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Изменение климата на планете  

характеризуется усилением засушливости 

 в регионах, где традиционно возделывается 

виноград, который является одной  

из важнейших сельскохозяйственных  

культур в мире. Вегетация винограда  

проходит при высоких температурах,  

почвенной и атмосферной засухе.  

В таких условиях на растения влияет  

сочетание абиотических и биотических 

стрессов, вызывая защитные реакции,  

уникальные для каждой комбинации  

стрессовых факторов. Цель исследований – 

изучение изменения активности  

антиоксидантных ферментов винограда  
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Climate change on the planet  

is characterized by increased aridity  

in the regions where grapes  

are traditionally cultivated, the grapes  

is one of the most important crop  

in the world. Grapes vegetation takes  

a place at high temperatures, soil  

and atmospheric drought. Under  

such conditions, the plants are affected  

by a combination of abiotic and biotic 

stresses, causing the defensive reactions 

that are unique to each combination  

of stress factors. The aim of the research 

is to study the changes in the activity  

of antioxidant enzymes of various grape 
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различных сортов при воздействии  

осмотического и высокотемпературного 

стрессового воздействия. Объектами  

исследования являлись листья различных 

сортов винограда, подверженные влиянию 

моделируемой засухи и высокой  

температуры. Для моделирования засухи 

листья подсушивали в течение 2 часов  

при комнатной температуре.  

Для моделирования высокотемпературного 

стресса листья винограда в стаканах  

с дистиллированной водой выдерживали  

в термостате 2 часа при температуре +50 ºС. 

Различные изоформы фермента обладают 

разной активностью при изменении условий 

среды, поэтому образование изоферментов 

 с отличающейся молекулярной массой  

может служить свидетельством адаптивной 

реакции растений на стресс. Установлено, 

что для большинства изучаемых сортов  

винограда кратковременное воздействие 

стресса приводило к уменьшению числа 

изоформ пероксидазы, снижению  

активности супероксиддисмутазы,  

фенолоксиляющей пероксидазы.  

Активность аскорбат-пероксидазы  

изменялась меньше, чем активность двух 

других ферментов. Содержание МДА,  

косвенно характеризующее развитие  

вторичного окислительного стресса,  

выраженно повышалось у всей изучаемой 

группы сортов. Такая реакция растений  

может быть связана с активацией  

сигнальных каскадов в растениях,  

требующей повышения уровня вторичного 

окислительного стресса, для дальнейшего 

формирования защитной реакции.  

Проведенными нами исследованиями  

показано, что различные сорта винограда 

чувствительны к разным типам стрессового 

воздействия. Данные исследования будут 

продолжены в направлении изучения  

реакций виноградных растений при более 

длительном времени воздействия указанных 

стрессовых факторов.  
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СТРЕСС, ВТОРИЧНЫЙ СТРЕСС, 
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varieties under the influence  

of osmotic and high-temperature  

stresses. The objects of study  

were the leaves of different grape  

varieties, under the influence  

of simulated drought and high  

temperature. To simulate  

a drought, the leaves were dried  

for 2 hours at room temperature.  

To simulate the high-temperature stress, 

the grape leaves in the glasses  

with distilled water were kept  

n a thermostat for 2 hours  

at a temperature of +50 ºС. Different 

 enzyme isoforms have different activity 

when the environmental conditions 

change, so the formation of several  

isoenzymes with differtnt molecular 

weights may show the adaptive response 

of plants to stress. It is found  

that for the most of the studied grape  

varieties, short-term exposure to stress 

led to decrease in the number  

of peroxidase isoforms, and decrease  

in the activity of superoxide dismutase 

and a phenolic oxidizing peroxidase.  

The activity of ascorbate peroxidase 

changed less than the activity  

of the other two enzymes. The content  

of MDA, which indirectly characterizes 

the development of secondary oxidative 

stress, was markedly increased  

in all studied grape varieties.  

This reaction may be associated  

with the activation of signaling cascades 

in the grape plants, which requires  

an increase in the level of secondary  

oxidative stress, for the further formation 

of protective reaction. Our study have 

shown that different grape varieties  

are sensitive to different types of stress. 

These research will continue to study  

the reactions of grape plants  

at a longer exposure time of studied  

stress factors. 
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Введение. Растения могут поддерживать рост и развитие, улавливая 

изменения в окружающей среде и активно реагируя через механизмы, рабо-

тающие на молекулярном, клеточном и физиологическом уровнях [1]. Каж-

дый стрессовый фактор приводит к специфической ответной реакции.  

Общей реакцией виноградных растений на абиотический и биотиче-

ский стресс является формирование вторичного окислительного стресса за 

счет образования активных форм кислорода (АФК), главным образом супе-

роксидного радикала и перекиси водорода. АФК с одной стороны обеспечи-

вают передачу стрессового сигнала и активацию каскадов защитных реакций 

[2], но, с другой стороны, могут приводить к повреждению макромолекул, 

нарушению функционирования клеток и гибели целого организма, поэтому 

контроль образования и утилизации АФК является жизненно важным для 

растений, у которых антиоксидантный гомеостаз меняется в течение цикла 

их развития. Антиоксидантный гомеостаз поддерживается в листьях, обес-

печивая баланс между фотосинтезом и дыханием, устойчивость винограда к 

экстремальным условиям [3]. 

Изменение климата на планете характеризуется усилением засушли-

вости в регионах, где традиционно возделывается виноград, который явля-

ется одной из важнейших селськохозяйственных культур в мире [4]. Веге-

тация винограда проходит при высоких температурах, почвенной и атмо-

сферной засухе [5]. В таких условиях на растения влияет сочетание абиоти-

ческих и биотических стрессов, вызывая защитные реакции, уникальные 

для каждой комбинации стрессовых факторов.  

Антиокидантную систему растений составляют: аскорбиновая кислота 

и ее производные, глутатион, каротиноиды, антиоксидантные ферменты, та-

кие как супероксиддисмутаза, каталаза, пероксидазы, глутатионредуктаза и 

пероксиредоксины [6]. При абиотическом стрессе существенно возрастает 

экспрессия генов антиокисдантных ферментов [7, 8].  
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Большое значение имеют антиоксидантные свойства фенольных со-

единений, в большом количестве содержащихся в органах и тканях вино-

града [9, 10]. Антиоксидантная система обеспечивает очистку растений от 

АФК, образующихся в избытке в условиях стресса и приводящих к повре-

ждению липидов, белков и ДНК [11]. В то же время, АФК взаимодействуют 

с регуляторными молекулами-мишенями, которые активируют сигнальные 

каскады, приводящие либо к запрограммированной гибели клеток, либо к 

акклиматизации [12]. 

Ключевыми ферментами антиоксидантной системы являются ката-

лаза, пероксидазы, суперокиддисмутазы. Супероксиддисмутаза преобра-

зует супероксидный радикал в перекись водорода, которая затем может фер-

ментативно разлагаться каталазой или восстанавливаться пероксидазой за 

счет окисления разнообразных субстратов, в том числе фенольных соедине-

ний, аскорбиновой кислоты, глутатиона и др. [13-15]. 

Цель исследований – изучение изменения активности антиоксидант-

ных ферментов винограда различных сортов при воздействии высушивания 

и высокотемпературного стресса. 

 

Объекты и методы исследований. В проводимых нами исследова-

ниях объектами являлись листья различных сортов винограда, подвержен-

ные стрессовому влиянию моделируемой засухи и высокой температуры. 

Для моделирования засухи листья исследуемых растений подсуши-

вали в течение 2 часов при комнатной температуре.  

Для моделирования высокотемпературного стресса листья винограда 

помещали черешками в стаканы с дистиллированной водой и выдерживали 

в термостате 2 часа при температуре +50 ºС. Контрольные и опытные листья 

растирали в жидком азоте и хранили их также в жидком азоте в сосудах 

Дьюара до проведения анализов. 
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Содержание малонового диальдегида определяли по реакции с тиоб-

арбитуровой кислотой (ТБК). 100 мг растительного материала гомогенизи-

ровали в 1,5 мл 20 % трихлоруксусной кислоты, центрифугировали при 

10000 g в течение 15 мин при 4 ºC. К отобранным 0,3 мл супернатанта до-

бавляли 1,2 мл 0,5 % тиобарбитуровой кислоты в 20 % трихлоруксусной 

кислоте. Реакционную смесь инкубировали 30 мин при 95 ºC, охлаждали, 

центрифугировали 15 мин при 10000 g. Оптическую плотность суперна-

танта определяли при 532 нм и 600 нм. В качестве контроля использовали 

раствор тиобарбитуровой кислоты в трихлоруксусной кислоте [16].  

Экстракция белка. 200 мг растительного материала растирали в жид-

ком азоте. Экстракцию растворимых белков проводили 0,066 М K/Na-фос-

фатным буфером pH 7,8, содержащим 1 мМ дитиотриитола (DTT), 0,5 мМ 

фенилметилсулфонилфторида (PMSF) в DMSO (диметилсульфоксид),  

1-3 мг поливинилпирролидона (ПВП). 

Определение активности супероксиддисмутазы (СОД). Ферментный 

препарат, полученный после экстракции белков из образцов использовали 

для определения СОД. Реакционная смесь объёмом 2 мл содержала 40 мкл 

ферментного препарата; 40 мМ Трис-HCl буфера, pН 7,8; 10мМ L-метио-

нина; 54 мкМ нитросинего тетразоля; 0,025 % Тритон X-100 и 3 мкМ рибо-

флавина. Реакцию проводили при освещении люминесцентными лампами 

модели F36W/54 в течение 30 мин. В качестве контроля использовали реак-

ционную смесь без ферментного препарата. Оптическую плотность рас-

твора измеряли при 560 нм на спектрофотометре UNICO 2800 UV/VIS [16]. 

Определение активности каталазы. Реакционная смесь объёмом 2 мл 

содержала 0,05 M K/Na- фосфатного буфера, pH 7,8; 30 мкл супернатанта. 

Непосредственно перед измерением в реакционную смесь добавляли  
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0,1 мл 0,1 М пероксида водорода. Динамику изменения оптической плотно-

сти регистрировали на спектрофотометре в течение 2 мин при длине волны 

240 нм. Показания снимали каждые 2 с. В качестве контроля нами был ис-

пользован исходный буфер. 

Определение активности пероксидазы проводили по Бояркину с мо-

дификациями. Реакционная смесь содержала 0,98 мл 0,2 М Na-ацетатного 

буфера, 20 µл экстракта, 0,5 мл 0,25 % раствора уксуснокислого бензидина. 

Смесь помещали в кювету спектрофотометра. Измерение проводили при 

длине волны 590 нм в течение 2 минут. Реакцию запускали введением  

500 µл 0,3 % перекиси водорода [17]. 

Определение изоформ пероксидазы. Для разделения белков использо-

вали стандартную процедуру электрофореза в нативном полиакриламидном 

геле (ПААГ), 12 %. После электрофореза гели окрашивали с помощью спе-

циальных растворов для визуализации ферментов. Для обнаружения перок-

сидазы гель выдерживали в 0,5 % уксусной кислоте в течение 15 минут, за-

тем на 15 минут заливали 50 мл 0,5 % уксусной кислоты, содержащей  

125 мг бензидина. После этого гель промывали 0,5 % уксусной кислотой и 

заливали 0,1 % раствором перекиси водорода. После проявления синих по-

лос гель сканировали [18]. 

 

Обсуждение результатов. Активность супероксиддисмутазы в ли-

стьях различных сортов винограда при разнотипных воздействиях снижа-

лась, что может быть связано с ингибированием активности фермента при 

достаточно кратковременном двухчасовом стрессовом воздействии (рис. 1). 

Содержание МДА, косвенно характеризующее развитие вторичного 

окислительного стресса [16], выраженно повышается у всей изучаемой группы 

сортов. Наиболее значительное повышение содержания МДА у сортов вино-

града Красностоп АЗОС, Кристалл и Зариф вызывает выдерживание листьев 

при высокой стрессовой температуре, а для сортов Достойный, Восторг и 
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Алиготе – подсушивание. Таким образом, различные сорта винограда прояв-

ляют чувствительность к разным типам стрессового воздействия (рис. 2). 

 

 

Рис. 1. Активность супероксиддисмутазы в листьях винограда 

 

 

 

Рис. 2. Содержание малонового диальдегида в листьях винограда 

 

Активность бензидинокисляющей пероксидазы в листьях винограда 

находилась на низком уровне, исключение составлял сорт Кристалл. Для 

большинства сортов характерно снижение активности пероксидазы при 

кратковременных стрессовых воздействиях, что согласуется с изменением 

содержания МДА в листьях винограда (рис. 3). 
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Рис. 3. Активность пероксидазы в листьях винограда 

Аскорбат-пероксидаза – один из ключевых ферментов аскорбат-глу-

татионового цикла, обеспечивающего защиту растения от активных форм 

кислорода [19]. В нашем эксперименте было выявлено снижение активно-

сти аскорбат-пероксидазы при подсушивании и нагревании листьев вино-

града. Наиболее высокая активность этого фермента в листьях отмечена у 

сорта Кристалл. У всех изучаемых нами сортов винограда активность аскор-

бат-пероксидазы снижалась при двух типах воздействия, однако данные из-

менения были менее существенны, чем изменения активности супероксид-

дисмутазы. Для сортов Достойный и Алиготе характерно наименьшее сни-

жение активности этого фермента (рис. 4).  

 

 
 

Рис. 4. Активность аскорбатпероксидазы в листьях винограда 
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Различные изоформы фермента обладают разной активностью при из-

менении условия среды, поэтому образование нескольких форм фермента или 

появление изоферментов с отличающейся молекулярной массой может слу-

жить свидетельством адаптивной реакции растений на стресс [20-21]. Для 

большинства изучаемых сортов винограда кратковременное воздействие 

стресса приводило к уменьшению числа изоформ пероксидазы. Исключение 

составили Восторг и Алиготе, у которых подсушивание провоцировало обра-

зование 1 и 2 дополнительных изоформ пероксидазы соотвественно, а у сорта 

Восторг такая реакция прослеживалась и при прогревании (табл., рис. 5). 
 

Количество изоформ пероксидазы в листьях винограда  

при различных типах стрессового воздействия 
 

Сорт Контроль Подсушивание Прогревание 

Достойный 3 3 1 

Красностоп АЗОС 2 2 1 

Кристалл 8 7 5 

Восторг 2 3 4 

Алиготе 1 3 1 

Зариф 1 1 1 
 

 

  

М-маркер молекулярного веса; 1-Достойный; 2-Красностоп АЗОС; 3-Кристалл;  

4-Восторг; 5-Алиготе; 6-Зариф;7-Достойный подсушивание; 8-Красностоп АЗОС под-

сушивание; 9-Кристалл подсушивание; 10-Восторг подсушивание; 11-Алиготе подсу-

шивание; 12-Зариф подсушивание; 13-Достойный прогревание; 14-Красностоп АЗОС 

прогревание; 15-Кристалл прогревание; 16-Восторг прогревание; 17-Алиготе прогре-

вание; 18-Зариф прогревание. 

Рис. 5. Изоформы пероксидазы в листьях винограда 
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Выводы. Проведённые исследования показали, что для большинства 

изучаемых сортов винограда характерно снижение активности антиокси-

дантных ферментов супероксиддисмутазы и пероксидазы, уменьшение 

числа изоформ пероксидазы, повышение содержания малонового диальде-

гида при кратковременном двухчасовом воздействии подсушивания и вы-

сокотемпературного стресса. Такая реакция растений может быть связана с 

активацией сигнальных каскадов в растениях, требующей повышения 

уровня вторичного окислительного стресса для дальнейшего формирования 

защитной реакции. Исследования будут продолжены в направлении изуче-

ния реакций виноградных растений при более длительном времени воздей-

ствия данных типов стрессовых факторов. 
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