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В лабораторном эксперименте выяснили, как связано формирование контрастных реакций сортов
ярового двурядного ячменя с изозимным полиморфизмом ряда ферментов, сопряженных с устой-
чивостью растительного организма к стрессу, на действие кадмия. Были взяты 14 сортов ярового яч-
меня различного географического происхождения (по 7 чувствительных и устойчивых к Cd2+). От-
бор этих сортов был осуществлен в предшествующих исследованиях на основе морфометрических
критериев. Семена ячменя этих сортов проращивали в термостате, после чего готовили белковые
экстракты проростков, которые потом разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном
геле. С фореграммами проводили гистохимические реакции для выявления зон активности следу-
ющих ферментов: супероксиддисмутазы, гваяколовой пероксидазы, глутаматдегидрогеназы, алко-
гольдегидрогеназы, малатдегидрогеназы, глутатионредуктазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы,
каталазы. Подсчитывали частоты встречаемости всех выявленных аллельных вариантов, после чего
эти частоты с помощью критерия углового преобразования Фишера сравнивали для групп кон-
трастных по устойчивости к кадмию сортов. В результате удалось выявить ряд изозимов, которые с
большей вероятностью встречаются или у устойчивых к Cd2+ сортов, или у чувствительных. Таким
образом, можно утверждать, что реакция конкретного сорта ячменя на действие кадмия связана с
выработкой у него специфических аллельных вариантов. Полученные данные могут быть исполь-
зованы для прогнозирования устойчивости или чувствительности отдельно взятого сорта ячменя к
действию Cd2+.
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чивости сорта, электрофорез, изоферментный анализ.
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ВВЕДЕНИЕ
Одна из серьезных проблем современного

сельского хозяйства – прогрессирующее загряз-
нение окружающей среды, к которому приводит
рост промышленного производства. Это вместе с
нарастающими изменениями климата вызывает
сокращение площадей, пригодных для аграрного
производства. Более того, почвы доступных для
хозяйственного использования территорий зача-
стую оказываются сильно загрязнены токсиче-
скими веществами, что создает потенциальную
опасность для здоровья человека и домашних жи-
вотных. Таким образом, в целях решения продо-
вольственной проблемы требуется создание та-
ких сортов основных сельскохозяйственных
культур, которые отвечали бы следующим крите-

риям. Во-первых, они были бы нечувствительны-
ми к токсическому стрессу, давая возможность
получать высокие урожаи, во-вторых, эти сорта
не должны накапливать вредные вещества в то-
варной части растения.

Одной из значимых групп техногенных пол-
лютантов являются тяжелые металлы (ТМ) – хи-
мические элементы с металлической кристалли-
ческой решеткой, имеющие плотность >5 г/см3.
В соответствие с данными литературы [1–4], со-
единения ТМ являются токсичными и способны
вызывать серьезные нарушения в функциониро-
вании растительного организма. Кадмий – один
из достаточно широко распространенных ТМ,
опасность его для растений можно считать дока-
занной [5], хотя до сих пор нет вполне сформиро-
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ванного представления о механизмах его воздей-
ствия на живые объекты.

Ранее [6] были определены критические дозы
кадмия, вызывающие существенное угнетение
морфометрических показателей проростков яро-
вого двурядного ячменя (Hordeum vulgare L.). Эта
работа, в свою очередь, развивала идеи других ис-
следователей [7–11], в работах которых был ис-
следован внутривидовой полиморфизм ячменя
по устойчивости к другому ТМ – свинцу и рас-
смотрены причины формирования контрастных
реакций на действие этого поллютанта. Исполь-
зуя предложенный в том исследовании критерий
коэффициента депрессии, нами были выделены
14 контрастных по устойчивости к кадмию сортов
ячменя и описан их полиморфизм. В работе со
свинцом удалось установить, что формирование
визуально наблюдаемого полиморфизма в ответе
на действие этого ТМ связано с биохимическими
и цитогенетическими особенностями изученных
сортов. В этой связи представляется логичным
провести сходную работу в отношении кадмия,
чтобы выявить сходства и различия в ответе на
действие 2-х ТМ. Аналогичные исследования вы-
полняли и другие авторы, например в [12], где
рассмотрен вопрос формирования радиорези-
стентности пшеницы.

В рамках реализации поставленных задач су-
щественный интерес представляют методы био-
химической и молекулярной генетики. Одним из
важных методов из арсенала этих дисциплин яв-
ляется поиск маркеров хозяйственно ценных
признаков и биологических свойств живых орга-
низмов, и, в частности, – растений. Такие мето-
дики – неоценимый источник исходного матери-
ала для нужд селекционной работы, направлен-
ной на выведение сортов с заданными
свойствами. Подобный подход использовали уже
достаточно давно [13, 14], но при этом тогда рас-
сматривали главным образом морфометрические
признаки (например, опушенность колоса или
его цвет). Однако в настоящее время такие марке-
ры, несмотря на их несомненную простоту и
удобство использования, не могут считаться удо-
влетворительными. Причина этого – полиген-
ный характер наследования этих признаков, и,
как следствие, – их нестабильность. Таких недо-
статков лишены белковые и особенно молекуляр-
но-генетические маркеры (изоферменты, после-
довательности нуклеотидов и др.) [15].

Существуют определенные трудности на пути
эффективной идентификации генетических мар-
керов. К таковым следует причислить их связь с
разнообразными жизненными процессами, про-
исходящими на разных уровнях биологической

организации живой материи, что предопределяет
сложность генетического контроля таких призна-
ков. Стоит учесть также и бóльшую подвержен-
ность этих признаков фенотипической изменчи-
вости. Все эти обстоятельства затрудняют выпол-
нение в отношении таких маркеров классического
генетического анализа и интерпретации получен-
ных результатов. Однако существует выход из по-
добной ситуации. Как правило, из любого слож-
ного признака можно выделить ряд более про-
стых. При этом часть из таких признаков
оказываются мономорфными (встречаются у всех
представителей изучаемого вида), в то время как
другие – полиморфны, т.е. отмечаются только у
конкретных представителей вида (сортов, линий,
индивидов) [16]. Зная такие особенности структу-
ры сложных биологических признаков, можно
изучить систему их генетического контроля и
идентифицировать локусы в геноме, которые от-
ветственны за кодирование этих свойств [12].

Одной из разновидностей таких белковых
маркеров, позволяющей увязать особенности
конкретного организма с его генетической струк-
турой, являются изозимы – изомеры различных
ферментных систем. Наличие существенного ко-
личества конформаций ферментов, имеющих
различия в химической активности, предопреде-
ляет формирование разнообразия в пределах био-
логического вида [17]. Каждый из таких изофер-
ментов распределен среди популяции неравно-
мерно, что ведет к различиям в способности
индивида приспосабливаться к меняющимся или
экстремальным условиям среды. Причина этого
состоит в том, что, как правило, соотношение
изоформ ферментов существенно отражается на
биологических функциях клетки [18]. Используя
эти обстоятельства, можно, выявив те или иные
изоферменты, связанные, допустим, с наличием
повышенной сопротивляемости к токсическому
стрессу, дифференцировать группы индивидов
по этому признаку.

Примером такой работы можно считать иссле-
дование влияния алюминия на активность су-
пероксиддисмутазы (SOD), выявленной у 2-х сор-
тов райграса многолетнего (Lollium perenne L.)
[19]. Авторами был доказан рост активности
2-х изозимов – LpFe-SOD и LpCu/Zn-SOD в тка-
нях корней проростков, что сопровождалось по-
вышением экспрессии связанных генов. Что при-
мечательно, у каждого из этих сортов эффектив-
ность указанных процессов разнилась, что можно
увязать с различиями в металлоустойчивости.
Любопытно, что результаты, полученные в отно-
шении SOD для одного токсиканта, могут не под-
тверждаться для другого. Например, в листьях
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Arabidopsis thaliana при действии меди активность
всех изозимов SOD стабильно увеличивалась, но
если медь заменяли на кадмий, то аналогичный
эффект отмечали лишь для Fe-SOD и Mn-SOD, а у
Cu-SOD наблюдали противоположный эффект.
Другим интересным свидетельством следует счи-
тать исследование [20], посвященное кормовым
бобам (Vicia faba L.). Авторам удалось установить,
что несколько выявленных изомеров SOD демон-
стрировали различную способность к нейтрали-
зации активных форм кислорода (АФК), повы-
шенный выход которых наблюдали при внесении
в субстрат свинца.

Эти сведения явились предпосылками для на-
стоящей работы, посвященной исследованию
формирования реакций сортов ярового ячменя,
контрастных по ответу на действие кадмия. Нами
был проведен изоферментный анализ белковых
экстрактов, полученных из проростков контраст-
ных по устойчивости сортов ячменя, выявленных
ранее [6]. В процессе работы был использован ряд
ферментов, связанных с различными процессами
метаболизма в организме растений, и, в частно-
сти, с его стрессоустойчивостью: супероксиддис-
мутазы (SOD), гваяколовой пероксидазы (PER),
глутаматдегидрогеназы (GDH), алкогольдегидро-
геназы (ADH), малатдегидрогеназы (MDH), глу-
татионредуктазы (GSR), глюкозо-6-фосфатде-
гидрогеназы (G6PD), каталазы (CAT). В исследо-
вании выявляли биохимические признаки,
связанные с устойчивостью или чувствительно-
стью изученных сортов. Цель работы – поиск
специфических изозимных вариантов ряда фер-
ментных систем, которые с большей вероятно-
стью встречаются у устойчивых или чувствитель-
ных по устойчивости к кадмию сортов ярового
ячменя из мировой коллекции ВИР. В случае ес-
ли таковые аллели удастся выявить, то можно го-
ворить о наличии связи между формированием
ответа конкретных сортов ячменя на токсическое
действие кадмия и их биохимическими особен-
ностями.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Для изучения изоферментного полиморфизма

и выявления специфических аллельных вариан-
тов, сопряженных с устойчивостью/чувствитель-
ностью к действию кадмия, использовали метод
изоэнзимного анализа с применением электро-
фореза белков в полиакриламидном геле.

Для приготовления экстрактов брали семена
ячменя, замачивали их в дистиллированной воде
на ночь при охлаждении (5°С). На другой день се-
мена раскладывали в рулоны фильтровальной бу-

маги и помещали в сосуды с дистиллированной
водой. Сосуды выдерживали в течение 1 сут в тер-
мостате при 20°С [21]. Подобную процедуру про-
водили для того, чтобы выбраковать невсхожие
семена. Семена, у которых появлялись проростки
~1 мм длиной, отбирали для получения экстрактов.

Дополнительно аналогичное исследование
было проведено не только с использованием ди-
стиллированной воды, но и при наличии Cd2+ в
среде. В этом случае семена ячменя выдерживали
в термостате при 20°С в течение 5-ти сут в чашках
Петри с раствором Cd2+ 0.35 мг/мл (тестирующая
доза, выявленная в предыдущем исследовании
[6]). Остальные процедуры в этом случае были
идентичны таковым для интактных семян.

У семян извлекали зародыши с проростком и
растирали в ступке до получения гомогенной мас-
сы с добавлением равных количеств (по 50 мкл)
50%-ного раствора сахарозы и экстракционной
смеси. Состав экстракционной смеси: 1%-ный
раствор меркаптоэтанола + 1%-ный раствор Три-
тона Х-100 = 1 : 1 [22–24]. Гель для анализа полу-
чали следующим образом. Готовили растворы:
раствор А – 1 н. HCl 48 мл + трис-оксиметилами-
нометан 36.6 г + тетраметилэтилендиамин 0.23 мл +
+ Н2О до 100 мл (рН = 8.9), раствор В – акрила-
мид 30 г + N,N'-метилен-бисакриламид 0.8 г +
+ Н2О до 100 мл, раствор С – аммоний надсерно-
кислый 0.14 г + Н2О до 100 мл. Растворы смешивали
в соотношении: 1 А : 2 В : 1 Н2О : 4 С. Полученную
смесь заливали в стеклянные блоки со вставлен-
ными спейсерами и гребенкой (для формирова-
ния карманов) и выдерживали при 37°С до пол-
ной полимеризации.

Экстракты помещали в карманы гелевых бло-
ков (1%-ный полиакриламидный гель) и разгоня-
ли с использованием щелочного ТRIS–HCl буфе-
ра (рН 8.3) (трис-оксиметиламинометан 6.0 г +
+ глицин 28.8 г + Н2О до 1 л (перед использовани-
ем буфер разбавляли в 10 раз)) с использованием
индикатора бромфенолового синего (0.1%) при
~350 V, 30 mA. Для разгонки использовали аппа-
рат для вертикального электрофореза фирмы
“Owl” модели P9DS (США). Процесс вели при
комнатной температуре до достижения линией
лидирующего красителя положения на 2 см выше
нижнего края геля. После окончания процесса
проводили гистохимические реакции для опреде-
ления ферментов: супероксиддисмутазы (SOD,
К.Ф. 1.15.1.1), пероксидазы (PER, К.Ф. 1.11.1.7),
глутаматдегидрогеназы (GDН, К.Ф. 1.4.1.2), алко-
гольдегидрогеназы (ADH, К.Ф. 1.1.1.1), малатде-
гидрогеназы (MDH, К.Ф. 1.1.1.37), глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы (G6PD, К.Ф. 1.1.1.49), глу-
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татионредуктазы (GSR, К.Ф. 1.6.4.2) и каталазы
(CAT, К.Ф. 1.11.1.6).

Окрашивание ферментов выполняли по про-
писям, представленным в [25]. Ниже приведено
подробное описание схем визуализации для ис-
следованных ферментов. Для идентификации зон
активности SOD готовили раствор 10 мг рибофла-
вина, 100 мг этилен диамин тетрауксусной кисло-
ты (EDTA), 43 мг гексагидрата хлорида магния
(MgCl2k6Н2О) и 7 мг 3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-
2,5-дифенил-2Н-тетразолий бромида (МТТ) в
100 мл TRIS-HCl буфера (рН 8.0). Гель заливали
данным раствором и помещали под интенсивное
облучение видимым светом. Постепенно гель
окрашивался в интенсивный фиолетовый цвет,
зоны активности проявлялись на нем бесцветны-
ми полосами.

Для PER: 1.25 г пирогаллола растворяли в 100 мл
воды, гель заливали раствором на 30 мин, после
этого раствор удаляли, а гель заливали 50 мл 5%-
ного пероксида водорода (Н2О2). Кювету с этим
составом и гелем осторожно встряхивали до по-
явления на буро-оранжевом фоне нестойких
красно-бурых полос с интенсивностью, достаточ-
ной для проведения дальнейшего анализа.

Для ADH: в 50 мл TRIS-HCl буфера (рН 8.5) го-
товили раствор 40 мг β-никотинамида аденина
динуклеотида (NAD), 10 мг MTT, 1 мг феназина
метасульфата (PMS) с добавлением 2 мл этанола.
Залив раствором гель, инкубировали его при 37°С
в темноте до появления синих полос на бесцвет-
ном фоне.

Для MDH: в 100 мл TRIS-HCl буфера (рН 8.0)
готовили раствор 250 мг L-малеиновой кислоты
(натриевая соль), 30 мг NAD, 25 мг хлористого
нитросинего тетразолия (NBT), 2 мг PMS. Залив
раствором гель, инкубировали его при 37°С в тем-
ноте до появления синих полос на бесцветном
фоне.

Для G6PD: в 45 мл TRIS-HCl буфера (рН 8.0)
готовили раствор 20 мг глюкозо-6-фосфата (ди-
натриевая соль), 10 мг никотинамида динуклео-
тида фосфата динатриевой соли (NADP), 10 мг
MTT, 1 мг PMS, 40 мг MgCl2. Залив раствором
гель, инкубировали его при 37°С в темноте до по-
явления синих полос на бесцветном фоне.

Для GSR: в 50 мл TRIS-HCl буфера (рН 8.0) го-
товили раствор 40 мг окисленного глутатиона,
10 мг NADPH, 0.2 мг 2,6-дихлорфенолиндофено-
ла, 10 мг MTT. Залив раствором гель, инкубиро-
вали его при 37°С в темноте до появления пурпур-
ных полос на синем фоне. Для того чтобы сделать
полосы более заметными, гель промывали в 0.1 М
растворе HCl.

Для CAT: предварительно при приготовлении
геля в исходную смесь вносили 250 мг раствори-
мого крахмала по Жульковскому. После разгона
белковых фракций готовили 3 раствора: первый –
30 мг Na2S2O3 в 50 мл воды, второй – 50 мл 3%-но-
го H2O2, третий – 100 мг KI в 100 мл воды с добав-
лением 0.5 мл ледяной уксусной кислоты. Пер-
вый и второй раствор одновременно выливали на
гель, смешивая их. Так гель выдерживали ~3 ч.
После раствор сливали, заливая гель третьим рас-
твором. Гель окрашивался в бурый цвет, а зоны
активности фермента оставались бесцветными.

Для GDH: готовили раствор 5 мг NAD, 4 мг
РМS, 4 мг NBT, 1 г L-глутамата в 30 мл фосфатно-
го буфера (рН 7.0), разбавленного до 100 мл во-
дой. Раствором заливали гель, выдерживали его в
темноте при 37°С до появления сине-фиолетовых
полос на бесцветном фоне в зонах активности
фермента.

Фореграммы фотографировали, после чего
подсчитывали частоты каждой из обнаруженных
зон активности фермента. Каждую из них поме-
чали порядковым номером в соответствии с элек-
трофоретической подвижностью (отношение
длины пробега полосы от старта до линии лиди-
рующего красителя к общему расстоянию от
старта до фронта). Частоты тех изозимов, кото-
рые встречались не во всех случаях (факультатив-
ных) сравнивали для групп устойчивых и чув-
ствительных сортов с помощью критерия углово-
го преобразования Фишера [26] с целью выявить
такие, которые бы могли служить маркерами
устойчивости или чувствительности к кадмию,
обнаруживаясь с большей вероятностью в том
или ином варианте.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Из 50-ти сортов ячменя разного географиче-

ского происхождения из мировой коллекции
ВИР (Федеральный исследовательский центр
Всероссийский институт генетических ресурсов
растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Петербург)
на основе анализа морфометрических показате-
лей были отобраны 14 контрастных по устойчиво-
сти к действию кадмия (по 7 устойчивых и чув-
ствительных) (табл. 1). Процедура исследования
их морфологических реакций на влияние ТМ по-
дробно описана в опубликованной ранее работе [8].

По результатам изоферментного анализа бел-
ковых экстрактов у рассматриваемых ферментов
отмечено следующее количество зон активности:
у SOD – 5, PER – 1–2, GDH – 2–4, ADH – 3–4,
MDH – 5, G6PD – 3–8, GSR – 8, CAT – 6. Схема их
размещения на гелях представлена на рис. 1. При
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этом изозимы SODII, III, IV+V (встречались вме-
сте), PERI, GDHI, ADHII, III, IV, GSRI, II, III–V
(встречались совместно), VI, MDHIII, IV, V,
G6PDI, II–III (тоже совместно) отмечали всегда
(они были облигатными), в то время как SODI,

PERII, GDHII, III, IV, ADHI, GSRVII, VIII, MDHI,
II, G6PDIV–VIII (встречались совместно) наблю-
дали от случая к случаю (т.е. они были факульта-
тивными).

На основе анализа фореграмм, полученных
путем разгона экстрактов 14-ти контрастных по
устойчивости сортов, была произведена оценка
частот факультативных зон активности изучен-
ных ферментов (SODI, GDHII, III и IV; ADHI,
MDHI, II) с помощью ϕ-критерия углового пре-
образования Фишера. Из анализа были исключе-
ны PERII, G6PDIV–VIII, GDHIV, GSRVII, VIII
ввиду того, что не удалось выявить связи этих
изозимов с устойчивостью или чувствительно-
стью сортов, и CAT, которая обладала достаточно
слабой активностью, и поэтому не удалось со-
брать достаточной статистики присутствия этого
фермента. Результаты оценки частот встречаемо-
сти изоформ изученных ферментов представлены
в табл. 2. В данном случае рассмотрены результа-
ты исследования интактных семян.

У всех рассмотренных изозимов рассчитанные
величины ϕ-критерия Фишера больше критиче-

ской величины  (2.31), за исключением

GDHIII, где он является значимым при 
(1.64). Таким образом, выделенные в настоящем
исследовании редко встречающиеся изоформы
исследованных ферментов можно рассматривать
в качестве биохимических маркеров чувствитель-
ности или устойчивости к действию кадмия. Изо-
ферменты SODI, GDHII, MDHI с большей вероят-
ностью встречались у чувствительных сортов, в то
время как GDHIII, ADHI, MDHII – у устойчивых.
Из представленных в табл. 2 данных следует, что
обнаруженный при исследовании 50-ти сортов
ярового ячменя полиморфизм по устойчивости к
действию кадмия [6] сопряжен с биохимическим
полиморфизмом.

ϕ0.01
кр

ϕ0.05
кр

Таблица 1. Контрастные по устойчивости к действию
кадмия сорта ярового двурядного ячменя разного гео-
графического происхождения

Название 
и происхождение Разновидность № по 

каталогу ВИР

Устойчивые

Местный (Удмуртия) nutans К-9219

Оренбургский 4 
(Оренбургская обл.)

nutans К-25959

Линия 15
(Московская обл.)

nutans К-26284

Икар (Кировская обл.) nutans К-26824

Гетьман (Ставрополь-
ский край)

nutans К-30965

Русский (Ставрополь-
ский край)

nutans К-30969

Симфония (Харьков-
ская обл.)

medicum К-30996

Чувствительные

Blenheim 
(Великобритания)

nutans К-29780

Ca 220702 (Дания) nutans К-29921

Malva (Латвия) nutans К-30925

Saloon (Чехия) nutans К-30930

Pongo (Швеция) nutans К-30946

Jelen (Сербия) nutans К-30955

Ansis (Латвия) nutans К-30963

Таблица 2. Встречаемость изоформ исследованных ферментов у 14 контрастных по устойчивости к кадмию сор-
тов ярового ячменя

Изофермент
Частота встречаемости Величина

критерия Фишераустойчивые, % чувствительные, %

SODI 28.571 71.429 4.799

GDHII 14.285 71.429 6.593

GDHIII 14.286 3.571 2.275

ADHI 57.148 28.571 3.228

MDHI 12.5 37.5 3.148

MDHII 78.571 57.143 2.386
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Аналогичное исследование, проведенное с ис-
пользованием семян, пророщенных в растворе
Cd(NO3)2, не выявило значимых закономерно-
стей: в этом случае тоже отмечали наличие пере-
численных изозимов, однако новых данных о
связях с устойчивостью или чувствительностью
сорта, отличающихся от полученных на интакт-
ных проростках, получить не удалось. Однако
следует отметить, что при действии ТМ отмечали
заметный рост активности CAT – если у интакт-
ных проростков зачастую не удавалось обнару-
жить зон активности этого фермента, то при на-
личии поллютанта в среде этот энзим практиче-
ски всегда был активен. Впрочем, изоформ, с
большей вероятностью встречающихся у той или
иной группы контрастных сортов, не было иден-
тифицировано. В итоге можно сказать, что нали-
чие ТМ в среде повышало активность некоторых
антиокислительных ферментов, что свидетель-
ствовало о росте продукции АФК при действии
кадмия, однако включения каких-то специфиче-
ских аллелей не происходило. В целом реакция
растительного организма на стресс, видимо,
предопределена генетическим полиморфизмом,
присущим каждому сорту изначально.

При сравнении результатов, полученных для
двух ТМ – свинца и кадмия – были обнаружены
определенные различия: если в случае со свин-
цом [9] SODI встречался примерно с равной веро-
ятностью у чувствительных и устойчивых сортов,
то в случае кадмия этот изозим уверенно опреде-
лялся как маркер чувствительности к данному

ТМ. В то же время изозимы SODIII, IV, V марки-
ровали чувствительность сорта к свинцу, но в слу-
чае с кадмием встречались у всех изученных сор-
тов вне зависимости от их принадлежности к
группам чувствительных или устойчивых. Аллель
PERII, значимо чаще встречавшаяся у чувстви-
тельных к свинцу сортов, практически не обнару-
живалась в настоящем исследовании. Также лю-
бопытно, что аллель GDHII, уверенно ассоцииро-
вавшаяся с устойчивостью к свинцу, неожиданно
оказалась связанной с чувствительностью к кад-
мию. Хотя в то же время в нашем текущем иссле-
довании была выявлена еще аллель GDHIII, кото-
рой вовсе не отмечали в проведенной ранее рабо-
те со свинцом, и она значимо чаще встречалась у
устойчивых сортов. Нами была обнаружена и
изоформа GDHIV, но она встречалась слишком
редко, чтобы можно было делать определенные
выводы о ее связи с металлоустойчивостью.

Полученные данные свидетельствовали о
сложности и неоднозначности в формировании
ответа на разные стрессоры, даже если они и име-
ли сходную природу (как в данном случае –
2 ТМ). В целом, общие закономерности вос-
производятся для 2-х ТМ – удается выделить
2 контрастные по устойчивости сорта ячменя и
обнаружить связь морфологического и биохими-
ческого полиморфизма. Однако, хотя исследо-
ванные ферменты так или иначе реагируют на
каждый из 2-х изученных металлов, но состав
изоферментных спектров и частота встречаемо-
сти каждого компонента спектра могут суще-
ственно разниться.

Рис. 1. Схема распределения изозимных вариантов исследованных ферментов у контрастных по устойчивости к кад-
мию сортов ячменя.

SOD PER GDH ADH GSR G6PD CATMDH
�

+
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Одной из причин угнетения процессов роста и
развития растительных организмов, вызываемого
ТМ, такими как кадмий, является окислитель-
ный стресс [27–31]. Суть этого явления состоит в
повышенной продукции активных форм кисло-
рода (АФК), которые, имея высокую реакцион-
ную способность, вызывают повреждение струк-
турных элементов клетки [32–34]. В наших рабо-
тах [6–8] было показано, что воздействие свинца
и кадмия на проростки ячменя ведет к существен-
ному угнетению ростовых процессов и возникно-
вению морфологических аномалий корней. Было
бы логично увязать подобные явления с окисли-
тельным стрессом. Например, свободные радика-

лы типа , Н2О2, ОН* – обычные субпродукты
процесса окислительного фосфорилирования и
других процессов, легко обнаруживаемые в хло-
ропластах, митохондриях и пероксисомах [35].

Разумеется, в организме существуют механиз-
мы и системы, призванные контролировать дан-
ный процесс, учитывая его потенциальную опас-
ность [36]. Но в ряде случаев данная сбалансиро-
ванная система способна давать серьезные сбои,
не справляясь с избыточной продукцией АФК
[37]. Полагают, что эти соединения легко вступа-
ют в химические реакции с ДНК, белками и ли-
пидами, нарушая их структуру и функциональ-
ность [38]. Но в то же время образование АФК за-
пускает механизмы, направленные на их
ликвидацию, такие как увеличение биосинтеза
антиоксидантных ферментов SOD, CAT, PER и др.
Подобные тезисы подтверждены и данными на-
стоящего исследования, где был обнаружен рост
активности САТ в ответ на введение в среду кад-
мия.

Одним из важнейших энзимов, входящих в
число высокомолекулярных антиоксидантов, яв-
ляется супероксиддисмутаза [39]. Химизм ката-
лизируемого ею процесса заключается в обезвре-
живании супероксид-радикала О2

- путем перево-
да его в пероксид водорода (который потом может
быть превращен в воду и кислород посредством
другого важного фермента – каталазы) и молеку-
лярный кислород. Примечательно, что оксида-
тивный статус клетки разнится в ее компартмен-
тах, поэтому повышенная продукция АФК вызы-
вает активацию не одного, а нескольких генов,
ответственных за синтез нескольких изозимов
SOD, работающих в специфических компартмен-
тах клетки [40]. Впервые это теоретическое пред-
положение, актуальное как для растительных, так
и для животных клеток, было экспериментально
подтверждено на кукурузе [41, 42]. В нашем ис-
следовании были получены аналогичные данные,

−
2 *O

показывающие, что изоформа SODI имеет связь с
чувствительностью к действию ТМ. Вероятно,
данный изозим имеет бóльшую активность в де-
токсикации свободных радикалов, что и пред-
определило его ассоциируемость с более уязви-
мыми к действию техногенного стресса сортами
ячменя. Хотя, надо заметить, что это наблюдение
не является абсолютным, и в предшествующей
работе со свинцом этот изомер SOD не удалось
увязать с устойчивостью к стрессу [9].

Существуют работы, постулирующие связь
высокого уровня генетического полиморфизма с
устойчивостью к стрессу [43]. В частности, одним
из примеров такого полиморфизма становится
как раз возникновение редких изомеров SOD и
других антиоксидантных ферментов. Частота и
разнообразие подобных изозимов напрямую свя-
зана с уровнем полиморфизма. Наша работа
вполне согласуется с такими утверждениями, де-
монстрируя наличие у контрастных по устойчи-
вости сортов ячменя довольно высоких уровней
биохимического полиморфизма.

Есть основания полагать, что возникновение
редких аллелей антиоксидантных ферментов свя-
зано с особенностями формирования сортов, у
которых они обнаруживаются. Возможно, усло-
вия среды, в которых были выведены эти сорта,
предполагали достаточно высокую стрессовую
нагрузку, что и предопределило эволюционное
закрепление таких аллельных вариантов, как не-
обходимых для приспособления к неблагоприят-
ным по какому-то фактору условиям. При этом
стоит отметить, что соотношение факторов среды
могло варьировать, что и объясняет неоднознач-
ную реакцию изоферментов на различные ТМ.
Подобную ситуацию можно наблюдать, напри-
мер, в случае повышенной засоленности почв
или в условиях произрастания вблизи с место-
рождениями полиметаллических руд, где содер-
жание каждого элемента (в %) в составе минера-
лов способно заметно различаться.

Известно, что антиоксидантные системы орга-
низма не являются специфичными, а способны
аналогичным образом реагировать на разные не-
благоприятные факторы среды [44–46]. Это об-
соятельство предопределяет сложность ответа на
стресс и различия в таковом по отношению, на-
пример, к действию 2-х металлов. О различиях в
ответе культурных растений на действие токсиче-
ских элементов, содержащихся в почве (на приме-
ре As), сообщают в [47]. В соответствии с представ-
лениями о движущем отборе в подобной ситуации
изозимные варианты, имеющие повышенную
способность к обезвреживанию АФК, имеют все
шансы сохраниться в ряду поколений. Не стоит
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упускать из внимания и те особенности, которые
могут быть предопределены хозяйственно цен-
ными признаками сорта, сформированными в
ходе искусственного отбора. Например, высокое
содержание липидов в семенах создает повышен-
ный риск свободнорадикального окисления этих
метаболитов, что в конечном итоге ведет к необ-
ходимости ликвидации этих нежелательных со-
единений.

Одним из путей решения данной проблемы
становится возникновение новых, более эффек-
тивных изозимов антиоксидантных ферментов.
Потенциальная возможность сохранения таких
аллельных вариантов в генетическом коде расте-
ния была показана в работе [48], посвященной
особенностями транскрипции гена, отвечающего
за изоформу Mn-SOD. При наличии в среде оби-
тания растения ионов ртути экспрессия отвечаю-
щего за этот изозим гена заметно повышалась,
при этом росла и активность соответствующего
изофермента. Аналогичные данные, свидетель-
ствующие о преимуществах высокополиморф-
ных образцов в стрессовых условиях, получены и
для других ТМ, например, кобальта [43]. Эти све-
дения показали неоднозначность и сложность
механизмов стрессоустойчивости живых систем,
способность антиоксидантных ферментов реаги-
ровать на различные факторы среды. Например,
отмечено сходство в ответе растений на действие
не только химических, но и физических факто-
ров, таких как ионизирующее излучение [49].

При всей важности SOD для жизнедеятельно-
сти клеток сам по себе этот фермент не может
полностью защитить растение от окислительного
стресса. Причина этого кроется в том, что про-
дукт его работы – Н2О2 тоже представляет опас-
ность, потому для обеспечения нормального
функционирования организма необходимо под-
держивать его концентрацию на низком уровне
[50]. Кроме того, пероксиды способны образовы-
ваться вследствие воздействия на организм ядо-
витых веществ (в том числе ТМ) и патогенов. Не-
которые исследователи [50] для пероксида водо-
рода отмечали закономерности, сходные с
рассмотренными выше: у чувствительных к
стрессовым воздействиям сортов сельскохозяй-
ственных культур выявлены более высокие уров-
ни содержания этого вещества, чем у устойчивых.
Однако не стоит считать, что Н2О2 играет чисто
негативную роль в функционировании живых си-
стем. Напротив, известно [51], что молекулы пе-
роксида водорода могут выполнять сигнальную
функцию, запуская механизмы ответа на негатив-
ное воздействие извне. К таковым можно отнести
восстановление поврежденной клеточной стенки

[52], связывание вредных ионов и окисление па-
тогенов (например, вирусные частицы и бакте-
рии могут “сжигаться” пероксидом водорода)
[53], продукцию специальных белков, ответ-
ственных за подавление патогенов и фитоалекси-
нов [54, 55].

Все эти сведения проясняют причины сделан-
ного нами наблюдения, что CAT, имея в случае с
интактными проростками настолько низкую ак-
тивность, что ее зачастую не удавалось обнаружить,
при наличии в среде Cd2+ уверенно выявлялась
практически всегда. Это объясняется повышенным
образованием пероксидов под воздействием токси-
канта. В нашем предшествующем исследовании
[9] отмечена связь редкой изоформы PER с устой-
чивостью к Pb2+, что тоже позволяет полагать, что
этот изозим более эффективен в ликвидации пе-
роксидов. Впрочем, в случае с кадмием сходных
закономерностей подтвердить не удалось, но это
свидетельствует не об их принципиальном отсут-
ствии в данном случае, а скорее – о сложном ха-
рактере ответа на стресс. Адаптация к негатив-
ным факторам среды – комплексный процесс, в
который вовлекаются различные не только высо-
комолекулярные, но и низкомолекулярные анти-
окислители.

Не стоит недооценивать и значение фермен-
тов, прямо не вовлеченных в ответ на стрессовые
воздействия. Будучи ответственными за различ-
ные важные метаболические процессы, они тоже
тем или иным образом реагируют на изменения
во внутренней и окружающей среде. Например,
GDH играет значимую роль в азотном обмене, яв-
ляясь катализатором процесса восстановитель-
ного аминирования 2-оксоглутарата до глутамата
и обратного ему процесса окислительного дез-
аминирования [56] при участии в качестве кофер-
мента восстановленной и окисленной форм
NAD. Важность этого процесса для жизнедея-
тельности растений заключается в том, что таким
образом происходит включение минерального
азота в обмен веществ. Если прямая реакция ис-
пользуется для построения всех азотистых соеди-
нений, то обратная, напротив, служит для разру-
шения старых органических соединений и высво-
бождения азота.

Подобно рассмотренным выше энзимам, GDH
также присуща множественность изоформ, в ра-
ботах [57, 58] указано, что данный фермент имеет
2 изоформы, отличающиеся по молекулярной
массе. Вероятно, речь идет как раз о тех изозимах,
которые были выявлены в настоящей и предше-
ствующей наших работах. Каждая из этих изо-
форм отвечает преимущественно за один из про-
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тивоположно направленных процессов обмена
азота, и их соотношение определяет баланс этих
реакций. Изменения окружающей среды способ-
ны сместить это равновесие в любую сторону.
Способствуя накоплению в тканях широкого
диапазона азотсодержащих веществ, GDH может
быть опосредованно вовлечена в ответ на стрес-
совые воздействия среды. Об этом свидетельству-
ют работы [59–61], где содержание биологически
активных веществ и развитие биомассы увязыва-
ли с устойчивостью к действию токсикантов и со-
общали, что, добившись роста этих показателей
(путем генетической модификации), можно уси-
лить и стрессоустойчивость.

В настоящем исследовании отмечали наличие
главным образом 2-х изоформ GDH, хотя в редких
случаях это число увеличивалось до 4-х (в работе
со свинцом было только 2 изоформы). При этом
если в случае свинца аллель GDHII ассоциирова-
лась с устойчивостью к ТМ, то в случае с кадмием
наблюдали обратную картину, хотя аллель
GDHIII все же значимо чаще встречается у устой-
чивых сортов. Можно предположить, что этот
наиболее легкий изофермент главным образом
катализирует реакцию аминирования, что опре-
деляет бóльшую активность анаболизма у имею-
щих его сортов, а как следствие – их устойчи-
вость к стрессу. Более тяжелый и гораздо чаще
встречающийся аллель GDHII, видимо, не столь
избирателен. Потому в разных случаях способен
встречаться и у устойчивых, и у чувствительных
сортов.

Индивидуальные особенности сортов, вероят-
но, способны отразиться и на том, как именно
поведет себя изозим в данном случае. Все это еще
раз подтверждает, что ответ организма на стресс
является комплексным процессом, способным
заметно видоизменяться при модификации
внешнего воздействия. Надо полагать, что такая
ситуация имеет важный смысл с точки зрения
эволюции, делая организм более пластичным,
позволяя ему быстрее и эффективнее приспосаб-
ливаться к разным условиям среды. Это предпо-
ложение подтверждается данными работы [62],
свидетельствующими о том, что более легкая изо-
форма GDH (из 2-х) чаще встречается у тех линий
сосны, которые чувствительны к воздушному за-
грязнению. Применительно к ячменю наличие у
него такой пластичности на уровне ферментных
систем дало данной культуре возможность занять
свое место в сельском хозяйстве – одной из ос-
новных сельскохозяйственных культур, возделы-
ваемых по всему миру в самых разнообразных
условиях.

По некоторым данным [63], определенные
изоформы GDH, отвечающие за дезаминирова-

ние, способны активироваться не только NH , но
и катионами типа Ме+, Me2+ (например, двухза-
рядными ионами Pb2+, Cd2+), при этом интенсив-
ность реакции может быть даже больше, чем в
случае иона аммония.

Таким образом, постоянное наличие ионов
металлов в питательном субстрате способно
предопределить соотношение соответствующих
изоформ GDH у культур, возделываемых длитель-
ное время в таких условиях. В конечном счете эти
обстоятельства могут привести к тому, что сфор-
мировавшиеся в итоге сорта могут показывать по-
вышенную устойчивость или чувствительность к
избытку металлов. Примечательно, что указан-
ные реакции должны обнаруживаться даже у ин-
тактных растений. Подобная информация спо-
собна пролить свет на вопрос о причинах связи
наличия легких изоформ GDH с устойчивостью к
техногенному стрессу.

Сходную ситуацию наблюдают и с другими
метаболическими ферментами. Например, фило-
генетические исследования выявили 2 или 3 алле-
ля ADH (а в некоторых случаях больше 3-х) у дву-
дольных и однодольных растений [64]. При этом
на примере кукурузы обнаружено, что у тех или
иных сортов и линий растения уровень активно-
сти гена, кодирующего аллель ADHI, неодинаков.
Помимо того, экспрессия генов, кодирующих
изоформы ADHI и ADHII, разнится в зависимости
от тканей растения. Выявлено, что усиление экс-
прессии ADH наблюдается в ответ на средовой
стресс, такой как гипоксия, дегидратация, низкие
температуры. Рост экспрессии этого фермента
также связан с накоплением абсцизовой кисло-
ты, что связанно с адаптацией к стрессу [64].

В нашем исследовании у устойчивых к дей-
ствию кадмия сортов ячменя отмечали наличие
редких аллелей ADH. На основании приведенных
выше сведений можно предполагать, что эти изо-
формы способствуют более эффективному со-
противлению стрессу.

Доказано существование несколько изоформ
и у MDH [65]. При этом фермент в эукариотиче-
ских клетках главным образом представлен
2-мя изозимами. Первый из них находится в мат-
риксе митохондрий, где MDH является ключевым
энзимом в цикле трикарбоновых кислот, катали-
зируя реакцию окисления малата. Помимо этого,
фермент принимает участие в превращении гли-
цина в серин и переносе СО2 для его дальнейшей
фиксации в хлоропластах. Другая изоформа
встречается в цитоплазме, катализируя реакцию
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обратимого превращения малата и аспартат [65,
66]. В ходе этого процесса происходит перенос
малата через митохондриальную мембрану для
дальнейшего превращения в оксалоацетат, кото-
рый вовлекается в иные клеточные процессы.

Помимо этого, MDH обнаруживается в микро-
тельцах клеток (глиоксисомы и пероксисомы),
хлоропластах [65]. Почти все эти формы MDH в
качестве кофактора используют NAD, кроме той,
что находится в хлоропласте – у нее кофактором
является NADP. В хлоропластах фермент участ-
вует в С3- и С4-путях фотосинтеза, а именно в
превращении малата в оксалоацетат, таким обра-
зом контролируя поступление и выведение этих
метаболитов из органелл.

Во всех клеточных компартментах выявляется
целый ряд изоформ этого фермента [65, 66]. Из-
вестно [67], что наличие во внутренней среде рас-
тения ТМ оказывает угнетающее воздействие на
активность ферментов циклов Кальвина и Креб-
са, в том числе и на MDH. В нашем исследовании
мы выявили 2 изозима этого фермента, один из
которых с большей вероятностью встречается у
устойчивых, а другой – у чувствительных сортов
ячменя. Такие результаты связаны с многообра-
зием функций MDH. Вероятно, одни изоформы
MDH имеются у устойчивых сортов, обеспечивая
им лучшее сопротивление к негативному воздей-
ствию среды. В то время как другие, напротив,
довольно чувствительны к токсическому стрессу,
и их ингибирование ионами ТМ сразу же ведет к
разбалансировке физиологических процессов и
угнетению растения.

ВЫВОДЫ

На основании полученных в ходе настоящего
исследования результатов можно заключить, что
полиморфизм устойчивости ярового двурядного
ячменя к действию кадмия связан с особенностя-
ми ферментной системы растительного организ-
ма. Были идентифицированы редкие аллели су-
пероксиддисмутазы, глутаматдегидрогеназы, ал-
когольдегидрогеназы и малатдегидрогеназы, с
большей вероятностью встречающиеся у устой-
чивых или чувствительных к кадмию сортов. Этот
полиморфизм обнаруживается на интактных
проростках, а внесение в среду поллютанта не вы-
являет значимых отличий от контрольного вари-
анта, хотя этот вопрос, вероятно, требует отдель-
ного и более подробного исследования. На это
также указывает тот факт, что CAT, почти не ак-
тивную у интактных проростков, уверенно иден-
тифицировали при наличии в среде кадмия, хотя

и не удалось выявить различий в частотах встре-
чаемости ее изоформ между группами контраст-
ных сортов.

Спектр факультативных изозимов не совпадал
с полученным ранее для свинца, что свидетель-
ствовало о сложности и неоднозначности ответа
растительного организма на техногенный стресс
на биохимическом уровне. Изозим SODI оказался
ассоциированным с чувствительностью к дей-
ствию кадмия (в случае свинца не удалось вы-
явить статистически значимых связей с устойчи-
востью), аллель GDHII также чаще встречался у
чувствительных сортов (обратная ситуация по
сравнению со свинцом), в то время как GDHIII
был связан с устойчивостью к кадмию (при ис-
следовании полиморфизма по устойчивости к
свинцу не обнаруживался). Также с большей ве-
роятностью у устойчивых сортов встречались
изоформы ADHI и MDHII, а MDHI – у чувстви-
тельных. Выявленные изомеры указанных фер-
ментов можно рассматривать как биохимические
маркеры устойчивости или чувствительности из-
бранных сортов к действию кадмия.

Учитывая различия в данных устойчивости к
2-м тяжелым металлам, полученные результаты
не могут рассматриваться как абсолютные. В це-
лом, общие закономерности ответа на токсиче-
ское действие ТМ воспроизводятся для всех ме-
таллов, но существуют и заметные различия. Ве-
роятно, требуется проведение аналогичных
исследований с другими тяжелыми металлами, а
возможно, и иными сельскохозяйственными
культурами. Полученные данные имеют важное
фундаментальное значение для понимания при-
чин и механизмов формирования стрессоустой-
чивости живых систем.

Потенциально накопленные сведения могут
быть полезны и в прикладном плане для нужд
сельскохозяйственного производства на загряз-
ненных ТМ территориях, однако в силу указан-
ных выше причин давать конкретные практиче-
ские рекомендации было бы преждевременно.
Следует продолжать лабораторные исследования
в целях выявления таких изозимов, которые под-
твердили бы свой статус как маркеров устойчиво-
сти или чувствительности для целого диапазона
тяжелых металлов, и только после этого можно
было бы переходить к проведению вегетацион-
ных и полевых экспериментов. Подобный подход
позволяет подготовить исходный материал для
нужд селекционной работы, имеющей цель выве-
дение устойчивых к воздействию техногенных
стрессоров сортов основных сельскохозяйствен-
ных культур.
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Analysis of the Spring Barley (Hordeum vulgare L.) Isoenzyme Polymorphism 
Connection with Its Tolerance to the Cadmium Influence

A. V. Dikareva,#, V. G. Dikareva, and N. S. Dikarevaa

aRussian Institute of Radiology and Agroecology
Kiev highway 109 km, Kaluga region, Obninsk 249032, Russia

#E-mail: ar.djuna@yandex.ru

In was the laboratory experiment carried on with the spring barley variants, which shown a contrasting reac-
tions to the cadmium influence. The topic of this work was a searching of the connection of the barley variants
response to the toxic stress with the isoenzyme polymorphism of some ferments, which are determined a
plants tolerance to the environmental stress. It was taken 14 spring barley variants with the different geograph-
ic origin (7 – tolerant to Cd2+ and 7 – sensitive) for this task. Such variants were selected on the base of the
morphometric criteria in our previous work. The seeds of these variants were germinated and then a protein
extracts were prepared from the seedlings. The extracts were separated by electrophoresis in the polyacrila-
mide gel. The gel blocks after this process were stained for discovering of the enzyme activity zones. The list
of the ferments used was follows: superoxidedismutase, peroxidase, glutamatedehydrohenase, alcoholdehy-
drohenase, malatedehydrohenase, glutationedehydrohenase, glucose-6-phosphatedehydrohenase, catalase.
The frequencies of all enzyme activity zones were counted, and thus such frequencies were compared for the
groups of the Cd2+ tolerant and sensitive barley variants. Consequently, it was discovered the specific alleles,
which are found in the tolerant or sensitive variants with the much probability. Therefore, some conclusion
can be stated: the reaction of the selected barley variant to the Cd2+ influence is connected with some specific
isozyme variants. The data, collected in this work, can be used for forecasting of the tolerance of the selected
barley variants to the Cd2+.

Key words: spring barley, cadmium, environmental stress tolerance, tolerant and sensitive barley variants,
electrophoresis, isoenzyme analysis.
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