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Свинец — один из наиболее опасных тяжелых металлов (ТМ). Процессы, обеспечи-
вающие устойчивость растений к его действию, выяснены не полностью. Один из механиз-
мов токсического эффекта свинца — генерация активных форм кислорода (АФК), в норме 
выполняющих важные регуляторные функции, но в повышенных концентрациях вызываю-
щих многообразные нарушения жизнедеятельности клеток. Регуляция количества АФК осу-
ществляется при помощи антоксидантных ферментов, таких как супероксиддисмутазы (SOD) 
и пероксидазы (PER). Эффективность большинства ферментов зависит от наличия множест-
венных изоформ, обеспечивающих наиболее оптимальную их работоспособность в изме-
няющихся условиях среды. В качестве рабочей гипотезы было выдвинуто предположение, 
что устойчивость растений к ТМ определяется различиями в изоферментном составе антиок-
сидантных ферментов, что обеспечивает неодинаковую эффективность их работы по нейтра-
лизации избытка АФК. Для проверки этой гипотезы были выполнены исследования изофер-
ментных спектров ферментных систем супероксиддисмутазы и пероксидазы и ключевого 
фермента белкового метаболизма глутаматдегидрогеназы (GDH) в зародышах прорастающих 
семян у сортов ярового ячменя Hordeum vulgare L. Объектом исследования служили 12 сор-
тов ярового двурядного ячменя, контрастных по устойчивости к действию Pb2+ (6 устойчи-
вых и 6 чувствительных). Для анализа изоферментного состава использовали зародыши на-
клюнувшихся жизнеспособных семян, у которых корешок через 1 сут после закладки на 
проращивание достигал длины 1 мм. Проращивание выполняли рулонным методом в соот-
ветствии с требованиями ГОСТ. Гомогенаты зародышей семян подвергали электрофорезу в 
блоках 7,5 % полиакриламидного геля (ПААГ) в щелочной буферной системе с рН 8,9. Изо-
ферментный анализ показал наличие в ферментных системах супероксиддисмутазы, перок-
сидазы и глутаматдегидрогеназы следующих изозимов: облигатных SODII, PERI и GDHI, а 
также редких SODI, SODIII+SODIV (всегда встречающихся вместе), SODV, PERII и GDHII. 
Были рассчитаны частоты встречаемости редких аллелей, оказавшиеся наиболее высокими у 
аллелей SODI и SODIII+SODIV как у чувствительных, так и у устойчивых сортов. Достовер-
ность различий частот встречаемости редких аллельных форм ферментов у чувствительных и 
устойчивых сортов была оценена с помощью -критерия углового преобразования Фише-
ра. В подавляющем числе вариантов рассчитанная величина -критерия Фишера оказалась 
больше критической кр.

0,01 = 2,31. Таким образом, выделенные редко встречающиеся изофор-
мы исследуемых ферментов можно рассматривать в качестве биохимических маркеров чувстви-
тельности или устойчивости ячменя к действию свинца. Показано, что SODV и PERII чаще 
встречаются у чувствительных к воздействию свинца сортов, GDHII — у устойчивых. Часто-
та SODIII и SODIV также достоверно различалась у устойчивых и чувствительных сортов. В 
работе обсуждаются молекулярно-генетические механизмы устойчивости растений к ТМ. 
Впервые экспериментально показано, что полиморфизм ярового ячменя по устойчивости к 
действию свинца на организменном уровне связан с биохимическим полиморфизмом опре-
деленного комплекса изоферментов супероксиддисмутазы, пероксидазы и глутаматдегидро-
геназы. Полученные данные могут быть использованы в селекционной работе по созданию 
устойчивых к воздействию свинца сортов ячменя. 
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Проблема, с которой сталкивается современное сельское хозяйство 
в условиях сокращения пригодных для использования территорий и необ-
ходимости повышать эффективность производства, — загрязнение окру-
жающей среды техногенными поллютантами, в частности тяжелыми ме-
таллами (ТМ). Известно, что ТМ могут негативно влиять на рост и разви-
тие растений и животных (1-3). Поэтому важно создавать сорта с высокой 
устойчивостью к токсическому воздействию ТМ, которые позволяют по-
лучать достаточное количество качественной продукции. 
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Ранее (4) мы определили концентрации свинца, оказывающие досто-
верный токсический эффект на проростки ячменя, и исследовали внутриви-
довой полиморфизм по устойчивости к действию свинца у ярового ячменя, 
выделив 12 сортов с контрастной реакцией (по шесть устойчивых и чувстви-
тельных). Возникает вопрос о связи между описанным в нашем предыдущем 
исследовании полиморфизмом по морфологическим показателям и внутри-
видовой изменчивостью на более тонких уровнях биологической организа-
ции. Например, достаточно давно продемонстрирована генетическая природа 
внутривидового полиморфизма по радиорезистентности у гексаплоидной 
пшеницы (5). Логично предположить, что контрастные реакции на действие 
свинца у сортов ячменя связаны с их генетическими особенностями.  

Разработка методов маркирования биологических свойств и хозяй-
ственных признаков растений остается основным практическим приложе-
нием биохимической и молекулярной генетики как теоретической основы 
современной селекции. Первоначально для генетического маркирования 
использовали преимущественно морфологические признаки (форма, окра-
ска, опушенность и т.д.), которые легче регистрируются и более доступны 
исследователю (6, 7). Однако нестабильность этих признаков, их зависи-
мость от условий выращивания, полигенная природа и высокая вероят-
ность субъективной интерпретации результатов привели к тому, что глав-
ную роль в генетическом маркировании сначала стали играть белковые, а 
затем молекулярно-генетические маркеры (8).  

Основная трудность при маркировании биологических признаков и 
свойств растений обусловлена тем, что в подавляющем большинстве эти 
признаки связаны со многими жизненными функциями, метаболическими 
и морфологическими процессами, имеют сложный генетический кон-
троль, подвержены широкой фенотипической изменчивости и поэтому 
недоступны для классического генетического анализа. Сложные признаки 
и свойства часто могут быть разделены на более простые, при этом обна-
руживается их иерархическая структура: одни из составляющих сложного 
признака мономорфны (то есть оказываются общими для всех представи-
телей вида), другие полиморфны и специфичны для сортов и биотипов (9). 
Такое разделение позволяет раскрыть структуру генетического контроля 
сложного признака, выявить наличие и локализацию в геноме соответст-
вующих элементам признака локусов и простых генетических систем (5).  

Известно, что многие энзимы имеют несколько изоформ, разли-
чающихся особенностями структуры и конформаций. Эти особенности 
часто определяют разную активность ферментов (10, 11). У разных биоти-
пов и сортов могут быть представлены только некоторые из изоформ, из-
меняется их соотношение и распространенность. Это вносит вклад в фор-
мирование внутривидовой изменчивости на биохимическом уровне. Изо-
ферментный полиморфизм обычно не нейтрален (12) и связан с ролью 
ферментов в функционировании клетки. В ряде работ имеются сведения о 
том, что различные изоформы ферментов, ассоциированных с устойчиво-
стью к средовому стрессу, демонстрируют различия в активности, что 
можно использовать для дифференциации групп организмов по сопротив-
лению негативным факторам среды. Так, при изучении влияние алюми-
ния на активность супероксиддисмутазы (SOD) у двух сортов райграса 
многолетнего английского (Lolium perenne L.) (13) обнаружено, что при 
воздействии металла у обоих сортов повышается уровень экспрессии ге-
нов, контролирующих синтез изоформ LpFe-SOD и LpCu/Zn-SOD, а так-
же увеличивается активность этих изомеров фермента в корнях растения. 
При этом у сортов экспрессия существенно различалась, что, как полага-
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ют авторы, сказывается на устойчивости к вызываемому воздействием ме-
таллов стрессу. В работе (14), посвященной исследованию оксидативного 
стресса в клетках корней кормовых бобов (Vicia faba L.), выращиваемых 
на загрязненной свинцом почве, также сообщалось, что различные изо-
формы SOD демонстрируют неодинаковую способность к обезвреживанию 
активных форм кислорода, повышенная продукция которых отмечается 
в таких условиях. Впрочем, изоформы SOD могут по-разному реагиро-
вать на наличие поллютанта в среде. Так, сообщалось (15), что в листь-
ях Arabidopsis thaliana при внесении меди увеличивалась активность 
всех изоформ этого фермента, в то время как кадмий индуцировал рост 
активности только у Fe-SOD и Mn-SOD, а активность Cu-SOD снижалась 
по сравнению с контролем. 

Нами был выполнен изозимный анализ образцов, контрастных по 
реакции на загрязнение свинцом, с использованием нескольких фермент-
ных систем, связанных с устойчивостью растительного организма к небла-
гоприятным факторам среды, — глутаматдегидрогеназы, супероксиддисму-
тазы и пероксидазы и впервые показано, что устойчивость различных сор-
тов ячменя, выявляемая на морфологическом уровне, предопределяется их 
биохимическими особенностями. При этом были выявлены биохимиче-
ские признаки, сопряженные с устойчивостью либо чувствительностью 
ячменя к действию свинца. 

Целью нашего исследования было выявление изоформ ферментов, 
которые встречаются с повышенной частотой у устойчивых или чувстви-
тельных к действию свинца сортов. 

Методика. Объектом исследования были 12 сортов ярового двуряд-
ного ячменя (Hordeum vulgare L.), контрастных по устойчивости к дейст-
вию Pb2+. Для анализа изоферментного состава использовали зародыши 
наклюнувшихся жизнеспособных семян, у которых корешок через 1 сут 
после закладки на проращивание достигал длины 1 мм и более. Проращи-
вание выполняли рулонным методом в соответствии с требованиями 
ГОСТ (16). Проанализировали по 15 проб (экстрактов зародышей) каждо-
го из 12 сортов для каждого из рассматриваемых ферментов. Эксперимент 
повторяли для образцов урожаев всех трех лет: для каждого сорта по од-
ному ферменту за урожай одного года — 180 проб; для урожаев трех лет — 
540 проб; общее число проб в экспериментов — 1620.  

Анализ изоформ ферментов выполняли с трис-глициновым элек-
тродным буфером (рН 8,3) (17, 18) в вертикальных пластинах 7,5 % поли-
акриламидного геля (рН 8,9), подготовленного согласно рекомендациям 
(19), по системам глутаматдегидрогеназы (GDH, К.Ф. 1.4.1.2), суперок-
сиддисмутазы (SOD, К.Ф. 1.15.1.1) и пероксидазы (PER, К.Ф. 1.11.1.7). 
Зародыши семян гомогенизировали в стеклянной ступке со смесью, со-
стоящей из 50 мкл экстракционной смеси (1 % раствор Тритона Х-100 и 
0,2 % раствор -меркаптоэтанола в объемном соотношении 1:1) и равного 
объема 50 % раствора сахарозы. Полученный экстракт вносили в карманы 
гелевого блока. Разделение проводили на аппарате для вертикального 
электрофореза P9DS («Owl», США) при напряжении  350 В и силе тока 
 50 мА в течение 3 ч. В качестве лидирующего красителя в буфер добав-
ляли 1 мл 0,1 % раствора бромфенолового синего. После этого гель извле-
кали из блока, разрезали на три части и идентифицировали зоны активно-
сти изучаемых энзимов с помощью гистохимического окрашивания в со-
ответствии с описанной методикой (20). Окрашенные гели фотографиро-
вали для проведения дальнейшего анализа. Оценивали частоту каждой об-
наруженной на гистограмме зоны активности фермента.  
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Полученные данные сравнивались для групп устойчивых и чувст-
вительных сортов с помощью критерия углового преобразования Фишера 
 (21), как это рекомендуется для подобных исследований (5).  

Результаты. Из 100 сортов ячменя разного географического проис-
хождения урожая 2009 года на основе анализа морфологических показате-
лей были отобраны 12 контрастных по устойчивости к действию свинца 
(по шесть устойчивых и чувствительных) (табл. 1). Процедура исследования 
их морфологических реакций на влияние ТМ подробно описана нами в 
опубликованной ранее работе (4). Адекватность выбора была подтверждена 
при дополнительном исследовании семян, полученных в 2008 и 2010 годах. 

1. Контрастные по устойчивости к действию свинца сорта ярового двуряд-
ного ячменя (Hordeum vulgare L.) разного происхождения, использован-
ные в работе  

Название и происхождение Разновидность ¹ по каталогу ВИР 
У с т о й ч и в ы е  

Вятский (Кировская обл.) nutans к-30848 
Тео (Великобритания) nutans к-29871 
Заря (Кировская обл.) nutans к-4731 
Donum (Чехия) nutans к-30863 
Симфония (Харьковская обл.) medicum к-30996 
Pongo (Швеция) nutans к-30946 

Ч у в с т в и т е л ь н ы е  
Медикум 336 (Самарская обл.) medicum к-30962 
Мыть (Украина) medicum к-30993 
Jelen (Югославия) nutans к-30955 
NSGL 1 (Югославия) nudum к-30956 
Заветный (Ростовская обл.) medicum к-30959 
Рубеж (Беларусь) nutans к-29446 
П р и м е ч а н и е. ВИР — Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических 
ресурсов растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Петербург. 

 

При изучении полиморфизма антиоксидантных ферментов у сортов 
на проявленных электрофореграммах наблюдали распределение изоформ, 
которое обобщенно иллюстрирует схема, представленная на рисунке.  

Найденные аллели обозначали циф-
рами в зависимости от положения соответ-
ствующей зоны в геле, определяемого отно-
сительно расстояния до линии лидирующего 
красителя. Изозимы SODII, PERI и GDHI 
были облигатными и обнаруживались во всех 
исследованных вариантах, в то время как 
SODI, SODIII+IV (встречались всегда вме-
сте), SODV, PERII и GDHII оказались фа-
культативными (их отмечали лишь время от 
времени). В большинстве случаев у суперок-
сиддисмутазы имелось три аллеля — SODII, 
SODIII и SODIV, у пероксидазы один — 
PERI, у глутаматдегидрогеназы также один — 
GDHI. Помимо этого, редко появлялись зо-
ны активности SODI, SODV, PERII, GDHII. 
Аллели SODIII и SODIV также относились 
к редким в отличие от аллеля SODII, ста-
бильно присутствующего у всех сортов яч-
меня в 100 % случаев. 

На основе анализа электрофореграмм, 
полученных для 12 контрастных по устойчи-
вости сортов ячменя из урожаев 3 лет мы 

оценили частоту аллельных форм ферментов, встречающихся нерегулярно 

 
Обобщенная схема распределе-
ния вариантов супероксиддисмута-
зы (SOD), пероксидазы (PER) и глу-
таматдегидрогеназы (GDH) у 12 изу-
ченных сортов ярового двурядного 
ячменя (Hordeum vulgare L.) разного 
происхождения, контрастных по 
устойчивости к действию свинца в 
модельном опыте: I, II, III, IV, V — 
аллельные варианты, бфс — инди-
катор бромфеноловый синий. 
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(SODI, SODV, PERII, GDHII), с помощью -критерия углового преоб-
разования Фишера (табл. 2). Также была установлена частота встречае-
мости для изоферментов SODIII и SODIV, которые рассматривали совме-
стно, так как на гистограмме соответствующие зоны активности проявля-
лись или отсутствовали всегда в виде пары зон активности, расположен-
ных близко друг к другу. Аллель SODII здесь нами не рассматривается, по-
скольку его присутствие стабильно выявлялось и у толерантных, и у чувст-
вительных сортов, а также у разных сортов внутри этих групп. Аналогич-
ным образом были исключены из рассмотрения формы PERI и GDHI. 

2. Встречаемость изоформ супероксиддисмутазы (SOD), пероксидазы (PER) 
и глутаматдегидрогеназы (GDH) у 12 изученных сортов ярового двурядного 
ячменя (Hordeum vulgare L.) разного происхождения, контрастных по ус-
тойчивости к действию свинца в модельном опыте 

Частота встречаемости, % Изофермент 
у устойчивых сортов у чувствительных сортов 

Значение критерия углового  
преобразования Фишера  

SODI 45,11 41,97 1,21 
SODIII+IV 47,23 71,69 7,79 
SODV 4,04 11,85 4,35 
PERII 12,86 18,41 1,85 
GDHII 20,37 9,91 3,41 

 

В подавляющем числе вариантов рассчитанная величина -критерия 
Фишера оказалась больше критической кр.

0,01 = 2,31. Исключение соста-
вила изоформа PERII, по которой различия между устойчивыми и чувст-
вительными сортами были значимыми при кр.

0,05 = 1,64, и SODI, где дос-
товерных различий мы не выявили. Таким образом, выделенные нами ред-
ко встречающиеся изоформы исследуемых ферментов можно рассматривать 
в качестве биохимических маркеров чувствительности или устойчивости 
ячменя к действию свинца. Как показали наши исследования, SODV и 
PERII чаще встречаются у чувствительных к воздействию свинца сортов, 
GDHII — у устойчивых (см. табл. 2). Частота SODIII и SODIV также дос-
товерно различалась у устойчивых и чувствительных сортов.  

Таким образом, из представленных в таблице 2 данных следует, что 
обнаруженный нами при изучении 100 сортов ярового ячменя полимор-
физм по устойчивости к действию свинца (4) сопряжен с биохимическим 
полиморфизмом изоформ антиоксидантных ферментов. Тяжелые металлы, 
в том числе свинец, могут вызывать оксидативный стресс у высших расте-
ний (22-23). Активные формы кислорода (АФК) — главный источник по-
вреждения растительных клеток (24-26). В своем предыдущем исследова-
нии мы показали (4), что воздействие свинца существенно угнетает росто-
вые процессы у проростков ячменя и вызывает морфологические наруше-
ния. Вероятно, эти проявления оказываются следствием повышенной 
продукции АФК. Такие АФК, как О2

, Н2О2, ОН постоянно генери-
руются в результате метаболических процессов в хлоропластах, мито-
хондриях и пероксисомах (27). В нормальных условиях производство 
АФК контролируют антиоксидантные системы организма (28). Однако 
при стрессе существует опасность серьезного повреждения клеток за 
счет избыточной выработки АФК (29). Их повышенное количество спо-
собно существенно нарушить многие функции клетки за счет модифи-
кации ДНК, окисления белков и липидов (30, 31). В то же время АФК 
способны вызывать повышенную экспрессию генов, кодирующих фер-
менты SOD или PER, отвечающие за их ликвидацию, и таким образом 
также нарушать внутренний гомеостаз клеток.  

Ниже приведем общие схемы работы рассматриваемых ферментов: 
О2 + О2 + 2Н+                    Н2О2 + О2 

2H2O2               2H2O + О2 

● SOD 

PER 

● 
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L-глутамат + Н2О + NADP+            2-оксоглутарат + NH3 + NADPH + H+ 
Супероксиддисмутаза — один из основных ферментов, ответствен-

ных за защиту от стрессовых воздействий, связанных с генерацией АФК 
(32). Ее главная задача заключается в превращении активных форм кисло-
рода (супероксид-радикал О2 ), способных нанести существенный вред 
клетке из-за повышенной реакционной способности, в перекись водорода 
(с последующим образованием из нее воды и кислорода) и молекулярный 
кислород. Неблагоприятные воздействия приводят к неодинаковому раз-
витию оксидативного стресса в разных компартментах клетки, что влечет 
за собой экспрессию тех генов SOD, которые кодируют изоформы этого 
фермента, необходимые для специфической защиты соответствующих кле-
точных структур (33). Существование изоферментов SOD в растениях и их 
генетическая основа были впервые продемонстрированы на кукурузе (34, 
35). В нашей работе было обнаружено, что у устойчивых к свинцу сортов 
ячменя частота редких форм SOD и PER выше, чем у чувствительных. 
Можно полагать, что устойчивость этих сортов связана с большим генети-
ческим разнообразием их антиоксидантных систем, что позволяет расте-
ниям лучше переносить условия стресса. Известно, что при повышении 
полиморфизма (в частности, на биохимическом уровне) организмы лучше 
справляются с техногенным стрессом (36). К такого рода полиморфизму 
относится появление факультативных изомеров SOD. Чем выше их часто-
та и разнообразие, тем выше степень полиморфизма. Данные, полученные 
нами в настоящем исследовании, свидетельствуют о том, что эти редкие 
изоформы способствуют росту устойчивости растений. 

Причиной возникновения и повышенной частоты факультативных 
изоформ SOD у устойчивых к ТМ сортов по сравнению с чувствительными 
может быть проведение селекционной работы на фоне повышенной нагруз-
ки по АФК (например, в засушливых регионах, на почвах с засолением, в 
зонах залегания месторождений металлов, при воздействии других естест-
венных экстремальных факторов). Из имеющихся в специальной литературе 
публикаций (37, 38) следует, что ответная реакция антиоксидантных систем 
растений на действие ТМ и естественных факторов среды сходна. Здесь 
следует учитывать и техногенную нагрузку на биосферу. Три устойчивых 
сорта из шести выделенных нами происходят из индустриально высокораз-
витых стран (Великобритания, Чехия, Швеция), где для многих регионов 
характерно повышенное содержание ТМ в почве. Это можно рассматривать 
как свидетельство в пользу высказанной нами гипотезы. Действительно, со-
общается (39), что сорта сельскохозяйственных растений, произрастающих 
на почвах с высоким природным содержанием мышьяка, дифференцирова-
ны по устойчивости. В подобных условиях имеющие адаптивную ценность 
более эффективные изоформы антиоксидантных энзимов могли быть за-
креплены отбором, а кодирующие их аллели — сохраниться в геноме. В то 
же время селекция по хозяйственно ценным признакам тоже могла способ-
ствовать формированию обнаруженных биохимических особенностей. Так, 
семена некоторых сортов имеют высокое содержание жиров, что при дейст-
вии атмосферного кислорода ведет к образованию повышенного количества 
органических перекисей и, как следствие, свободных радикалов. Эти об-
стоятельства могли привести к возникновению у таких сортов дополнитель-
ных изоформ антиоксидантных ферментов, необходимых для поддержания 
гомеостаза. Подобные особенности ферментной системы могут быть закре-
плены в наследственном аппарате (40), что было показано при изучении 
транскрипции гена, кодирующего синтез изоформы Mn-SOD. Как оказа-
лось, воздействие ртути вызывает повышенную экспрессию этого гена, и в 

GDH 

● 
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итоге активность изофермента повышается, что вполне согласуется с нашей 
гипотезой. Еще одним подтверждением того, что более полиморфные образ-
цы лучше переносят стрессовые воздействия, можно считать данные V. Ran-
celis с соавт. (36). Они показали, что при обработке растений бобов солями 
кобальта возрастает частота редких вариантов SOD. В этой связи можно так-
же упомянуть работу, в которой сообщается о повышенной частоте встречае-
мости факультативных изоформ антиоксидантных ферментов (SOD, PER и 
др.) в хронически облучаемых популяциях сосны (Pinus sylvestris L.), произ-
растающих на территориях, которые подверглись радиоактивному загрязне-
нию в результате аварии на Чернобыльской АЭС (41). Этот пример также 
указывает на единство механизмов ответа организма на разные стрессоры. 

Образующийся в клетках вследствие работы SOD Н2О2 токсичен 
(42), и его концентрация должна поддерживаться на низком уровне. Пере-
кись водорода вместе с прочими АФК также может генерироваться в ре-
зультате воздействия ионов металлов или патогенов. Например, сообщает-
ся (43, 44), что у чувствительных вариантов содержание Н2О2 значительно 
выше, чем у устойчивых. В то же время в низких концентрациях Н2О2 ак-
тивирует ряд защитных механизмов (45), в том числе регенерацию клеточ-
ной стенки (43), связывание и нейтрализацию патогенов и вредных ионов 
(46), реакцию на гиперчувствительность, синтез индуцируемых патоген-
ном белков и фитоалексинов (47). Поэтому можно полагать, что у устой-
чивых сортов такие соединения образуются в относительно небольших ко-
личествах и стимулируют защитные функции организма, позволяя лучше 
сопротивляться воздействию стресса, вызванного ТМ, и сорта оказывают-
ся более приспособленными к стрессовым условиям. Что же касается чув-
ствительных сортов, то у них имеется избыток Н2О2, что ведет, напротив, 
к ослаблению защиты и возникновению повреждений. Рассмотренные ме-
ханизмы действия перекисей в клетках могут прояснить, каким образом 
растения изученных сортов реагируют на присутствие Pb2+. 

Однако при обсуждении полученных данных необходимо учиты-
вать не только эффекты низкомолекулярных соединений. Как уже отмеча-
лось, важнейшую роль в защите от средового стресса и возникающих из-
быточных концентраций АФК играет система антиоксидантных энзимов. 
За освобождение внутренней среды от избытка перекисей отвечает PER. 
Наблюдаемая нами более высокая частота встречаемости изоформы PERII 
у чувствительных сортов, вероятно, связана с их большей уязвимостью к 
действию ионов ТМ. Пероксидаза — очень лабильный фермент, способ-
ный реагировать на большинство нарушений гомеостаза. Так, на разных 
линиях клевера красного было установлено (48), что один из изозимов пе-
роксидазы определяет большую устойчивость растения к вирусным ин-
фекциям. При этом активируется расщепление перекиси, в связи с чем 
авторы предложили использовать эту форму как маркер общей устойчиво-
сти, учитывая в целом сходный характер механизмов ответа растений на 
разные стрессоры. Подобные данные свидетельствуют, что пероксидазные 
маркеры позволяют более полно характеризовать защитные механизмы 
растений к разным факторам среды, и учет этих механизмов может быть 
полезен в селекционной работе. 

Биологическая роль GDH заключается в катализе реакции восста-
новительного аминирования 2-оксоглутарата до глутамата и обратного ей 
процесса окислительного дезаминирования (49) с участием восстановлен-
ных и окисленных форм NAD в качестве кофермента. В основном благо-
даря этому растение поглощает из среды соединения азота и включает их в 
метаболизм (синтез азотистых органических соединений и их разрушение с 



 96 

высвобождением азота в виде солей аммония). Таким образом, этот фер-
мент выступает связующим звеном для двух фундаментальных процессов, 
характерных для автотрофного организма, — ассимиляции азота и углерода, 
и играет важную роль в контроле развития растений. GDH имеет ряд изо-
форм, в частности у растений встречаются две формы энзима — более лег-
кая и более тяжелая (50, 51). Первая катализирует реакцию аминирования, 
вторая — дезаминирования. Различия в содержании этих форм регулируют 
в организме баланс между катаболизмом и анаболизмом. В соответствии с 
принципом Ле-Шателье катализатор ускоряет химическую реакцию в обоих 
направлениях, то есть фермент усиливает аминирование и дезаминирование 
с равной вероятностью, и смещение кинетического равновесия (52, 53) мо-
жет зависеть от условий среды, стрессовых воздействий на растение. С 
функцией GDH в клетках связано накопление различных биологически ак-
тивных веществ (сахара, аминокислоты, ионы аммония), что может косвен-
но способствовать развитию устойчивости к неблагоприятным факторам 
среды (засуха, засоление), накоплению биомассы и повышению толерант-
ности к действию токсикантов (например, гербицидов, а возможно, и ТМ) 
(54, 55). Существенное смещение равновесия в сторону образования 2-
оксоглутарата удалось получить при генетической модификации растений.  

Учитывая большую электрофоретическую подвижность GDHII по 
сравнению с GDHI, допустимо предположить, что первая из них соответ-
ствует более легкой из описанных выше изоформ, преимущественно ката-
лизирующей реакцию аминирования. Следовательно, у имеющих такой 
изозим вариантов реакции анаболизма протекают более активно, чем у тех, 
где этот изомер отсутствует. В связи с полученными нами данными эта тен-
денция представляет особый интерес, поскольку в среде создается избыток 
глутамата и преимущественно должна протекать реакция его дезаминиро-
вания (прямая). Так как были отмечены случаи, когда выявляется изозим, 
катализирующий в первую очередь синтез глутамата, то обнаруженная 
изоформа должна проявлять повышенную активность. Поскольку мы по-
казали, что GDHII чаще встречается у устойчивых сортов, можно пола-
гать, что формирование их толерантности связано с более высокой актив-
ностью процессов синтеза, способствующих интенсивному формированию 
биомассы. Аналогичные результаты были получены в работе R. Ameziane с 
соавт. (56). В итоге растения, несущие аллель GDHII, быстрее развиваются 
и легче переносят негативные воздействия среды. В исследовании, посвя-
щенном изучению генетического контроля устойчивости Pinus sylvestris L. к 
воздушному загрязнению (57), были получены результаты, близкие к на-
шим, — фермент GDH имел две изоформы, причем аллель более легкой 
(GDHII) встречался чаще именно у устойчивых сортов.  

В то же время имеются сведения (58), что GDH катаболического 
типа активируется не только ионами аммония, но и одно- и двухзарядны-
ми катионами металлов, причем сродство к таким катионам может ока-
заться выше, чем к NH4

+. Логично предположить, что у чувствительных 
сортов относительно высокая концентрация ионов Pb2+ может способст-
вовать смещению равновесия синтеза ферментов именно к такой форме 
GDH, и это может быть закреплено наследственно. Поэтому такой изозим 
у чувствительных сортов способен экспрессироваться даже без влияния 
ТМ. С этих позиций становится понятно, почему у чувствительных сортов 
ячменя более легкая форма GDH, ответственная за анаболизм и, следова-
тельно, менее подверженная действию катионов, встречается реже. 

Итак, из полученных нами данных следует, что полиморфизм яро-
вого ячменя по устойчивости к действию свинца связан с биохимическим 
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полиморфизмом и коррелирует с определенным комплексом изофермен-
тов супероксиддисмутазы, пероксидазы и глутаматдегидрогеназы. Очевид-
но, существуют специфические аллельные варианты, кодирующие синтез 
изоформ этих трех ферментов и обусловливающие в определенной степени 
устойчивость или чувствительность сорта. Обнаружены изоферменты супер-
оксиддисмутазы и пероксидазы, частота встречаемости которых выше у чув-
ствительных к действию свинца сортов, и установлена повышенная частота 
встречаемости изозима глутаматдегидрогеназы у устойчивых сортов. Разли-
чия между группами контрастных по устойчивости сортов по встречаемости 
изоформ подтверждены статистически. Таким образом, предлагается рас-
сматривать эти изоформы супероксиддисмутазы, гваяколовой пероксидазы 
и глутаматдегидрогеназы в качестве биохимических маркеров для диффе-
ренциации сортов ярового двурядного ячменя на устойчивые и чувстви-
тельные. Полученные данные могут быть использованы в селекционной ра-
боте по созданию устойчивых к воздействию свинца сортов ячменя. 
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A b s t r a c t  
 

Lead is one of the most hazardous heavy metals (HM), for which the mechanisms of plant 
resistance is not completely clear. One of the mechanisms for implementing toxic effect of lead is the 
generation of reactive oxygen species (ROS), which normally perform important regulatory function, 
but cause multiple violations of vital activity of cells at increased concentrations. ROS level adjust-
ment is carried out by antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and peroxidase 
(PER). The effectiveness of most enzymes depends upon the existence of multiple isoforms, ensuring 
the most optimal operation under changing environment conditions. As a working hypothesis, it has 
been suggested that the level of plant tolerance to the HM can be determined by differences in com-
position of izoforms of antioxidant enzymes differently contributeing to neutralization of the ROS 
excess. To test this hypothesis the study of isoenzymatic spectra of superoxide dismutase and peroxi-
dase enzyme systems and key enzyme of protein metabolism, the glutamate dehydrogenase (GDH), 
was carried out using embryos of germinating seeds of the spring barley (Hordeum vulgare L.) culti-
vars. A totlal of 12 cultivars of spring barley contrasting in resistance to Pb2+ (6 tolerant cultivars 
and 6 sensitive cultivars) were studied. To analyze the composition of isoenzyme the germinating 
embryos of viable seeds were used with root length of 1 mm after 1 day germination. Homoge-
nized embryos of seeds were subjected to electrophoresis using 7.5 % polyacrylamide gel (PAGE) 
units with an alkaline buffer system (pH 8.9). The analysis showed the presence of following 
isoenzymes from enzyme systems of superoxide dismutase, peroxidase and glutamate dehydro-
genase: an obligate SODII, PERI and GDHI as well as rare SODI, SODIII + SODIV (always oc-
curring together), SODV, PERII and GDHII. The frequencies of rare alleles were calculated and the 
highest frequencies were found for alleles SODI and SODIII + SODIV being the same in sensitive 
and resistant cultivars. A reliability of differences in the frequencies of rare allelic forms in the sensi-
tive and resistant cultivars was assessed using -criterion of the angular Fisher transformation. The 
calculated value of Fisher’s -criterion was proved to exceed the critical level. Thus the studied rare 
enzyme isoforms could be regarded as biochemical markers of sensitivity or tolerance to lead in bar-
ley plants. As our research ascertained, SODV and PERII are more common in lead sensitive culti-
vars, while GDHII is mostly found in tolerant ones. Frequency of SODIII and SODIV also reliably 
differed in the resistant and tolerant cultivars. The paper discusses the molecular genetic mechanisms 
of plant HM-resistance. It is first experimentally shown that spring barley plant polymorphism on re-
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sistance to lead is associated with biochemical polymorphism and correlates with a specific complex 
of superoxide dismutase, peroxidase and glutamate dehydrogenase isoenzymes. The data obtained can 
be used in selection programs aimed to producing lead-resistant barley cultivars. 
 

Keywords: lead, barley, intraspecific polymorphism, contrast variants, isoenzymes. 
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