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Изучали влияние кратковременных теплового (одноминутный прогрев при 42°С) и 

осмотического (погружение в 1 М раствор сахарозы на 10 мин с последующим переносом в 

дистиллированную воду на 20 мин) воздействий на генерацию активных форм кислорода 

(АФК) корнями этиолированных проростков пшеницы (Triticum aestivum L.) и формирование 

перекрестной устойчивости проростков к гипертермии и осмотическому шоку. 

Кратковременные тепловое и осмотическое воздействия вызывали транзиторное уменьшение 

генерации корнями супероксидного анион-радикала и увеличение в них содержания пероксида 

водорода. Такой эффект, наблюдавшийся в течение 1-2 ч после указанных воздействий, 

совпадал во времени со снижением устойчивости проростков к нагреву и осмотическому 

шоку, после чего показатели генерации О2
•–

 и содержания H2O2 приближались к уровню 

контроля, а устойчивость проростков к обоим стрессорам возрастала. Воздействие экзогенного 

пероксида водорода также вызывало повышение тепло- и осмоустойчивости проростков 

пшеницы, которое наблюдалось после лаг-периода. Предполагается, что пероксид водорода 

является одним из необходимых компонентов клеточного сигналинга, обеспечивающего 

формирование перекрестной устойчивости растений к гипертермии и осмотическому шоку.  

Ключевые слова: Triticum aestivum L., гипертермия, осмотический шок, кросс-

толерантность, активные формы кислорода, пероксид водорода  

1
Вопрос о механизмах кросс-толерант-

ности растений привлекает внимание фитофи-

зиологов уже несколько десятилетий (Кузнецов 

и др., 1990). Терминами «кросс-толерант-

ность», «перекрестная устойчивость» опреде-

ляют эффект повышения резистентности орга-

низма к определенному стресс-фактору предва-

рительным умеренным воздействием стрессора 

иной природы. Для объяснения этого явления 

предложен ряд молекулярных механизмов. Так, 

известно, что синтез стрессовых белков (в осо-

бенности с шаперонными функциями) может 

быть полезен для защиты клеток при повреж-
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дающих воздействиях различной природы 

(Wang et al., 2004; Su, Li, 2008). Активация ан-

тиоксидантной системы также важна для адап-

тации к различным стрессорам, поскольку оки-

слительные повреждения проявляются при дей-

ствии самых разных неблагоприятных факто-

ров (Dat et al., 2000; Scandalios, 2005). Иными 

словами, в специфическом действии стрессоров 

различной природы, как правило, присутствует 

неспецифическая составляющая. Она во мно-

гом обусловливает и наличие неспецифических 

(универсальных) защитных реакций, которые 

функционируют в комплексе со специфически-

ми адаптивными механизмами (Соловьян, 

1990).  

В то же время выяснение механизмов пе-

редачи стрессовых сигналов в генетический 

аппарат растительной клетки несколько транс-
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формировало представления и о физиологиче-

ской роли неспецифических (стрессовых) реак-

ций. В последнее время эти реакции рассмат-

риваются как составляющая механизмов пере-

дачи сигнала о неблагоприятном воздействии в 

геном. Известно, что ранние реакции на стрес-

соры сопровождаются увеличением содержа-

ния в клетках «стрессовых» гормонов (напри-

мер, абсцизовой и жасмоновой кислот) (Abdala 

et al., 2003; Desikan et al., 2004; Yoshikawa et al., 

2007) и различных сигнальных посредников – 

ионов кальция, активных форм кислорода 

(АФК), оксида азота, цАМФ и пр. (Neill et al., 

2002; Колупаєв, 2009). Изменение содержания 

одной из стабильных АФК – пероксида водоро-

да – зарегистрировано на начальных этапах 

воздействия на растения низких и высоких 

температур. Так, показано транзиторное увели-

чение содержания Н2О2 в проростках кукурузы 

в первые часы после воздействия пониженной 

температуры (Prasad et al., 1994; Пиотровский и 

др., 2011). Повышение содержания АФК в про-

ростках сосны, пшеницы и в изолированных 

семядолях огурца было выявлено после кратко-

временного воздействия высоких закаливаю-

щих температур. Оно оказалось необходимым 

для инициации развития теплоустойчивости 

растений (Карпець, Колупаєв, 2008). В то же 

время причастность АФК к процессам форми-

рования устойчивости растений к двум стресс-

факторам одновременно специально не иссле-

довалась.  

Целью работы явилось изучение участия 

АФК в формировании тепло- и осмоустойчиво-

сти проростков пшеницы после кратковремен-

ного действия на них гипертермии и осмотиче-

ского шока.  

МЕТОДИКА  

Исследования проводили на этиолиро-

ванных проростках мягкой озимой пшеницы 

(Triticum aestivum L.) сорта Элегия, выращен-

ных на очищенной и прокипяченной водопро-

водной воде при температуре 20°С. Четырехсу-

точные проростки подвергали закаливающим 

воздействиям – высокотемпературному (одно-

минутный прогрев в водном термостате при 

температуре 42,0±0,1°С) и осмотическому (по-

гружение целых проростков в 1 М раствор са-

харозы на 10 мин с последующим переносом в 

дистиллированную воду на 20 мин). Указанные 

температура и концентрация осмотика были 

выбраны на основании предварительных опы-

тов.  

В отдельной серии опытов исследовали 

влияние экзогенного пероксида водорода на 

устойчивость проростков к гипертермии и ос-

мотическому шоку. Для этого проростки обра-

батывали 100 мМ раствором пероксида водоро-

да в течение 1 ч (Карпец и др., 2009).  

Через определенные промежутки време-

ни после закаливающих воздействий либо об-

работки проростков пероксидом водорода их 

подвергали потенциально летальным воздей-

ствиям – тепловому (прогрев в водном термо-

стате при температуре 45,5±0,1°С в течение 10 

мин) или осмотическому (погружение целых 

проростков в 1 М раствор сахарозы на 2 ч с по-

следующим переносом на дистиллированную 

воду на 1 ч). Контролями служили проростки, 

погруженные на соответствующее время (10 

мин или 3 ч) в очищенную водопроводную во-

ду. Следует отметить, погружение в воду (в т.ч. 

на 3 ч) незначительно сказывалось на дальней-

шем росте проростков, их линейные размеры 

лишь на 10-15% отличались от размеров про-

ростков, не подвергавшихся такой процедуре. 

Через 4 сут после воздействия повреждающих 

нагрева или осмотического шока оценивали от-

носительное количество выживших пророст-

ков.  

Ранее было показано, что в ответ на зака-

ливающие и стрессовые температурные и осмо-

тические воздействия изменения содержания 

пероксида водорода в корнях этиолированных 

проростков пшеницы были значительно более 

существенными, чем в побегах (Колупаєв та ін., 

2007; Карпець, Колупаєв, 2008). В связи с этим 

в настоящей работе анализировали образование 

АФК в корнях проростков.  

Генерацию супероксидного анион-

радикала (О2
•–

) корнями интактных проростков 

оценивали по восстановлению нитротетразолия 

синего (Шорнинг и др., 2000). От проростков 

предварительно отделяли эндосперм и тща-

тельно промывали их дистиллированной водой. 

По четыре проростка помещали корнями в про-

бирки с 10 мл 0,1 М фосфатного буфера (рН 

7,6), содержащего 0,05% нитротетразолия сине-

го, 10 мкМ ЭДТА, 0,1% тритона Х-100 на 1 ч, 

после чего определяли оптическую плотность 

инкубационного раствора при λ=530 нм. В 

каждой пробе определяли длину всех корней и 

рассчитывали генерацию супероксида в услов-

ных единицах на 1 см длины корней.  

Содержание пероксида водорода опреде-

ляли ферротиоцианатным методом, экстраги-
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руя его из растертых на холоде образцов 5%-

ной ТХУ (Sagisaka, 1976).  

Биохимические анализы проводили в че-

тырехкратной биологической повторности. При 

определении выживания проростков после 

нагрева каждая из трех повторностей состояла 

из 30 проростков. Эксперименты воспроизво-

дили независимо не менее 3 раз. На рисунках 

приведены результаты типичных опытов и их 

стандартные отклонения.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Теплоустойчивость контрольных про-

ростков, которые не подвергались закаливаю-

щим воздействиям, за время наблюдений суще-

ственно не изменялась (рис. 1А, В). Через 0,5-1 

ч после одноминутного воздействия темпера-

туры 42,0°С (закаливающий нагрев) отмечалось 

снижение теплоустойчивости проростков, по-

сле чего происходило постепенное ее повыше-

ние (рис. 1А). Максимальная теплоустойчи-

вость наблюдалась через 24 ч после закалива-

ющего нагрева, через 48 ч эффект закаливания 

немного уменьшался.  

Устойчивость проростков контрольного 

варианта к осмотическому шоку достоверно 

уменьшалась к 24 ч наблюдений и затем немно-

го увеличивалась к 48 ч (рис. 1Б, Г). Через 0,5-1 

ч после осмотического воздействия (погруже-

ния проростков в 1 М раствор сахарозы на 10 

мин с последующим переносом в дистиллиро-

ванную воду на 20 мин) происходило снижение 

их осмоустойчивости, затем резистентность 

проростков заметно повышалась, достигая мак-

симума через 4-6 ч (рис. 1Б). К 24-48 ч наблю-

дений устойчивость проростков, подвергнутых 

предварительному осмотическому воздей-

ствию, заметно уменьшалась.  

Кратковременное осмотическое воздей-

ствие вызывало транзиторное снижение тепло-

        

1 

2 

0 2 4 6 8 24 48

30

40

50

60

б
%

0 2 4 6 8 24 48

40

50

60

70

A
%

0 2 4 6 8 24 48

30

40

50

60

B
%

0 2 4 6 8 24 48

30

40

50

60

Г
%

Б 

Время, ч Время, ч 

Г 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

 

Время, ч Время, ч 
 

Рис. 1. Динамика устойчивости проростков пшеницы к гипертермии (А, В) и осмотическому 

шоку (Б, Г) после закаливающих нагрева (А, Г) или осмотического воздействия (Б, В).  
1, 3, 5, 7 – контроль; 2, 8 – закаливающий нагрев (1 мин при температуре 42°С); 4, 6 – закаливающее осмоти-

ческое воздействие (погружение в 1 М раствор сахарозы на 10 мин с последующим переносом в дистилли-

рованную воду на 20 мин).  
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устойчивости проростков пшеницы (рис. 1В). 

Минимум теплоустойчивости отмечался через 

2 ч после такого воздействия. В то же время че-

рез 24 ч после осмотического воздействия 

наблюдалось достоверное повышение тепло-

устойчивости, повышенная по сравнению с 

контролем теплоустойчивость проростков со-

хранялась и через 48 ч наблюдений.  

После одноминутного нагрева пророст-

ков при 42,0°С их устойчивость к осмотиче-

скому шоку была сниженной лишь в течение 

первого часа наблюдений, затем происходило 

постепенное повышение осмоустойчивости с 

максимумом через 6-8 ч после закаливающего 

нагрева (рис. 1Г). Однако к 24 ч наблюдений 

происходило снижение устойчивости к осмоти-

ческому шоку как подвергнутых нагреву, так и 

контрольных проростков.  

Таким образом, на проростках пшеницы 

нам удалось показать возможность их закали-

вания к гипертермии и осмотическому шоку 

умеренным действием любого из двух исследу-

емых стрессоров (эффект кросс-

толерантности). Необходимо отметить, что ди-

намика формирования устойчивости к конкрет-

ным стрессорам в наших экспериментах слабо 

зависела от природы закаливающего воздей-

ствия (тепловое или осмотическое), но в значи-

тельной степени определялась природой по-

вреждающего стрессора. Так, максимальная 

теплоустойчивость наблюдалась через 24 ч по-

сле закаливающих теплового и осмотического 

воздействий, а максимальная осмоустойчивость 

через 4-8 ч после указанных воздействий. По-

видимому, такую феноменологию можно рас-

сматривать как проявление специфичности 

теплового и осмотического воздействий, по 

крайней мере, применительно к исследуемому 

нами объекту – этиолированным проросткам 

пшеницы. В то же время флуктуации устойчи-

вости могут быть связаны и с возрастными из-

менениями. Так, как уже упоминалось, сниже-

ние устойчивости к осмотическому шоку отме-

чалось через 24 ч наблюдений как в вариантах с 

предварительным осмотическим и тепловым 

закаливанием, так и в контрольных проростках 

соответствующего возраста (на 5-е сутки с мо-

мента проращивания семян) (рис. 1). При этом, 

однако, абсолютные величины выживания по-

сле осмотического шока проростков, закален-

ных одним из воздействий (осмотическим или 

тепловым), были несколько выше, чем кон-

трольных растений того же возраста, хотя в 

дальнейшем, через 48 ч, различия между кон-

трольными и опытными вариантами нивелиро-

вались.  

В последующих экспериментах оценива-

ли возможную связь между динамикой генера-

ции АФК корнями проростков пшеницы и 

формированием их тепло- и осмоустойчивости 

после закаливающих воздействий.  

Интенсивность генерации супероксидно-

го анион-радикала корнями проростков пшени-

цы контрольного варианта в течение 24 ч 

наблюдений достоверно не изменялась (рис. 

2А). После воздействия на проростки закали-

вающей температуры генерация О2
•–

 корнями 

уменьшалась, ее уровень почти достигал значе-

ний контрольного варианта через 6 ч наблюде-

ний. После кратковременного осмотического 
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Рис. 2. Генерация супероксидного анион-

радикала (А, %) и содержание пероксида 

водорода (Б, мкмоль/г сухого вещества) в 

корнях проростков пшеницы.  
1 – контроль; 2 – закаливающий нагрев (1 мин при 

температуре 42°С); 3 – закаливающее осмотическое 

воздействие (погружение в 1 М раствор сахарозы на 

10 мин с последующим переносом в 

дистиллированную воду на 20 мин).  
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воздействия отмечалось еще более существен-

ное и длительное снижение генерации суперок-

сида корнями проростков, ее уровень достигал 

исходных значений лишь через 24 ч после та-

кого воздействия.  

Содержание пероксида водорода в кор-

нях проростков в контроле в период наблюде-

ний существенно не изменялось (рис. 2Б). Од-

номинутное воздействие высокой закаливаю-

щей температуры на проростки пшеницы вы-

зывало быстрое повышение содержания в них 

Н2О2, его максимум наблюдался через 20 мин 

после закаливающего нагрева. Повышенное по 

сравнению с контролем содержание пероксида 

водорода в этом варианте опыта сохранялось в 

течение 1 ч наблюдений, затем проявлялась 

тенденция к снижению его количества. Кратко-

временное осмотическое воздействие также вы-

зывало увеличение содержания Н2О2 в корнях 

проростков с максимумом через 30 мин, эффект 

был более длительным по сравнению с тепло-

вым воздействием. Повышенное количество 

пероксида водорода сохранялось в течение 2 ч 

после осмотического воздействия, затем оно 

постепенно снижалось, достигая (к 24 ч) вели-

чин контрольного варианта.  

Таким образом, после как высокотемпе-

ратурного, так и осмотического закаливающих 

воздействий наблюдалось транзиторное сниже-

ние генерации супероксидного анион-радикала 

корнями проростков с одновременным увели-

чением в них концентрации пероксида водоро-

да. Для выяснения причин разнонаправленных 

изменений генерации супероксида и содержа-

ния Н2О2 в корнях проростков необходимы 

специальные исследования. В то же время, с 

учетом полученных ранее данных об увеличе-

нии активности супероксиддисмутазы (СОД) в 

корнях пшеницы через 1 ч после кратковре-

менного высокотемпературного воздействия 

(Карпец, Колупаев, 2009), можно предполо-

жить, что одной из причин повышения содер-

жания пероксида водорода в этих органах по-

сле температурного и осмотического воздей-

ствий может быть повышение активности СОД. 

Вполне возможен и вклад АФК-генерирующих 

ферментных систем в повышение содержания 

Н2О2. Так, показано транзиторное увеличение 

активности НАДФН-оксидазы в корнях и побе-

гах проростков кукурузы, которое сопровожда-

лось повышением содержания в них пероксида 

водорода (Пиотровский и др., 2011). Одним из 

источников пероксида водорода, генерируемо-

го корнями пшеницы, может быть также перок-

сидаза (Minibaeva et al., 2001).  

Пероксид водорода, как стабильная мо-

лекула, рассматривается в качестве основной 

АФК, задействованной в окислительном сигна-

линге, вовлеченном в индуцирование различ-

ных адаптивных реакций растительных клеток 

(Neill et al., 2002). В наших экспериментах по-

вышенное содержание Н2О2 в клетках корней 

течение 1-2 ч после теплового или осмотиче-

ского закаливающих воздействий совпадало во 

времени с эффектом снижения как тепло-, так и 

осмоустойчивости проростков пшеницы. В то 

же время в процессе дальнейшего возвращения 

содержания пероксида водорода к исходному 

уровню наблюдалось повышение устойчивости 

проростков к обоим стрессорам. Иными слова-

ми, осмотическое и тепловое воздействия вы-

зывали транзиторное накопление в корнях пе-

роксида водорода и последующее развитие пе-
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Рис. 3. Динамика устойчивости проростков 

пшеницы к гипертермии (А) и 

осмотическому шоку (Б) после воздействия 

экзогенного пероксида водорода.  
1 – контроль; 2 – обработка 100 мкМ H2O2 в течение 

1 ч.  
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рекрестной устойчивости к гипертермии и ос-

мотическому шоку.  

Для проверки предположения о роли пе-

роксида водорода как сигнальной молекулы в 

индуцировании тепло- и осмоустойчивости 

проростков пшеницы в специальном экспери-

менте исследовали влияние обработки про-

ростков пшеницы экзогенным Н2О2 на их 

устойчивость к указанным стрессорам. Обра-

ботка проростков пероксидом водорода после 

некоторого лаг-периода вызывала повышение 

их устойчивости к гипертермии и осмотиче-

скому шоку (рис. 3). При этом максимум теп-

лоустойчивости наблюдался через 24 ч после 

обработки проростков пероксидом водорода, а 

максимальная устойчивость к осмотическому 

шоку была выявлена через 4 ч после воздей-

ствия на проростки Н2О2.  

Таким образом, действие экзогенного пе-

роксида водорода по сути имитировало эффек-

ты теплового и осмотического закаливания 

проростков. Различие состояло лишь в отсутст-

вии эффекта снижения устойчивости к стрессо-

рам в первые часы после закаливающего воз-

действия экзогенного Н2О2. Можно предполо-

жить, что действие пероксида водорода в испо-

льзованной нами концентрации не вызывало 

повреждений проростков пшеницы, в то время 

как тепловое и осмотическое закаливающие во-

здействия приводили не только к увеличению 

содержания пероксида водорода, но и к повре-

ждению проростков, что требовало репарации 

(Александров, 1985). Эти результаты в совоку-

пности с данными о динамике содержания пе-

роксида водорода в корнях после закаливаю-

щих воздействий позволяют полагать, что пе-

роксид водорода является одним из важных 

компонентов клеточного сигналинга, необхо-

димого для формирования тепло- и осмоустой-

чивости проростков пшеницы. К настоящему 

времени показано, что пероксид водорода мо-

жет принимать участие в активации экспрессии 

генов стрессовых белков (Volkov et al., 2006; 

Wahid et al., 2007), индуцировании антиоксида-

нтных ферментов (Morita et al., 1999; Gadjev et 

al., 2006; Hu et al., 2007), усилении накопления 

пролина (Колупаев и др., 2005) и других защи-

тных реакциях растений. В то же время устано-

вление конкретных функций данной сигналь-

ной молекулы в перечисленных и других адап-

тивных реакциях требует специальных иссле-

дований.  
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THE GENERATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES BY ROOTS  

OF WINTER WHEAT SEEDLINGS AT THE DEVELOPMENT  

OF THE CROSS-TOLERANCE TO HEAT AND OSMOTIC SHOCK  

O. I. Obozniy, Yu. Ye. Kolupaev, M. V. Shvidenko, T. O. Yastreb  

V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University  

(Kharkiv, Ukraine) 

 

The influence of the brief thermal (one-minute warming at 42°C) and osmotic (immersion in a 1 M 

saccharose solution on 10 minutes with a subsequent transfer into the distilled water on 20 minutes) 

impact on the reactive oxygen species generation by the roots of bleached-out winter wheat (Triti-

cum aestivum L.) seedlings and the formation of cross-tolerance to heat and osmotic shock was in-

vestigated. Brief thermal and osmotic influences caused the transit diminishing of superoxide anion-
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radical generation by roots and the increase of hydrogen peroxide content in them. This effect, ob-

served during 1-2 hours after indicated influences, coincided with the decline of seedlings resistance 

to heating and osmotic shock, whereupon indexes of O2
•–

 generation and H2O2 content approached 

the level of control variant, and resistance of seedlings to both stressors increased. The influence of 

exogenous hydrogen peroxide also caused the increase of heat and osmotic resistance of wheat seed-

lings, which was observed after the lag period. It is assumed that the hydrogen peroxide is one of the 

necessary components in cellular signaling, providing the formation of plants cross-tolerance to heat 

and osmotic shock. 

Key words: Triticum aestivum L., heating, osmotic shock, cross-tolerance, reactive oxygen species, 

hydrogen peroxide  

ГЕНЕРАЦІЯ АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ КОРЕНЯМИ ПРОРОСТКІВ  

ПШЕНИЦІ ПРИ РОЗВИТКУ ПЕРЕХРЕСНОЇ СТІЙКОСТІ  

ДО ГІПЕРТЕРМІЇ ТА ОСМОТИЧНОГО ШОКУ  

О. І. Обозний, Ю. Є. Колупаєв, М. В. Швиденко, Т. О. Ястреб 

Харківський національний аграрний університет ім. В.В. Докучаєва  

(Харків, Україна)  

Вивчали ефект короткочасних теплового (однохвилинний прогрів при 42°С) та осмотичного 

(занурення в 1 М розчин сахарози на 10 хв з подальшим перенесенням в дистильовану воду 

на 20 хв) впливів на генерацію активних форм кисню (АФК) коренями етіольованих пророст-

ків пшениці (Triticum aestivum L.) і формування перехресної стійкості проростків до гіперте-

рмії та осмотичного шоку. Короткочасні тепловий і осмотичний впливи спричиняли транзи-

торне зменшення генерації коренями супероксидного аніон-радикала і збільшення в них вмі-

сту пероксиду водню. Такий ефект, що спостерігався протягом 1-2 год після вказаних впли-

вів, збігався у часі із зниженням стійкості проростків до нагріву і осмотичного шоку, після 

чого показники генерації О2
•–

 і вмісту H2O2 наближалися до рівня контролю, а стійкість про-

ростків до обох стресорів зростала. Дія екзогенного пероксиду водню також викликала під-

вищення тепло- і осмостійкості проростків пшениці, що спостерігалося після лаг-періоду. 

Висловлено припущення, що пероксид водню є одним з необхідних компонентів клітинного 

сигналінгу, що забезпечує формування перехресної стійкості рослин до гіпертермії і осмоти-

чного шоку.  

Ключові слова: Triticum aestivum L., гіпертермія, осмотичний шок, крос-толерантність, 

активні форми кисню, пероксид водню  


