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В условиях контролируемой среды изучали динамику активности двух ключевых антиоксидантных
ферментов – супероксиддисмутазы (СОД) и пероксидазы (ПО) и экспрессию кодирующих их генов
(HvSOD1 и HvPRX07) при температуре 22 и 4°С у растений ячменя, растущих при оптимальном (2
мкМ) содержании цинка в корнеобитаемой среде и его дефиците (0 мкМ). Установлено, что при
22°С дефицит цинка не приводит к усилению интенсивности перекисного окисления липидов
(ПОЛ) в корнях и листьях ячменя, что соотносится с увеличением количества транскриптов изучен-
ных генов и повышением активности СОД и ПО. В условиях гипторемии дефицит металла вызывал
усиление окислительных процессов в корнях проростков, что связано с отсутствием увеличения ак-
тивности антиоксидантных ферментов, несмотря на повышение экспрессии генов. При этом в ли-
стьях усиления окислительных процессов не происходит. Защита клеток листа от окислительного
стресса в условиях совместного действия дефицита цинка и низкой температуры может быть связа-
на с усилением активности других (неферментных) компонентов антиоксидантной системы.
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К настоящему времени накоплен большой объ-
ем экспериментальных данных, характеризующих
реакцию растений на различные виды стрессовых
воздействий. Как установлено, одной из главных
причин отрицательного влияния любого стрессо-
ра на растения является развитие в его клетках и
тканях окислительного стресса, возникающего в
результате резкого увеличения количества актив-
ных форм кислорода (АФК). Небольшое количе-
ство АФК, образующееся в норме в хлоропластах,
митохондриях и пероксисомах обычно быстро
устраняется благодаря работе антиоксидантной
системы. В условиях стресса баланс между обра-
зованием и нейтрализацией АФК нарушается,
приводя к их накоплению в клетках. И хотя мно-
гие АФК выполняют роль сигнальных молекул,
активизирующих защитные системы организма,
их чрезмерное накопление представляет серьез-
ную опасность, вызывая окисление липидов,
протеинов и нуклеиновых кислот и, как след-
ствие, серьезные нарушения клеточного метабо-
лизма (Apel, Hirt, 2004; Gill, Tuteja, 2010).

Цинк является одним из наиболее важных для
растений микроэлементов, поскольку выполняет
большое число разнообразных функций в расти-
тельной клетке (Broadley, 2007; Sinclair, Krämer,
2012). Вследствие этого, его недостаток в окружа-
ющей среде и растениях ведет к серьезным нару-
шениям в протекании основных физиологиче-
ских процессов и снижению продуктивности
(Казнина, Титов, 2019). Как показывают исследо-
вания, во многом это обусловлено развитием в
клетках окислительного стресса, который может
быть вызван целым рядом причин. В частности,
дефицит цинка способствует усилению образова-
ния свободных радикалов в реакциях, протекаю-
щих с участием ионов железа, так как эти металлы
конкурируют за места связывания в молекулах
белков и фосфолипидов (Cakmak, 2000; Zago,
Oteiza, 2001). Кроме того, цинк необходим для
нормального функционирования ряда фермен-
тов, участвующих в антиоксидантной защите, и
при дефиците металла их активность заметно
снижается. Например, он входит в состав Cu/Zn
супероксиддисмутазы (Cu/Zn СОД), которая яв-
ляется ключевым антиоксидантным ферментом,
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обеспечивающим нейтрализацию супероксид ра-
дикала (Broadley, 2007), а также маннозы-6-фос-
фат-изомеразы, участвующей в метаболизме ас-
корбата – важнейшего низкомолекулярного ан-
тиоксиданта клеток (Höller et al., 2014). Помимо
этого, недостаток металла усиливает НАДФН-
оксидазную генерацию супероксида, что было
обнаружено, например, у бобов (Pinton et al.,
1994). Наконец, нельзя не отметить участие цинка в
регуляции экспрессии генов, в том числе участву-
ющих в антиоксидантном ответе, который осу-
ществляется у растений с участием транскрипци-
онных факторов, имеющих домен “цинковые
пальцы” (Alloway, 2008)

Учитывая важную роль цинка в поддержании
окислительно-восстановительного баланса клет-
ки, высказано предположение, что его дефицит
может отрицательно сказываться на способности
растений противостоять другим стресс-факто-
рам, таким, как например, засуха, низкая темпе-
ратура, загрязнение поллютантами, вследствие
усиления окислительных процессов в клетках
(Cakmak, 2000). Однако такого рода эксперимен-
тальных данных крайне мало. Учитывая это, на-
ми проведено сравнительное изучение влияния
дефицита цинка на динамику активности двух
ключевых антиоксидантных ферментов – су-
пероксиддисмутазы (СОД) и пероксидазы (ПО),
и экспрессию кодирующих их генов у растений
ячменя, находящихся в оптимальных темпера-
турных условиях и подвергнутых действию низ-
кой положительной температуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на растениях ярово-

го ячменя (Hordeum vulgare L.) сорта Нур, которые
выращивали в климатической камере при темпера-
туре воздуха 22°С, его относительной влажности
60%, ФАР 100 мкмоль/м2·с и 14-часовом фотопери-
оде. При этом одну часть растений выращивали на
питательном растворе Хогланда–Арнона (1/2 кон-
центрации) в который добавляли сульфат цинка в
оптимальной концентрации (2 мкМ) (вариант Zn
2 мкМ + 22°С), а другую на таком же растворе, но
без добавления соли цинка (вариант Zn 0 мкМ +
+ 22°С). Спустя 7 сут часть проростков обоих ва-
риантов переносили в камеру с температурой 4°С
(варианты Zn 2 мкМ + 4°С и Zn 0 мкМ + 4°С),
другие растения оставляли в прежних условиях.
Температура 4°С, выбранная на основе предвари-
тельных опытов, находится в пределах субповре-
ждающих значений для данного сорта ячменя.
Анализ растений проводили до начала низкотем-
пературного воздействия (исходный уровень) и
спустя 1, 3 и 7 сут действия низкой температуры.

Интенсивность перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) в корнях и листьях растений оценивали
по содержанию малонового диальдегида (МДА),

которое определяли с использованием реакцион-
ной среды, содержащей 0.25%-ный раствор тио-
барбитуровой кислоты в 10%-ной трихлоруксус-
ной кислоте (Heath, Packer, 1968). Растительный
материал гомогенизировали в реакционной сре-
де. Гомогенат выдерживали на водяной бане при
95°С в течение 30 мин, быстро охлаждали и цен-
трифугировали 10 мин при 10000 g. Оптическую
плотность супернатанта измеряли с использова-
нием спектрофотометра СФ-2000 (“Спектр”,
Россия) при 532 и 600 нм. Для расчета содержания
МДА (мкмоль/г сырой массы) использовали ко-
эффициент экстинкции, равный 155 мМ–1 см–1.

Накопление транскриптов генов анализирова-
ли методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени (ПЦР-РВ). Листья и
корни растирали в жидком азоте. Тотальную РНК
выделяли с помощью набора ExtractRNA (“Син-
тол”). Количество и качество тотальной РНК
проверяли спектрофотометрически на приборе
SmartSpec Plus (“Bio Rad”, США) по соотношению
длин волн 260/280 и с помощью электрофореза в
1%-ном агарозном геле. Для удаления остатков ДНК
препарат РНК обрабатывали ДНКазой (“Синтол”).
кДНК синтезировали, используя набор для обрат-
ной транскрипции с М-MLV обратной транскрип-
тазой и случайными (random) гексапраймерами
(“Евроген”, Россия) (табл. 1). В качестве рефе-
ренсного гена использовали актин. Количество и
качество синтезированой кДНК проверяли спек-
трофотометрически на приборе SmartSpec Plus
(“Bio Rad”). Амплификацию образцов проводили
в приборе iCycler с оптической приставкой iQ5
(“Bio Rad”), используя наборы для амплифика-
ции с интеркалирующим красителем SYBR Green
(“Евроген”). Специфичность продуктов амплифи-
кации проверяли плавлением ПЦР фрагментов.
Эффективность ПЦР, оцениваемая по стандартной
кривой, достигала 98%. Уровень транскриптов ге-
нов вычисляли по формуле 2–ΔΔСт и выражали в от-
носительных единицах (Livak et al., 2001).

Для определения активности СОД (КФ
1.15.1.1.) и ПО (КФ 1.11.1.7.) листья гомогенизирова-
ли в 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.8). Гомогенат
центрифугировали при 15000 g в течение 20 мин
при 4°С. Супернатант использовали для опреде-
ления содержания белка и активности ферментов
спектрофотометрическим методом, как описано
нами ранее (Казнина и др., 2016). Об активности
СОД судили по способности ингибировать фото-
химическое восстановление нитросинего тетра-
золия. Активность ПО определяли, используя в
качестве субстрата гваякол. Активность фермен-
тов рассчитывали на мг белка. Общее содержание
белка определяли по методу Бредфорда (Bradford,
1971), используя в качестве стандарта бычий сы-
вороточный альбумин.
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Биологическая повторность при изучении
биохимических показателей была 2–3 кратная.
Каждая из них содержала растительный матери-
ал, собранный с 3–4 растений. Аналитическая
повторность 3–4 кратная. Весь опыт повторяли
дважды. На рисунках и в таблицах представлены
средние значения и их стандартные ошибки. Анализ
данных проводили с использованием пакета анали-
за данных Microsoft Exel. О достоверности различий
судили по критерию Стьюдента при р < 0.05.

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования
ФИЦ “Карельский научный центр Российской
академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование показало, что у растений ячменя,
растущих в оптимальных температурных условиях,
дефицит цинка не вызывает увеличения интенсив-
ности ПОЛ в корнях и листьях, наоборот, содержа-
ние МДА в варианте Zn 0 мкМ + 22°C на протяже-

нии всего опыта было ниже, чем в варианте Zn
2 мкМ + 22°C (табл. 2). В условиях гипотермии
как при оптимальной концентрации цинка (ва-
риант Zn 2 мкМ + 4°C), так и при его дефиците
(вариант Zn 0 мкМ + 4°C) в листьях содержание
МДА также практически не менялось, тогда как в
корнях спустя 3-е и 7-о сут наблюдалось заметное
его увеличение (по сравнению с исходным уров-
нем).

Нами также обнаружено, что при температуре
22°С, независимо от содержания цинка в корне-
обитаемой среде, количество транскриптов гена
HvSOD1 в корнях и листьях ячменя увеличива-
лось, достигая максимальных значений к концу
опыта (рис. 1а, 1б). Однако при дефиците металла
(вариант Zn 0 мкМ + 22°C) количество мРНК
этого гена было заметно ниже, чем при его опти-
мальном содержании (вариант Zn 2 мкМ + 22°C).
В оптимальных условиях минерального питания
в органах ячменя возрастало (по отношению к ис-
ходному уровню) и количество мРНК гена
HvPRX07 (рис. 2). При дефиците микроэлемента в

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени

Ген Праймер Последовательность праймера
5' → 3'

Номер
доступа в базе
данных NCBI

HvActin
Прямой ATGTTTTTTTCCAGACG

HVU21907
Обратный ATCCAAGCCAACCCAAGT

HvSOD1
Прямой CCTGCCCTTTCCACTCG

HM537232
Обратный TGTCGTAGGACCGTCATCG

HvPRX07
Прямой TCCACCCTCATCTCCTCCTT

AJ003141
Обратный ACGGCTTGAACGGTCCTC

Таблица 2. Влияние дефицита цинка на содержание малонового диальдегида (мкмоль/г сырой массы) в корнях
и листьях ячменя при оптимальной (22°С) и низкой (4°С) температуре

Примечание. Здесь и в табл. 3 и 4 различные буквы обозначают достоверные различия при р < 0.05.

Вариант Исходный уровень
Экспозиция, сут

1 3 7

Корень
2 мкМ Zn + 22°C 2.53 ± 0.11cd 2.32 ± 0.02d 2.04 ± 0.04ef 2.25 ± 0.01d
0 мкМ Zn + 22°C 2.51 ± 0.04c 1.93 ± 0.06ef 2.29 ± 0.16de 1.90 ± 0.02f
2 мкМ Zn + 4°C 2.53 ± 0.11cd 2.19 ± 0.08de 2.97 ± 0.04b 3.64 ± 0.18a
0 мкМ Zn + 4°C 2.51 ± 0.04c 2.32 ± 0.02d 2.63 ± 0.05c 3.68 ± 0.07a

Лист
2 мкМ Zn + 22°C 2.17 ± 0.10bc 2.16 ± 0.02b 2.24 ± 0.04b 2.61 ± 0.07a
0 мкМ Zn + 22°C 1.83 ± 0.07c 1.95 ± 0.10bc 1.90 ± 0.06bc 2.30 ± 0.06b
2 мкМ Zn + 4°C 2.17 ± 0.10bc 2.49 ± 0.18ab 2.72 ± 0.10a 2.74 ± 0.12a
0 мкМ Zn + 4°C 1.83 ± 0.07c 2.31 ± 0.16ab 2.21 ± 0.18bc 2.43 ± 0.12ab
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корнях уровень транскриптов этого гена резко
увеличивался через 1 сут после начала измерений,
однако к концу опыта снижался до исходных зна-
чений. В листьях же он уменьшался и до заверше-
ния опыта оставался довольно низким, причем
существенно ниже, чем при оптимальном содер-
жании микроэлемента.

При действии на растения низкой температу-
ры в корнях независимо от уровня цинка в корне-
обитаемой среде уже спустя 1 сут наблюдалось
увеличение (по отношению к исходному уровню)
количества транскриптов изученных нами генов
(рис. 1, 2). И в дальнейшем оно продолжало уве-
личиваться, достигая максимума для HvSOD1 че-
рез 3 сут, для HvPRX07 – через 7 сут. Тем не менее,
в целом, в условиях гипотермии число матриц ге-
на HvSOD1 в корнях к завершению опыта было
гораздо ниже, чем в вариантах опыта с температу-

рой 22°С, тогда как гена HvPRX07 – существенно
выше.

В отличие от корней, в листьях при воздей-
ствии на растения 4°С характер изменений экс-
прессии указанных генов зависел от содержания
цинка в среде. В частности, в оптимальных услови-
ях минерального питания экспрессия гена HvSOD1
возрастала при увеличении экспозиции и к концу
опыта превышала его почти в 7 раз (рис. 1), при
этом количество транскриптов гена HvPRX07 до-
стоверно не изменялось (рис. 2). При дефиците
цинка после некоторого увеличения количества
мРНК гена HvSOD1 через 1 сут низкотемператур-
ного воздействия, уже спустя 3 сут содержание
транскриптов обоих генов заметно уменьшалось
по сравнению с исходным уровнем и к заверше-
нию опыта оказалось существенно ниже, чем при
оптимальном содержании микроэлемента.

Рис. 1. Влияние дефицита цинка на количество транскриптов гена HvSOD1 в корнях (а) и листьях (б) ячменя при оп-
тимальной (22°С) и низкой (4°С) температуре. 1 – исходный уровень, 2, 3, 4 – через 1, 3 и 7 сут соответственно.
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В результате исследования было также выяв-

лено, что в условиях действия оптимальной тем-

пературы дефицит цинка приводит к снижению

активности антиоксидантных ферментов. В част-

ности, спустя 7 сут роста растений в условиях не-

достатка этого микроэлемента (исходный уро-

вень) активность СОД (табл. 3) и ПО (табл. 4) как

в корнях, так и в листьях ячменя была ниже, чем

при оптимальном содержании металла. В даль-

нейшем, несмотря на то, что активность обоих

ферментов увеличивалась, к завершению опыта

она оказалась значимо ниже, чем при оптималь-

ном содержании металла (табл. 3, 4). При воздей-

ствии на растения низкой температуры как в

условиях дефицита цинка, так и при его опти-

мальном содержании в корнях увеличения актив-

ности СОД и ПО не происходило. Активность

обоих ферментов в течение всего опыта остава-

лась на уровне близком к исходному или даже су-

щественно уменьшалась. При этом в листьях ак-
тивность СОД и ПО в обоих вариантах опыта (Zn
2 мкМ + 4°C и Zn 0 мкМ + 4°C) после некоторого
снижения через 1 сут действия низкой температу-
ры, на 3-и сутки восстанавливалась до исходных
значений, а уже через 7 сут заметно их превосхо-
дила. В целом, в листьях в условиях дефицита
цинка и гипотермии увеличение активности СОД
было менее выраженным, чем при его оптималь-
ном содержании в среде, тогда как активность
ПО, наоборот, возрастала сильнее при недостатке
микроэлемента.

ОБСУЖДЕНИЕ

Недостаток цинка, который зафиксирован в
отношении 30–50% почв мира (Hacisalihoglu, Ko-
chian, 2003), оказывает отрицательное воздействие
на многие физиологические процессы у растений

Рис. 2. Влияние дефицита цинка на количество транскриптов гена HvPRX07 в корнях (а) и листьях (б) ячменя при оп-
тимальной (22°С) и низкой (4°С) температуре. 1 – исходный уровень, 2, 3, 4 – через 1, 3 и 7 сут соответственно.
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и приводит к значительному снижению их продук-

тивности (Sinclair, Krämer, 2012; Казнина, Титов,

2019). Одной из главных причин этого является

развитие в клетках окислительного стресса, вы-

званного накоплением избыточного количества

свободных радикалов кислорода (Cakmak, 2000;

Hacisalihoglu, Kochian, 2003; Höller et al., 2014; Tew-

ari et al., 2019). При этом показано, что нарушение

окислительно-восстановительного баланса кле-

ток при дефиците цинка во многом связано с

уменьшением активности СОД (Cakmak, 2000;

Broadley, 2007). Как известно, цинк входит в со-

став активного центра Cu/ZnСОД – одной из

изоформ фермента, функционирующей в боль-

шинстве компартментов клетки и катализирую-

щей реакцию дисмутации супероксид радикала с

образованием перекиси водорода и кислорода.

Снижение активности Cu/ZnСОД при недостат-

ке цинка было обнаружено у ржи, пшеницы (Cak-

mak et al., 1997; Hacisalihoglu et al., 2003), кукурузы

(Wang, Jin, 2007) и сорго (Li et al., 2013) и сопро-

вождалось усилением ПОЛ, что говорит о разви-

тии в клетках окислительного стресса. Кроме то-

го, показано, что уменьшение активности СОД,

вызванное недостатком этого микроэлемента,

может негативно влиять и на активность других

антиоксидантных ферментов, например, катала-

зы, которая чувствительна к избытку суперокси-

да. Вместе с тем, в литературе имеются данные и

о повышении в условиях дефицита цинка актив-

ности некоторых ферментных компонентов ан-

тиоксидантной системы, что обнаружено у сор-

тов (генотипов) ржи, пшеницы (Cakmak et al.,
1997), гороха (Pandey et al., 2012), риса (Rose et al.,
2012) и кукурузы (Tewari et al., 2019). Как правило,

это соответствует более высокой устойчивости

растений к данному виду стрессового воздей-

ствия.

Таблица 3. Влияние дефицита цинка на общую активность супероксиддисмутазы (усл. ед. активности/ мг белка)
в корнях и листьях ячменя при оптимальной (22°С) и низкой (4°С) температуре

Вариант Исходный уровень
Экспозиция, сут

1 3 7

Корень

2 мкМ Zn +22°C 18.97 ± 1.14с 14.11 ± 2.40сd 14.45 ± 1.42cd 48.45 ± 1.09a

0 мкМ Zn +22°C 11.60 ± 0.15d 10.09 ± .48d 17.33 ± 2.02cd 30.02 ± 0.75b

2 мкМ Zn + 4°C 18.97 ± 1.14c 20.99 ± 1.80c 10.30 ± 1.39d 12.87 ± 0.84d

0 мкМ Zn + 4°C 11.60 ± 0.15d 13.13 ± 0.59d 10.97 ± 0.76d 10.91 ± 1.05d

Лист

2 мкМ Zn +22°C 2.95 ± 0.38cd 2.70 ± 0.37cd 2.81 ± 0.17cd 5.93 ± 0.26a

0 мкМ Zn +22°C 2.00 ± 0.37d 2.61 ± 0.29cd 2.78 ± 0.38cd 5.19 ± 0.46ab

2 мкМ Zn + 4°C 2.95 ± 0.38cd 1.65 ± 0.31d 2.47 ± 0.55cd 4.81 ± 0.23b

0 мкМ Zn + 4°C 2.00 ± 0.37d 1.23 ± 0.52d 2.06 ± 0.53cd 3.53 ± 0.24c

Таблица 4. Влияние дефицита цинка на активность гваяколзависимой пероксидазы (усл. ед. активности/мг белка) в
корнях и листьях ячменя при оптимальной (22°С) и низкой (4°С) температуре

Вариант Исходный уровень
Экспозиция, сут

1 3 7

Корень

2 мкМ Zn + 22°C 19.31 ± 1.03bc 17.10 ± 0.53cd 15.17 ± 0.58de 23.10 ± 0.45ab

0 мкМ Zn + 22°C 12.64 ± 0.55ef 15.07 ± 1.01de 24.87 ± 0.76a 20.87 ± 0.69b

2 мкМ Zn + 4°C 19.31 ± 1.03bc 19.54 ± 0.16b 13.67 ± 0.06e 9.52 ± 0.28g

0 мкМ Zn + 4°C 12.64 ± 0.55ef 17.52 ± 0.43c 15.96 ± 0.46cd 10.80 ± 0.23f

Лист

2 мкМ Zn + 22°C 0.46 ± 0.02e 0.63 ± 0.02c 0.66 ± 0.03c 1.96 ± 0.04a

0 мкМ Zn + 22°C 0.34 ± 0.03f 0.45 ± 0.02e 0.52 ± 0.01de 1.29 ± 0.01b

2 мкМ Zn + 4°C 0.46 ± 0.02e 0.32 ± 0.02f 0.37 ± 0.06ef 0.59 ± 0.02cd

0 мкМ Zn + 4°C 0.34 ± 0.03f 0.41 ± 0.01e 0.53 ± 0.04cd 0.65 ± 0.02c
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Одним из путей регуляции активности анти-
оксидантных ферментов в стрессовых условиях
является изменение экспрессии кодирующих их
генов (Gill, Tuteja, 2010). Известно, например, что
регуляция количества транскриптов генов, коди-
рующих Cu/ZnСОД, может осуществляться как
на транскрипционном, так и на постранскрипци-
онном уровнях с участием микроРНК, в частно-
сти miR398 и miR528 (Li et al., 2013). Однако сведе-
ний об изменении содержания транскриптов ге-
нов, участвующих в антиоксидантном ответе в
условиях стресса, вызванного дефицитом цинка,
относительно немного, и все они получены при
выращивании растений в оптимальных темпера-
турных условиях.

В наших опытах в условиях дефицита цинка
была изучена реакция антиоксидантной системы
ячменя не только при оптимальной, но и при низ-
кой температуре. При этом были проведены на-
блюдения за изменением активности СОД и ПО,
как ключевых антиоксидантных ферментов, а
также за изменением количества транскриптов
двух генов: HvSOD1 и HvPRX07.

Нами впервые изучена реакция антиоксидант-
ной системы ячменя на дефицит цинка не только
при оптимальной, но и при низкой температуре.
При этом прослежена динамика активности двух
ключевых антиоксидантных ферментов – СОД и
ПО, а также количества транскриптов двух генов:
SOD1, кодирующего у ячменя одну из изоформ
Cu/ZnСОД, участвующую в ответе на абиотиче-
ский и биотический стрессы (Abu-Romman, Shat-
nawi, 2011), и гена PRX07, изменение экспрессии
которого у ячменя ранее было выявлено только в
ответ на биотический стресс и поранение (Kris-
tensen et al., 1999). Результаты наших исследова-
ний показали, что в условиях дефицита цинка
при 22°С в органах ячменя не происходит интен-
сификации ПОЛ, что говорит о сохранении про-
антиоксиданого равновесия в клетках. При этом
и в корнях, и в листьях растений зафиксировано
постепенное увеличение количества транскрип-
тов гена HvSOD1 и повышение общей активности
СОД. Причем в листьях к концу воздействия ак-
тивность фермента почти достигала уровня, ха-
рактерного для растений, находившихся в опти-
мальных условиях минерального питания. Ана-
логичный эффект ранее был выявлен у растений
сорго (Li et al., 2013), что, по мнению авторов,
способствовало поддержанию у них нормального
уровня ПОЛ. Однако в этих же опытах в корнях
растений дефицит цинка вызывал усиление ПОЛ,
которое наблюдалось на фоне снижения экспрес-
сии гена CSD1, кодирующего цитоплазматиче-
скую изоформу Cu/Zn СОД, и уменьшения ак-
тивности соответствующего фермента. В наших
опытах у ячменя активность СОД в корнях при
дефиците цинка также была заметно ниже, чем
при его оптимальной концентрации во внешней

среде. Однако, очевидно, благодаря усилению
экспрессии гена HvSOD1 она достигала уровня,
достаточного для сохранения интенсивности
ПОЛ на низком уровне.

Как известно, для сохранения баланса АФК в
клетках важное значение имеет согласованность
в изменении активности СОД и ферментов,
участвующих в детоксикации перекиси водорода. В
наших опытах в оптимальных условиях минераль-
ного питания экспрессия гена HvPRX07 и актив-
ность ПО в корнях и листьях ячменя увеличивались
в процессе роста растений, тогда как в условиях де-
фицита металла динамика содержания транскрип-
тов этого гена в подземных и в надземных органах
носила разнонаправленный характер, а именно –
транзиторное увеличение в корнях и значитель-
ное снижение в листьях. Активность же ПО в ор-
ганах растений росла, достигая максимальных
значений к концу опыта. Полученные нами ре-
зультаты в целом согласуются с данными литера-
туры. Так, Zeng et al. (Zeng et al., 2019) на растени-
ях сои показали, что в условиях дефицита цинка
уровень экспрессии генов ряда изоформ ПО в ор-
ганах может меняться как в сторону усиления, так
и ослабления. Авторы считают, что разнонаправ-
ленные изменения экспрессии генов PRX связа-
ны с тем, что роль разных изоформ этого фермен-
та, изменяется в процессе адаптации растений к
дефициту цинка. Возрастание же пероксидазной
активности при дефиците цинка ранее наблюда-
ли в корнях и листьях у растений капусты (Hajibo-
land, Amirazad, 2010) и чая (Mukhopadhyay et al.,
2013). Показано также, что у более устойчивых к
дефициту микроэлемента сортов кукурузы (Tew-
ari et al., 2019), гороха (Pandey et al., 2012), риса
(Rose et al., 2012) активность ПО, а также других
ферментов, участвующих в нейтрализации пере-
киси, поддерживалась на более высоком уровне,
чем у неустойчивых. Повышение активности ПО
на фоне уменьшения экспрессии PRX генов может
объясняться увеличением содержания в клетках пе-
рекиси водорода – субстрата ПО – вследствие акти-
визации СОД. Помимо этого, учитывая, что ПО
кодируются большим количеством генов (Wang
et al., 2015), снижение активности одного из них
может компенсироваться усилением экспрессии
других.

Низкая температура также вызывает в клетках
окислительный стресс, и холодоустойчивость
растений во многом зависит от активности анти-
оксидантных ферментов в условиях гипотермии
(Радюк и др., 2009; Колупаев и др., 2015; Синьке-
вич и др., 2016 и др.). Отметим, что такого рода
данные получены в основном при изучении кле-
ток листьев растений. Сведений о том, что в это
время происходит в клетках корня, крайне мало.
Хотя некоторые авторы и указывают на существо-
вание заметных различий в ответе на охлаждение
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со стороны антиоксидантной системы подзем-
ных и надземных органов (Полесская и др., 2004).

Наши исследования показали, что в условиях

гипотермии в корнях растений ячменя, независи-

мо от содержания цинка в корнеобитаемой среде,

экспрессия генов HvSOD1 и HvPRX07 усиливает-

ся с увеличением экспозиции, причем в большей

степени гена HvPRX07. Повышения же активно-

сти СОД и ПО при этом не происходит, а интенсив-

ность ПОЛ возрастает, свидетельствуя о развитии

окислительного стресса. Поскольку накопление

продуктов ПОЛ наблюдалось как при дефиците

цинка, так и при его оптимальной концентрации,

причем практически в равной мере, можно заклю-

чить, что усиление окислительных процессов

явилось следствием воздействия именно низкой

температуры, и могло быть связано с высокой

чувствительностью к ней изоформ этих фермен-

тов, функционирующих в клетках корня.

В листьях, в отличие от корней, увеличения

интенсивности ПОЛ при действии температуры

4°С в обоих вариантах опыта (при оптимальном и

низком содержании цинка) не происходило, но в

экспрессии генов и активности ферментов были

выявлены заметные различия, обусловленные со-

держанием микроэлемента в корнеобитаемой сре-

де. В частности, в оптимальных условиях уже спустя

сутки низкотемпературного воздействия количе-

ство транскриптов генов HvSOD1 и HvPRX07 увели-

чивалось и сохранялось на высоком уровне в те-

чение всего периода действия низкой температу-

ры. В условиях дефицита цинка уровень мРНК

этих генов, наоборот, значительно снижался с

увеличением экспозиции, что наиболее отчетли-

во наблюдалось спустя 7 сут. При этом актив-

ность СОД и ПО при дефиците цинка в среде хотя

и несколько увеличивалась, но оставалась суще-

ственно ниже, чем при оптимальном содержании

металла. Можно предположить, что обнаружен-

ное нами в варианте Zn 0 мкМ + 4°C уменьшение

количества транскриптов гена HvSOD1 и относи-

тельно низкая активность СОД в листьях, является

адаптивной реакцией, необходимой для поддер-

жания активности фотосинтетического аппарата,

и, по крайней мере отчасти, обусловлена внутри-

клеточным “перераспределением” ионов цинка

с целью поддержания активности другого цинк-

содержащего фермента – карбоангидразы, кото-

рый участвует в фиксации СО2 и влияет на работу

РУБИСКО (Руденко и др., 2015). Это предполо-

жение согласуется с данными, показывающими,

что при восстановлении снабжения этим микро-

элементом растений, длительное время находив-

шихся в условиях его дефицита, в первую очередь

восстанавливается активность именно карбоан-

гидразы, что, по мнению авторов, говорит о нали-

чии некоего “приоритета” этого фермента над

СОД в использовании цинка (Li et al., 2013). От-

сутствие же признаков развития окислительного

стресса в листьях ячменя при гипотермии и дефици-

те металла, может объясняться усилением участия в

защите клеток других антиоксидантов, способ-

ных нейтрализовать супероксид радикалы, на-

пример, аскорбиновой кислоты (Радюк и др.,

2009), а также повышением содержания протек-

торных соединений, таких как сахара и пролин

(Колупаев и др., 2015).

Таким образом, на основании полученных

данных и анализа литературы можно заключить,

что дефицит цинка в оптимальных температур-

ных условиях не приводит к усилению окисли-

тельного стресса в клетках корня и листа расте-

ний ячменя, что соотносится с увеличением ко-

личества транскриптов гена HvSOD1 и HvPRX07 и

повышением активности ферментов СОД и ПО.

В условиях гипотермии дефицит цинка также вы-

зывает усиление экспрессии генов HvSOD1 и

HvPRX07 в корнях проростков, однако актив-

ность ферментов при этом не увеличивается, что

приводит к усилению интенсивности ПОЛ и раз-

витию окислительного стресса. При этом в ли-

стьях усиления окислительных процессов не про-

исходит, несмотря на то, что количество мРНК

обоих генов уменьшается с увеличением времени

низкотемпературного воздействия, а активность

ферментов, хотя и повышается, но в гораздо

меньшей степени, чем при оптимальном содер-

жании цинка в среде. Предполагается, что защита

клеток листа от окислительного стресса в услови-

ях совместного действия дефицита цинка и низ-

кой температуры связана с усилением активности

других (неферментных) компонентов антиокси-

дантной системы.

Финансовое обеспечение исследований осу-

ществлялось из средств федерального бюджета на

выполнение государственного задания КарНЦ

РАН (тема 0218-2019-0074).
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КАЗНИНА и др.

Effect of Zinc Deficiency on Gene Expression and Activity of Antioxidant Enzyms
in Barley Plants at Optimal and Low Temperature

N. M. Kaznina1, #, Yu. V. Batova1, N. S. Repkina1, and A. F. Titov1

1Institute of Biology of Karelian Research Center, Russian Academy of Sciences,
Pushkinskaya st. 11, Petrozavodsk, Karelia, 185910 Russia

#e-mail: kaznina@krc.karelia.ru

In a controlled environment in barley plants, the dynamics of the activity of two key antioxidant enzymes,
superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (PO), and the expression of their encoding genes (HvSOD1 and
HvPRX07) were studied at different temperatures (22°C and 4°C). It was found that at 22°C zinc deficiency
does not lead to increase in an intensity of lipid peroxidation (LPO) in the roots and leaves of barley, which
correlates with an increase of the genes transcripts level and the SOD and PO activity. Under conditions of
hypotremia, zinc deficiency caused an gain of oxidative processes in the seedlings roots, which is associated
with the absence of an increase in the activity of antioxidant enzymes, despite a rise in gene expression. At the
same time, no intensification of oxidative processes occurs in the leaves. The protection of leaf cells from ox-
idative stress under the combined action of zinc deficiency and low temperature may be associated with an
increase in the activity of other (non-enzymatic) components of the antioxidant system.

Keywords: barley (Hordeum vulgare L.), superoxide dismutase, peroxidase, genes, zinc deficiency, low tem-
perature
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