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Все растения можно разделить на две группы - гликофиты, составляющие
98% всех растений и легко погибающие в экстремальных условиях, а также
галофиты, способные выживать и в экстремальных условиях окружающей
среды, таких как соленость или кислотность почвы, либо резкое изменение
климата.

Изучение механизмов адаптации и устойчивости систем организмов к
стрессовым факторам сможет решить проблему глобальной нехватки
продовольствия путем выведению поколения устойчивых к абиотическим
стрессам сельскохозяйственных культур для развития сельского хозяйства в тех
регионах, которые на данный момент для сельскохозяйственных работ не
подходят (засоленные участки, загрязненные тяжелыми металлами и т.д.).

Известно что на клеточном и молекулярном уровнях функционируют по
меньшей мере три механизма, ответственные за формирование общих систем
устойчивости: 1 -ответ индукцией экспрессии различных групп генов,
определяющих новообразование целого ряда функциональных макромолекул,
таких как ключевые ферменты синтеза и деградации осмолитов, аналоги белков
теплового шока, обладающие функциями молекулярных шаперонов.
Синтезируется система убиквитина, образование ингибиторов протеаз, белков
секвестеризации ионов, дегидринов и LEA-белков, 2 -активное измение
микроокружения макромолекул за счет быстрой аккумуляции совместимых
осмолитов, таких как пролин и другие аминокислоты, бетаины, сахаро-спирты и
т.п. Эти низкомолекулярные органические молекулы оказывают протекторный,
осморегуляторный и антиоксидантный эффекты, 3-й существенный компонент
защитных систем - антиоксидантные ферменты, участвующие в инактивации
перекиси водорода, супероксид-радикала и гидроксид-радикала. В этих реакциях
участвуют супероксиддисмутаза, пероксидаза, каталаза, а также
аскорбатпероксидаза, альдегидоксидаза, ксантиндегидрогеназа,
дигидроаскорбатредуктаза и глютатионредуктаза. Существенно, что реактивные
формы кислорода образуются при действии на растение всех без исключения
стрессорных факторов.

Засухоустойчивые растения могут использовать различные механизмы для
выживания и сохранения продуктивности в стрессовых условиях. Изменения в
азотном метаболизме в корневой системе растения в условиях стресса находятся
в фокусе исследований физиологических, биохимических и генетических
адаптационных механизмов. Скорость роста, биомасса и урожаи зерновых



культур коррелируют в большинстве случаев с их способностью
транспортировать азот и воду из корневой системы в побег. Транспорт нитрата
из корня в побег регулируется К+-насосом. В нестрессированных растениях
происходит транспорт нитрата в побег для его ассимиляции, в то время как под
стрессом растения сокращают содержание нитрата в корнях и синтезируют
аминокислоты, которые транспортируются в побег. Как было показано в
литературе на различных видах растений, повышение аминокислотного пула с
дальнейшим гидролизом аминокислот можно рассматривать как ответ растения
на дефицит воды и который относится к осмотическому регулированию. Стресс-
факторы, такие как засоление или засуха, блокируют активность К+-насоса,
ингибируют транспорт NO3

- и цитокинина из корней в побег, тем самым
повышая восстановление нитрата и ассимиляцию NH4

+ в органические азотные
соединения в корневой системе.

Альдегид оксидазные (АО) протеины в растениях представляют собой
группу ферментов с различной субстратной специфичностью, различной
тканевой локализацией и предположительно выполняющие различные
метаболические роли в каждом растительном органе. Влияние засоления на
молибденсодержащие изоферменты - альдегидоксидазу (AO) и
ксантиндегидрогеназу (КДГ) - было изучено на райграссе. Активности этих Mo-
ферментов в корнях и побеге повышались.

Значительно усиленный вклад корневой системы относительно побега
(надземной части) растения, находящегося под стрессом, в обеспечении
организма азотными соединениями - это важнейшая характеристика стресс-
устойчивых растений. Следовательно, ранняя диагностика повышенной
стрессовыми факторами активности ключевых ферментов азотного обмена
может быть использована при селекции стресс-устойчивых растений на ранних
этапах онтогенеза. Уровень активности данных ферментов может играть важную
роль в детоксификации продуктов белковой деградации, имеющей место в
процессе абиотического и биотического стрессов, таких как засоление, засуха,
инфекция.

Нами была изучена активность ферментов альдегидоксидазы и
ксантиндегидрогеназы как  ключевых ферментов азотного метаболизма при
индуцированном действии металлами Сd и Se на растения с различные
генотипами.

В опыте использовались различные генотипы арабидопсиса: ОЕ13, ОЕ30
(растения с overexpression (мутанты) имеющие повышенную продукцию белка),
Colambia (дикий тип) и R5 (окультуренный тип).

Проростки арабидопсиса были выращены на 1/2 среде Мурачиги-Скуга
для контроля и с добавлением различных токсических доз тяжелых металлов в
среду роста (5 мМ Cd, 50мМ Se, 50 мМ Cd) для создания окислительного
стресса. Уровень pH сред был в пределах 5.5-5.7, но не выше. На 10 день после
прорастания была проведена экстракция белка и электрофорез.

Растения арабидопсиса различных генотипов (Colambia, R5, OE13, OE30),
были подвержены действию тяжелых металлов (5мМ Cd, 50 мМ Cd, 50 мМ Se)
для сравнения активности ферментов АО и КДГ с контрольными.



Оптимальные условия для проявления максимальной активности фермента
- pH буфера, концентрация субстрата, объем экстрагента - были определены для
каждого исследуемого фермента.

Нативный электрофорез для КДГ, АО и СОД проводился по [13].
Ферментативная активность альдегидоксидазы (АО), ксантингедидрогеназы
(КДГ) и супероксиддисмутазы (СОД) оценивалась по  полученным
электрофореграммам. На их основе с помощью компьютерной программы Image
получены цифровые данные и построены графики изменения активности
ферментов.

Значительное повышение уровня активности АО и КДГ листьев различных
генотипов 10-дневных проростков арабидопсиса различных генотипов
(Colambia, R5, OE13, OE30) в условиях окислительного стресса было
обнаружено у всех видов опытных растений по сравнению со стандартом.

Результаты электрофореграммы (рис 1) и графические данные говорят о
подавляющем действии тяжелых металлов на продукцию белков и снижение их
активности АО у 10-дневных проростков арабидопсиса. Также видно, что ответ
растения на стрессовое воздействие зависит от генотипа растения т.е. растения с
overexpression (мутанты) имеющие повышенную продукцию белка в контроле по
сравнению с Colambia (дикий тип) R5 (окультуренный тип) и  при действии
токсических доз   тяжелых металлов (5 мМ Cd, 50мМ Se, 50 мМ Cd) имеют
повышенную продукцию белков и более высокую активность АО, а значит -
являются более устойчивыми к стрессу.

Активность КДГ в контроле выше в 2 раза по сравнению с активностью
КДГ 10-дневных проростков арабидопсиса выращенных при 50 mМ Se, на 20%
ниже у контрольных растений при 5mМ Cd, но на 40 % выше у R5, и  при 50мМ
Cd активность КДГ снижается в 2 раза по сравнению с контрольными
растениями. При этом видно что активность АО мутантов (ОЕ13, ОЕ30) выше
как и в контроле, так и при 50 mМ Se и 5mМ Cd.

В стрессированных растениях активность таких ферментов, как АО и КДГ
повышалась и помогала растениям сохранить NH4

+ в форме органических
азотных соединений, т.е способствовала утилизации потенциально токсического
уровня аммония.


