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Исследовали влияние экзогенного кальция (СаСl2) и кальциевого ионофора
А23187 на содержание оксида азота (NO) в корнях этиолированных проростков
пшеницы (Triticum aestivum L.) и их теплоустойчивость. Обработка проростков
хлоридом кальция концентрациями 5 и 50 мМ, ионофором А23187 концентра-
цией 1 мкМ и особенно комбинацией 5 мМ СаСl2 с 1 мкМ А23187 вызывала
транзиторное увеличение содержания NO в корнях с максимумом через 1—2 ч
после начала обработки. Эти же воздействия индуцировали повышение устойчи-
вости проростков к повреждающему прогреву. Эффекты усиления генерации
NO, вызываемые экзогенным кальцием и кальциевым ионофором, в значитель-
ной степени угнетались ингибитором фермента, подобного NO-синтазе жи-
вотных — L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester). Обработка проростков
L-NAME также препятствовала развитию их теплоустойчивости, вызываемому
действием кальция и (или) ионофора А23187. Сделано заключение о роли окси-
да азота в развитии теплоустойчивости проростков пшеницы, индуцированном
изменением их кальциевого гомеостаза.
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Восприятие действия стрессоров и формирование реакций растений
происходит с участием сигнальных посредников — ионов кальция, ак-
тивных форм кислорода (АФК), оксида азота (NO), цАМФ и др. [12, 21].
Кальций признан универсальным посредником в клеточных реакциях
растительных и животных организмов [12, 14], который может служить
связующим звеном для многих сигнальных путей [11]. Оксид азота за-
действован в сигнальной трансдукции при формировании устойчивости
растений к влиянию ряда абиотических и биотических стрессоров [19].

Между оксидом азота и кальцием, по-видимому, существуют тесные
функциональные связи, особенно заметно проявляющиеся при действии
на растения экстремальных факторов. Так, показано, что скавенжеры
оксида азота снимали повышение содержания кальция в клетках расте-
ний, вызываемое осмотическим стрессом [5, 8]. В ответ на кратковре-
менное действие гипотермии в растениях арабидопсиса быстро повыша-
лось содержание NO с последующим возрастанием концентрации
внутриклеточного кальция [1]. Авторы сделали вывод, что NO как сиг-
нальный посредник при трансдукции сигналов температурных стрессов
предшествует кальцию.
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В то же время показано, что обработка клеток эпидермиса листьев
арабидопсиса 10 мМ Са2+ вызывала быстрое повышение содержания ок-
сида азота в клетках, задействованное в последующем закрытии устьиц
[25]. В ответ на обработку растений табака озоном повышалось содержа-
ние оксида азота, которое угнеталось антагонистами кальция — рутени-
евым красным и хлоридом лантана [23]. На клетках табака показано уси-
ление синтеза оксида азота патогенным элиситором криптогеином,
которое в значительной степени подавлялось хелатором кальция ЭГТА
[17]. ЭГТА угнетал также аргининзависимый синтез оксида азота в ги-
покотилях подсолнечника [6]. Имеются сведения, что фермент расте-
ний, подобный NO-синтазе животных, активируется кальцием и (или)
кальмодулином [7]. В то же время повышение содержания оксида азота
в клетках приводит к активации гуанилатциклазы, усилению образова-
ния цГМФ, что, в свою очередь, вызывает активацию АДФ-рибозилцик-
лазы и накопление цАДФ-рибозы, открывающей внутриклеточные каль-
циевые каналы [20]. Также считается возможным прямое влияние
оксида азота на состояние кальциевых каналов путем их S-нитрозилиро-
вания [15]. 

Известно, что устойчивость растений к абиотическим стрессорам
индуцируется как экзогенными донорами оксида азота, так и солями
кальция [9, 16]. Нитропруссид натрия (донор NO) и экзогенный каль-
ций повышали солеустойчивость растений горчицы, индуцируя антиок-
сидантную систему и накопление осмотически активных веществ [13].
При совместной обработке растений донором NO и хлоридом кальция
положительные эффекты суммировались.

В целом имеющиеся сведения дают возможность констатировать,
что оксид азота и ионы кальция как сигнальные посредники находятся
в сложном взаимодействии, однако вопрос об их расположении в сиг-
нальных цепях при формировании конкретных адаптивных реакций ос-
тается открытым. Большинство исследований функционального взаимо-
действия кальция и NO выполнены на зеленых растениях, значительно
меньше сведений для этиолированных объектов. В исследованиях, про-
веденных нами ранее, показано повышение теплоустойчивости этиоли-
рованных проростков пшеницы экзогенными хлоридом кальция [16] и
донором оксида азота [2]. 

Целью настоящей работы было изучение влияния изменений каль-
циевого гомеостаза на содержание оксида азота и выяснение возможно-
го участия NO в развитии теплоустойчивости этиолированных пророст-
ков пшеницы, индуцируемом ионами Са2+.

Методика

Исследовали этиолированные проростки пшеницы (Triticum aestivum L.)
сорта Элегия. Семена после 30-минутного обеззараживания в 5 %-м рас-
творе пероксида водорода проращивали в течение 4 сут на очищенной
водопроводной воде при температуре 20 °С. После этого проростки
опытных вариантов переносили на 1 сут на растворы хлорида кальция
концентрациями 0,5; 5 или 50 мМ, кальциевого ионофора А23187 кон-
центрацией 1 мкМ или на смесь 5 мМ СаСl2 и 1 мкМ А23187. В отдель-
ной серии опытов исследовали влияние ингибитора фермента, подобно-
го NO-синтазе животных — L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester),
на проявление физиологических эффектов экзогенного кальция и каль-
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циевого ионофора. L-NAME концентрацией 2 мМ добавляли в среду за
2 ч до внесения в нее СаСl2 и (или) А23187. Концентрации указанных
соединений выбраны на основании предварительных опытов.

Через определенное время после начала инкубации проростков на
растворах исследуемых соединений в корнях, которые по сравнению с
побегами более чувствительны к действию экзогенных веществ [16], оп-
ределяли содержание оксида азота по методу, описанному в работе [26],
с модификациями. Основой метода является превращение содержащего-
ся в растениях NO в нитрит и определение концентрации последнего по
реакции Грисса. Навеску свежесрезанного растительного материала гомо-
генизировали на льду в 50 мМ ацетатном буфере (рН 3,6) с добавлени-
ем 2 %-го ацетата цинка. Гомогенат центрифугировали при температуре
не выше 4 °С при 8000 g в течение 15 мин, затем к 10 мл надосадочной
жидкости добавляли 250 мг древесного угля. Смесь фильтровали сквозь
бумажный фильтр, после чего смешивали 2 мл фильтрата с 1 мл 1 %-го
реактива Грисса в 12 %-й уксусной кислоте. Через 30 мин определяли
светопоглощение раствора при длине волны 530 нм. В качестве стандар-
та использовали растворы нитрита натрия.

Через 1 сут после инкубации проростков на растворах исследуемых
соединений их подвергали потенциально летальному прогреву в водяном
ультратермостате при температуре 46,0±0,1 °С в течение 10 мин. Через
4 сут после воздействия повреждающего прогрева оценивали относи-
тельное количество выживших проростков.

Опыты проводили в трехкратной биологической повторности,
каждый эксперимент воспроизводили независимо по три раза. На ри-
сунках приведены средние величины и их стандартные погрешности.
Кроме специально оговоренных случаев обсуждены различия, достовер-
ные при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Изменение кальциевого гомеостаза растительных клеток может быть вы-
звано действием экзогенного кальция в относительно высоких концент-
рациях [25] либо обработкой растений или их органов кальциевыми ио-
нофорами, способствующими поступлению кальция, депонированного в
межклетниках и клеточных стенках, в цитозоль [18]. Мы использовали
оба приема влияния на кальциевый гомеостаз.

Хлорид кальция в низкой концентрации (0,5 мМ) не оказывал су-
щественного влияния на теплоустойчивость проростков пшеницы, в то
время как под действием 5 и особенно 50 мМ СаСl2 выживаемость про-
ростков после повреждающего прогрева заметно повышалась (рис. 1).
Теплоустойчивость проростков возрастала и под влиянием кальциевого
ионофора А23187. Наиболее существенный защитный эффект отмечался
при комбинированном действии ионофора и экзогенного кальция.

Под влиянием соли кальция концентрацией 0,5 мМ фиксирова-
лась лишь тенденция к незначительному повышению содержания NO в
корнях в течение первого часа наблюдений (рис. 2). Обработка корней
проростков пшеницы хлоридом кальция в более высоких концентраци-
ях вызывала транзиторное увеличение количества оксида азота в корнях
с максимумом через 1—2 ч после начала обработки. Таким же был и ха-
рактер влияния кальциевого ионофора. Наиболее значительное повыше-
ние содержания оксида азота наблюдалось при сочетании А23187 и 5 мМ
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хлорида кальция. Во
всех случаях через 6—
24 ч после начала обра-
ботки проростков эк-
зогенным кальцием и
(или) кальциевым ио-
нофором содержание
NO несколько снижа-
лось, хотя абсолютные
значения превышали
контрольные показате-
ли.

Одним из основ-
ных источников образо-
вания NO в раститель-
ных клетках считается
реакция окислительно-
восстановительного пре-
вращения аргинина с
участием НАДФН и
молекулярного кисло-
рода, катализируемая
ферментом, подобным

NO-синтазе животных [20]. Для оценки его вклада в генерацию оксида
азота, индуцируемую экзогенным кальцием, использовали ингибитор-
ный анализ. Ингибитор фермента, подобного NO-синтазе животных (L-
NAME), сам по себе несколько снижал содержание оксида азота в тка-
нях корней и в значительной степени угнетал повышение количества
NO, вызываемое 50 мМ хлоридом кальция или комбинацией 5 мМ СаСl2
с 1 мкМ кальциевым ионофором А23187 (рис. 3). Часть пула оксида азо-
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Рис. 1. Выживаемость (%) проростков пшеницы после
повреждающего прогрева (10 мин при температуре 46 оС).
Здесь и на рис. 2:

1 — контроль; 2 — CaCl2 (0,5 мМ); 3 — CaCl2 (5 мМ); 4 — CaCl2
(50 мМ); 5 — А23187 (1 мкМ); 6 — CaCl2 (5 мМ) + А23187 (1 мкМ)

Рис. 2. Динамика содержания оксида азота (нмоль/г сырого вещества) в корнях пророст-
ков пшеницы при действии экзогенного кальция и кальциевого ионофора



та в растительных клет-
ках может образовы-
ваться за счет активно-
сти нитратредуктазы
[22]. Однако в наших
экспериментах проро-
стки выращивали в от-
сутствие специального
азотного питания, а
нитратредуктаза, как
известно, относится к
ферментам, синтез ко-
торых индуцируется
субстратом. Ранее с ис-
пользованием ингиби-
тора нитратредуктазы
вольфрамата натрия
нами было показано,
что вклад этого фер-
мента в синтез оксида
азота в корнях проро-
стков пшеницы при их
выращивании на воде
сравнительно неболь-
шой [3].

Если оксид азота
является посредником
в трансдукции сигнала,
вызываемого экзогенным кальцием или кальциевым ионофором и акти-
вирующего защитные реакции клеток проростков, то их обработка ин-
гибитором синтеза NO
L-NAME должна пре-
пятствовать развитию
теплоустойчивости. И
действительно, в на-
ших экспериментах
предобработка корней
интактных проростков
ингибитором L-NAME
в значительной степе-
ни препятствовала раз-
витию их теплоустой-
чивости, вызываемому
обработкой экзогенным
кальцием и (или) каль-
циевым ионофором
(рис. 4). О роли оксида
азота в индуцировании
теплоустойчивости рас-
тительных клеток также
свидетельствует поло-
жительное влияние на
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Рис. 3. Влияние экзогенного кальция, кальциевого ионо-
фора и ингибитора фермента, подобного NO-синтазе жи-
вотных (L-NAME), на содержание оксида азота в корнях
проростков пшеницы (нмоль/г сырого вещества). Здесь и
на рис. 4:

1 — контроль; 2 — L-NAME (2 мМ); 3 — CaCl2 (50 мМ); 4 — CaCl2
(50 мМ) + L-NAME (2 мМ); 5 — CaCl2 (5 мМ) + А23187 (1 мкМ);
6 — CaCl2 (5 мМ) + А23187 (1 мкМ) + L-NAME (2 мМ).
П р и м е ч а н и е. Содержание NO определяли через 1 ч после
начала инкубации на растворах СаСl2 и А23187. В вариантах с
комбинированной обработкой L-NAME добавляли за 2 ч до вне-
сения СаСl2 и А23187

Рис. 4. Влияние экзогенного кальция, кальциевого ионо-
фора и ингибитора фермента, подобного NO-синтазе жи-
вотных (L-NAME), на выживание (%) проростков пше-
ницы после повреждающего прогрева (10 мин при
температуре 46 °С)



теплоустойчивость проростков пшеницы донора оксида азота нитро-
пруссида натрия, показанное ранее [2].

Однако следует отметить, что в наших экспериментах L-NAME,
снижая при сочетании с действием кальция и (или) кальциевого ионо-
фора их положительный эффект, сам по себе немного, но достоверно
(р < 0,05) повышал теплоустойчивость проростков пшеницы (см. рис. 4).
Этот эффект ингибитора фермента, подобного NO-синтазе животных,
объяснить без специальных исследований сложно. Возможно, что ис-
ключение из сигнальной сети такого посредника, как NO, само по себе
является стресс-фактором, активирующим некоторые защитные систе-
мы растения, в частности антиоксидантную [24].

Итак, есть основания полагать, что оксид азота как сигнальный
посредник задействован в процессах развития теплоустойчивости, инду-
цированных изменением кальциевого гомеостаза. При этом одним из
ключевых энзимов, обеспечивающих стимулируемое кальцием образова-
ние оксида азота, по-видимому, является фермент, подобный NO-син-
тазе животных.

Отмечая роль оксида азота как посредника, задействованного в по-
вышении теплоустойчивости проростков, вызываемом экзогенным каль-
цием и (или) кальциевым ионофором, следует подчеркнуть, что эффек-
ты NO как компонента сигнальной цепи также могут реализоваться с
участием кальция. Ранее нами было показано, что повышение теплоус-
тойчивости отрезков колеоптилей пшеницы, вызываемое донором NO, в
значительной степени нивелировалось блокатором кальциевых каналов
разных типов — хлоридом лантана и антагонистом кальмодулина хлор-
промазином [4]. Как уже отмечалось, оксид азота, активируя ферменты,
катализирующие образование цГМФ и цАДФ-рибозы, может способст-
вовать открыванию внутриклеточных кальциевых каналов и формирова-
нию определенных кальциевых сигналов [10, 20]. Таким образом, мож-
но предположить, что кальций как сигнальный посредник может
находиться сразу на разных участках сигнальных цепей, задействован-
ных в процессах индуцирования устойчивости растений к абиотическим
стрессорам. Не исключено, что и другие сигнальные посредники, в ча-
стности NO, также могут одновременно действовать на разных участках
сигнальной сети. Высказанные предположения выходят за рамки полу-
ченного экспериментального материала и могут быть предметом специ-
альных исследований.
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ВПЛИВ ЗМІН КАЛЬЦІЄВОГО ГОМЕОСТАЗУ НА ВМІСТ ОКСИДУ АЗОТУ
В КОРЕНЯХ ПРОРОСТКІВ ПШЕНИЦІ ТА ЇХ ТЕПЛОСТІЙКІСТЬ

Ю.В. Карпець, Ю.Є. Колупаєв

Харківський національний аграрний університет ім. В.В. Докучаєва

Досліджували вплив екзогенного кальцію (СаСl2) і кальцієвого іонофору А23187 на вміст
оксиду азоту (NO) в коренях етіольованих проростків пшениці (Triticum aestivum L.) та їх
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теплостійкість. Обробка проростків хлоридом кальцію концентраціями 5 і 50 мМ, іонофо-
ром А23187 концентрацією 1 мкМ й особливо комбінацією 5 мМ СаСl2 з 1 мкМ А23187
спричинювала транзиторне збільшення вмісту NO в коренях із максимумом через 1—2 год
після початку обробки. Ці самі впливи індукували підвищення стійкості проростків до уш-
коджувального прогрівання. Ефекти посилення генерування NO, спричинювані екзоген-
ним кальцієм і кальцієвим іонофором, значною мірою пригнічувались інгібітором фермен-
ту, подібного до NO-синтази тварин — L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester).
Обробка проростків L-NAME також перешкоджала розвитку їх теплостійкості, спричиню-
ваному дією кальцію та (або) іонофору А23187. Зроблено висновок про роль оксиду азоту
в розвитку теплостійкості проростків пшениці, індукованому зміною їх кальцієвого гомео-
стазу.

INFLUENCE OF CHANGES OF CALCIUM HOMEOSTASIS ON NITRIC OXIDE
CONTENT IN ROOTS OF WHEAT SEEDLINGS AND THEIR HEAT RESISTANCE

Yu.V. Karpets, Yu.E. Kolupaev

V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University
p/o «Kommunist-1», Kharkiv, 62483, Ukraine

The influence of exogenous calcium (CaCl2) and calcium ionophore A23187 on the nitric oxide
(NO) content in roots of etiolated seedlings of wheat (Triticum aestivum L.) and their heat resist-
ance have been investigated. Treatment of seedlings with the calcium chloride in concentration of
5 and 50 mM, ionophore A23187 in concentration of 1 M, and especially with the combination
of 5 mM CaCl2 and 1 M A23187 invoked the transitional increase of NO content in roots with
the maximum within 1—2 hours after the treatment beginning. The same influences induced the
rising of resistance of seedlings to the damaging heating. The effects of intensifying of NO gener-
ation, invoked by the exogenous calcium and calcium ionophore, were substantially suppressed
with L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester; the inhibitor of enzyme, similar to animals
NO-synthase). Treatment of seedlings with L-NAME also prevented the development of their heat
resistance, caused by the influence of calcium and (or) ionophore A23187. The conclusion about
the nitric oxide role in development of heat resistance of wheat seedlings, induced by the change
of their calcium homeostasis was made.

Key words: Triticum aestivum L., calcium, nitric oxide, heat resistance.
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