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Проведенные эксперименты выявили сильное увеличение активности и изофермент- 
ного состава пероксидаз при обработке зародышей пшеницы зеленым прочным. Пред
полагается, что обработка этим красителем приводит к более быстрому включению 
циклов аэробного дыхания, что может лежать в основе его действия как стимулятора.
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С целью выяснения механизма стимулирующего действия некото
рых красителей, обнаруживаемого при предпосевной обработке семян 
различных растений [2], ранее нами изучалось действие зеленого проч
ного на различные дегидрогеназные системы зародышей пшеницы.. 
Установлено, что обработка зародышей пшеницы этим красителем при
водит к возрастанию активности и изменению изоферментиого. соста
ва глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы [4].

Поскольку увеличение активности гл'юкозо-6-фосфатдегидрогеназ 
посредством системы аэробных дегидрогеназ может стимулировать 
активацию оксидаз, в частности пероксидаз, то представляло определен
ный интерес исследование активности и изоферментиого- состава послед
них при обработке зародышей пшеницы зеленым прочным.

Материал и методика. В экспериментах использовали пирогаллол и бензидин 
(СЬешаро!), зеленый прочный (МгсЬгогп), а также набор реактивов для электрофореза 

в ПААГ (Ееапа!). Объектом исследований служили семена пшеницы сорта Безостая 1 
репродукции 1978 г. Зародыши проращивали па фильтровальной бумаге в присутствии 
5.10 -4 % раствора зеленого прочного в течение 16, 20, 24 и 48 часов.

Изолирование зародышей и проверка их жизнеспособности проводились по мето
ду Джонстона [9], а также обработкой 1%-ным водным раствором хлористого тетра
зола [5].

Для определения активности и изоферментиого состава пероксидазы зародыш го
могенизировали растиранием в ступке с фарфоровым пестиком на холоду в среде для 
экстрагирования, содержащей 0,006 М фосфадагый буфер, pH 6,8. Экстракцию прово
дили в течение 30 мин при непрерывном перемешивании на магнитной мешалке в усло
виях холода. Активность ферментов в экстракте определяли после предварительного 
просветления центрифугированием при 6000 § в течение 15 мин по изменению опти
ческой плотности при 430 нм на спектрофотометре СФ֊4а по известному методу [8]. 
Концентрацию белка в экстракте определяли по методу Лоури [10]. Изоферменты 
пероксидазы после электрофореза выявляли, помещая гели в инкубационные среды, 
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содержащие 5 мМ бензидина или 2 мМ пирогаллола [3]. После 30 мин инкубации 
при 37° гели проявляли в 0,002°/о֊ном растворе Н2О2 в течение I мин. Денситометрн- 
рование гелей проводили на сконструированном в лаборатории денситометре.

Результаты, приведенные на рисунках, статистически обработаны из результатов 
10—12 экспериментов. Приведено также средиеквадратическое отклонение.

Результаты и обсуждение. На рис. 1 приведены результаты изме
нения активности пероксидазы при набухании и прорастании пшенич
ных зародышей как в контрольной среде, содежащей 0,01 М 1\С1 и 
0.01М СаС12, так и при обработке 5-1 С՜՜1 % раствором зеленого прочно
го. Как видно из рисунка, в контрольных образцах в течение первых 
16-ти ч замачивания наблюдается лишь незначительный прирост актив
ности, в дальнейшем, к 20-му часу он несколько увеличивается, а по
сле 24-часового прорастания активность резко возрастает и достигает 
величины, в 7 раз превышающей аналогичный показатель в свежевыде
ленных зародышах. В последующие 24 ч активность пероксидазы про
должает возрастать, однако с меньшей скоростью и достигает величи
ны, превышающей начальную активность в II раз. .Максимальное уве
личение активности пероксидазы в интервале 20—24 ч объясняется 
включением аэробного цикла дыхания зародышей.

Рис. 1. Изменение активности пероксидазы в процессе прорастания изоли
рованных зародышей пшеницы. 1 и 2—активность пероксидазы в контро

ле и при обработке соответственно.

Максимальная разница между активностями пероксидаз обра
ботанных и контрольных зародышей наблюдается в интервале 16—20 ч, 
■где их соотношение равно 1,54. В последующие 4 ч это соотношение 
уменьшается до 1,27, а через 48 ч практически исчезает (рис. 1). При
веденные результаты позволяют предполагать, что зеленый прочный, 
де влияя на конечную активность, резко ускоряет активирование перо
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ксидазы, способствуя тем самым более быстрому включению аэробных 
циклов дыхания.

Литературные данные свидетельствуют о том, что увеличение ак
тивности пероксидазы при прорастании сухого семени пшеницы сопро
вождается закономерным увеличением количества ее изоэнзимов [11]. 
Сравнение электрофореграмм изоэнзимов пероксидаз контрольных и 
обработанных зародышей, выявляемых бензидином, показало возра
стание числа изоэнзимов от I в сухих до 15 в замоченных (48 ч) заро
дышах (рис. 2).

Рис. 2. Электрофореграммы изоферментов пероксидазы в разные часы 
проращивания изолированных зародышей пшеницы. Окрашивание про
водилось как бензидином, так и пирогаллолом. Св, К и Об—свежевыде

ленные, контрольные и обработанные зародыши пшеницы соответственно.

В обрабатываемых в течение 16 ч зародышах число изоэнзимных 
полос пероксидазы по сравнению с контролем не увеличивается, но на
блюдается повышение интенсивности окрашивания и возрастание ак
тивностей полос 3, 9 и 11. После 20-часовой обработки появляются две 
изо-ферментные полосы малой подвижности . и слабой интенсивности 
(4 и 5), которые отсутствуют в контроле. В последующие 4 ч количе
ство изоэнзимных компонентов пероксидаз в обработанных и необра
ботанных зародышах одинаково, однако наблюдается большая актив
ность и более интенсивное окрашивание полос 3 п 11 в обработанных 
(рис. 2).

Необходимо отметить практически полное сходство между изо- 
ферментными составами пероксидаз, полученных при прорастании 
контрольных и обработанных в течение 20 и 24ч зародышей, за исклю
чением полос 5 и 15. Выявленная картина подтверждает наше предпо
ложение о катализирующем действии зеленого прочного на включение 
циклов аэробного дыхания.

После 48 ч проращивания разницы в изоферментном составе пе
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роксидаз не наблюдается, если не считать появления малоподвижной 
фракции I в последних. Можно полагать, что с жизненно важными фи
зиологическими процессами семян в начале- прорастания особенно тес
но связаны фракции со средней подвижностью (8—13), а в более позд
ние сроки—с малой подвижностью. Обработка зародышей зеленым 
прочным в начале прорастания в первые 16 ч приводит к возрастанию 
активности фермента за счет увеличения количества среднеподвижных 
фракций изоферментов, а в дальнейшем—за счет более раннего появле
ния изоферментов малой подвижности по сравнению с контролем. Ве
роятно, увеличение числа изоферментов происходит вторичным путем,, 
т. е. в результате синтеза новых форм ферментного белка (11 —13) 
[1,6,7].

Использование бензидина в качестве субстрата пероксидазной 
реакции позволяет выявлять практически все молекулярные формы 
этого фермента [6]. Окраска пирогаллолом выявляет лишь некоторые 
фракции, причем стабильность проявленных полос не превышает 5—10 
мин. В связи с этим в статье нами приводятся электрофореграммы 
только свежевыделенных и проращиваемых в течение 48 ч зародышей 
(рис. 2). Как видно из рисунка, окраска пирогаллолом также выяв
ляет возрастание количества изоферментов в процессе прорастания. 
Однако, если в контроле количество изоферментов возрастает от 2 до 
4, то при обработке их число возрастает до 6.

Таким образом, проведенные нами эксперименты показывают, что 
обработка зеленым прочным приводит не только к более быстрому 
возрастанию активности пероксидазы в процессе прорастания, но и к 
более раннему появлению некоторых ее изоферментов. Эффект более 
быстрого включения циклов аэробного дыхания приводит к увеличе
нию жизнеспособности семян и может лежать в основе стимулирующе
го действия зеленого прочного.
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ՊԵՐՈՔՍԻԴԱԶԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱև ԵՎ ԻՋՈՖԵՐՄԵՆՏԱՅՒՆ 
ՊԵՐՕՔՍԻԴԱԶԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ԵՎ ԻՋՈՖԵՐՄԵՆՏԱՅՒՆ 

ԲԱՂԱԴՐՈՒԹՅԱՆ ՓՈՓՈԽՈՒՄԸ

11. Գ. ՏԻՐԱՑՈԻՅԱՆ, Հ. Ռ. ՎԱՐԴԱՊԵՏ ՅԱՆ, Գ. Հ. ՓԱՆՌՍՅԱՆ

Հոդվածում ցույց է տրված, որ ցորենի առանձնացված սաղմի մշավու֊ 
մը կանաչ ամուրի լուծույթով հանդերն.ում է մի շարք դ եհ իդրո դեն ա ղն ե ր ի 
ակտիվության աճին։ 9" լյո ւկ ո զա ֊6 ֊ֆ ո սֆ ա տ դեհիդր ոգեն ագի ակտիվության 
ավելացումը աէրո\բ դեհ ի դր ո՛գեն ա ւլն ե րի սիստեմի միջնորդությամբ իւ թ ա - 
նում է о քսի դա զն երի ակտիվությունն ըն՛դհանրապես և պերօքսիդագի ակտի
վությունը մասնավորապես։ Կատարված փորձերը ցոլ(ց տվեցին, որ կանաշ 
ամուրի լուծույթով մշակված ցորենի սաղմում բավական ուժեղ ա՛ճում են 
պ ե րօքս ի դա զի ակտիվությունը և ի զոֆ ե ր մ են ւոնե րի քանակը։.
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Ենթադրվում է, որ կանաչ ամուրով մշակման հետևանքով արագանում 
1; ակրոբ շնչառության սիստեմի միացումը, որով և կարելի է բացատրել 
տվյալ ն ե ր կան յութի իլ թան իչ ազդեցությունը։

CHANGES OF THE ACTIVITY AND ISOENZYME PATTERN
OF PEROXIDASES UNDER THE TREATMENT OF ISOLATED 

WHEAT GERMS WITH THE FAST GREEN

s. G. tipatsuyah, r. s. vardapetyan, g. h. panosyan

The considerable increase of isoperoxidase activities under the 
treatment of isolated wheat germs with the 5-10՜4% solution of the fast 
green has been revealed.

It is supposed, that the fast green treatment loads to more rapid 
inclusion of the aerobic espiration cycles which may be the probable 
mechanism of fast green stimulation.
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