно-
сти растворимой пероксидазы у большинства 
сортов (результаты не приводятся). Через 24 ч 
после одноминутного действия температуры 
42°С происходило достоверное повышение ак-
тивности фермента у сортов всех экотипов, в то 
же время наиболее существенным оно было у 
образцов степного экотипа (Одесская 267 и 
Херсонская 99). При этом после нагрева разли-
чия между сортами разных групп по абсолют-
ным значениям активности возрастали (рис. 2, 
А).  

Термостабильность пероксидазы корней 
незакаленных проростков сортов разных эко-
типов существенно не отличалась, хотя у сорта 
степного экотипа Херсонская 99 этот показа-
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Рис. 2. Активность (Е, отн. ед./(г · мин) – А) и термостабильность (% остаточной активности – 
Б) пероксидазы корней пшеницы. 
Обозначения как на рис. 1.  
тель был достоверно выше по сравнению с сор-
том лесного экотипа Саскиа (рис. 2, Б).  

Закаливающий нагрев вызывал увеличе-
ние термостабильности растворимой перокси-
дазы корней только у сортов степного экотипа, 
у сортов других экотипов термостабильность 
фермента после закаливающего нагрева не из-
менялась (рис. 2, Б).  

Электрофоретический спектр раствори-
мой пероксидазы корней незакаленных проро-
стков имел некоторые сортовые особенности 
(рис. 3). У всех сортов отчетливо проявлялись 
зоны с малоподвижной (Rf 0,04), среднепод-
вижной (Rf 0,41) и подвижными (Rf 0,73 и 0,77) 
формами. У сорта степного экотипа Одесская 
267 была выявлена высокоподвижная полоса с 
Rf 0,70, отсутствовавшая у всех остальных сор-
тов. У сорта Саскиа (лесной экотип) присутст-
вовала полоса с Rf 0,66, в то же время более 

подвижные формы фермента, характерные для 
остальных сортов, проявлялись слабо.  

Закаливающий нагрев вызывал появление 
новой молекулярной формы фермента с Rf 0,46 
у двух сортов степного экотипа (рис. 3). У всех 
остальных сортов явных изменений электрофо-
ретического спектра после закаливающего на-
грева не наблюдалось.  

Таким образом, нам удалось выявить от-
личия в активности, термостабильности и элек-
трофоретическом спектре растворимой перок-
сидазы корней сортов пшеницы разных экоти-
пов. Сорта пшеницы степного экотипа Одес-
ская 267 и Херсонская 99 отличались более вы-
сокой конститутивной активностью раствори-
мой пероксидазы (см. рис. 2, А). После закали-
вания активность фермента у степных сортооб-
разцов повышалась более существенно по 
сравнению с лесостепным и лесными, при этом 
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Рис. 3. Электрофоретический спектр перок-
сидазы корней пшеницы.  
а – незакаленные, б – закаленные; 1 – Одесская 
267, 2 – Херсонская 99, 3 – Национальная, 
4 –Волынская 2, 5 – Саскиа. Стрелками показа-
ны новые формы фермента, появляющиеся по-
сле закаливания. 

различия между группами сортов значительно 
увеличивались. У сортов степного экотипа по-
сле закаливающего нагрева увеличивалась и 
термостабильность пероксидазы (см. рис. 2, Б). 
Можно полагать, что это связано с появлением 
по крайней мере одной новой молекулярной 
формы фермента. Так, у двух сортов степного 
экотипа через 24 ч после закаливающего нагре-
ва отмечалось появление в электрофоретиче-
ском спектре полосы с Rf 0,46. В то же время у 
остальных трех сортов в ответ на закаливаю-
щий нагрев не изменялись ни спектр фермента, 
ни его термостабильность, происходило лишь 
сравнительно небольшое увеличение активно-
сти пероксидазы (см. рис. 2, 3).  

Полученные результаты в целом согла-
суются с данными литературы, согласно кото-
рым в ответ на продолжительное воздействие 
гипертермии более существенные изменения 
активности пероксидазы происходили у сортов 
степного экотипа (Жук, Мусієнко, 2008). В то 
же время, согласно нашим данным, и реакция 
антиоксидантного фермента на кратковремен-
ное воздействие высоких температур также бы-
ла более выразительной у сортов степного эко-
типа. Такие особенности могут представлять 
интерес для оценки жаростойкости перспек-
тивных сортов и форм пшеницы.  

Повышение активности и термостабиль-
ности растворимой пероксидазы корней пше-
ницы сортов степного экотипа после кратко-
временного закаливающего нагрева, по-
видимому, связаны с индуцированным синте-
зом фермента, в т.ч. новых его молекулярных 
форм, а не с конформационными изменениями 
существующих молекул. В пользу такого пред-
положения свидетельствует относительно мед-
ленное развитие эффектов (существенное по-
вышение активности и термостабильности на-
блюдалось лишь через 24 ч после нагрева), а 
также появление по крайней мере одной новой 
полосы на электрофореграммах через сутки по-
сле воздействия гипертермии. Ранее на примере 
пшеницы сорта Донецкая 48 нами было показа-
но, что индуцируемые кратковременным зака-
ливающим нагревом изменения активности, 
термостабильности и электрофоретического 
спектра пероксидазы подавлялись  обработкой 
проростков ингибитором биосинтеза белка 
циклогексимидом (Карпець та ін., 2009), что 
свидетельствует об участии белоксинтезирую-
щего аппарата в таких эффектах.  

Возможно, что индуцируемое кратковре-
менным нагревом повышение термостабильно-
сти растворимой пероксидазы, более заметное у 
жаростойких сортов, является ответом на уве-
личение в клетках содержания активных форм 
кислорода, прежде всего пероксида водорода 
(Kolupaev et al., 2008). Ранее нами было показа-
но увеличение термостабильности растворимой 
пероксидазы корней пшеницы сорта Донецкая 
48 под действием экзогенного пероксида водо-
рода (Карпец и др., 2009).  

Примечательно, что у растений пшеницы 
сорта степного экотипа Скала через сутки по-
сле обработки пероксидом водорода отмеча-
лось существенное повышение активности ан-
тиоксидантного фермента супероксиддисмута-
зы в листьях, в то время как у сорта лесостеп-
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ного экотипа Полесская 90 под действием экзо-
генного Н2О2, активность фермента уменьша-
лась (Бацманова та ін., 2010).  

Для оценки особенностей индуцирования 
антиоксидантной системы различными воздей-
ствиями (закаливание, экзогенные оксиданты и 
пр.) у сортов разных экотипов необходимы бо-
лее детальные исследования как активности и 
характеристик антиоксидантных ферментов, 
так и динамики содержания активных форм ки-
слорода в тканях растений.  
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INFLUENCE OF SHORT-TERM HEATING  
ON ACTIVITY AND THERMOSTABILITY OF SOLUBLE PEROXIDASE  

IN ROOTS OF WHEAT OF DIFFERENT ECOTYPES  

O. I. Obozniy, Т. О. Yastreb, Yu. Ye. Kolupaev,  
V. M. Popov, R. V. Kryvoruchenko 

V.V. Dokuchayev Kharkiv National Agrarian University  
(Kharkiv, Ukraine) 

The influence of short-term hardening heating on heat resistance of plantlets of different ecotypes of 
soft winter wheat (Triticum aestivum L.), activity, thermostability and electrophoretic spectrum of 
soluble peroxidase in roots have been studied. Plantlets of wheat of steppe ecotype varieties 
(Odes'ka 267 and Khersons'ka 99) differed much higher for constitutive heat resistance in compari-
son with plantlets of forest-steppe (Natsional'na) and forest (Volyns'ka 2, Saskia) ecotypes varieties. 
Within 1 day after one-minute heating in the water thermostat at temperature 42°С heat resistance of 
plantlets of all varieties increased. In the roots of not hardened plantlets the higher peroxidase activ-
ity was registered in steppe ecotype varieties, thus the essential differences in thermostability of en-
zyme in different varieties were not observed. Short-term hardening heating caused small increase of 
peroxidase activity in varieties of forest-steppe and forest ecotypes and essential increase in steppe 
ecotype varieties. The increase of thermostability of soluble peroxidase in roots in reply to harden-
ing heating was characteristic only for the steppe ecotype varieties. After the hardening heating in 
the electrophoretic spectrum of peroxidase of these varieties the occurrence of new molecular form 
of enzyme was registered. The mechanisms and value of changes of peroxidase activity and thermo-
stability at the adaptation of wheat plants to the hyperthermia are discussed.  

Key words: Triticum aestivum L., ecological types, heat resistance, hardening, peroxidase, 
isoenzymic spectrum, thermostability 

 



ВЛИЯНИЕ КРАТКОВРЕМЕННОГО НАГРЕВА 

ВПЛИВ КОРОТКОЧАСНОГО НАГРІВУ  
НА АКТИВНІСТЬ І ТЕРМОСТАБІЛЬНІСТЬ РОЗЧИННОЇ ПЕРОКСИДАЗИ 

КОРЕНІВ ПШЕНИЦІ РІЗНИХ ЕКОТИПІВ 

О. І. Обозний, Т. О. Ястреб, Ю. Є. Колупаєв,  
В. М. Попов, Р. В. Криворученко  

Харківський національний аграрний університет ім. В.В. Докучаєва  
(Харків, Україна)  

Вивчали вплив короткочасного загартувального нагріву на теплостійкість проростків пшени-
ці м'якої озимої (Triticum aestivum L.) різних екотипів, активність, термостабільність та елект-
рофоретичний спектр розчинної пероксидази коренів. Проростки сортів пшениці степового 
екотипу (Одеська 267 і Херсонська 99) відрізнялися значно вищою конститутивною тепло-
стійкістю порівняно з проростками сортів лісостепового (Національна) і лісового (Волинська 
2, Саскіа) екотипів. Через 1 добу після однохвилинного прогрівання у водному термостаті 
при температурі 42°С теплостійкість проростків усіх сортів підвищувалася. У коренях неза-
гартованих проростків вища активність пероксидази виявлялася у сортів степового екотипу, 
при цьому істотних відмінностей у термостабільності ферменту у різних сортів не спостері-
галося. Короткочасний загартувальний нагрів спричиняв невелике підвищення активності пе-
роксидази у сортів лісостепового і лісового екотипів й істотне у сортозразків степового еко-
типу. Підвищення термостабільності розчинної пероксидази коренів у відповідь на загарту-
вальний нагрів було характерним тільки для сортів степового екотипу. Після загартувального 
нагріву в електрофоретичному спектрі пероксидази даних сортів відзначалася поява нової 
молекулярної форми ферменту. Обговорюються механізми і значення змін активності і тер-
мостабільності пероксидази при адаптації рослин пшениці до гипертермії. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., екологічні типи, теплостійкість, загартування, 
пероксидаза, ізоферментний спектр, термостабільність 
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