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Показано, что обработка корней интактных проростков пшеницы (Triticum aestivum L.) L-аргинином и ни-
тратом натрия вызывает увеличение в них содержания оксида азота (NO) и повышает устойчивость к по-
вреждающему прогреву. Аргининзависимое увеличение содержания NO угнетается предобработкой корней 
ингибитором NO-синтазы L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester), а нитратзависимое — ингибитором 
нитратредуктазы вольфраматом натрия. Указанные ингибиторы устраняют и положительное влияние 
экзогенных L-аргинина и нитрата на теплоустойчивость проростков, что свидетельствует о связи такого 
влияния с процессом синтеза NO. При комбинированной обработке проростков L-аргинином и нитратом их 
влияние на содержание NO в корнях и развитие теплоустойчивости проростков нивелируется. Вызывае-
мое L-аргинином угнетение нитратзависимого образования NO в корнях проростков частично снимается 
ингибитором NO-синтазы L-NAME. Таким образом, впервые получены данные об антагонизме аргинин- и 
нитратзависимого путей синтеза NO в растительных клетках.
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Оксид азота (NO) является важным участником сигналинга в клетках растений [1—3]. Он 
задействован в трансдукции в генетический аппарат сигналов, необходимых для активации 
защитных реакций растений против биотических и абиотических стрессов, в том числе к 
гипертермии [4]. Различные доноры NO способны индуцировать устойчивость растений к 
неблагоприятным факторам внешней среды [5, 6].

В то же время представления об образовании NO у растений остаются предметом дис-
куссий [7]. Основными считают L-аргинин- и нитрат/нитритзависимые пути [8]. Предпо-
лагается, что аргининзависимый путь синтеза NO аналогичен тому, который реализуется в 
клетках животных. Однако к настоящему времени гомологи NO-синтазы животных выяв-
лены только у зеленых водорослей, но не у высших растений [9]. Вместе с тем есть основа-
ния полагать, что у высших растений имеются белки, которые могут генерировать NO, ис-

© Ю.В. Карпец, Ю.Е. Колупаев, А.П. Дмитриев, 2017



78 ISSN 1025-6415. Dopov. Nac. acad. nauk Ukr. 2017. № 7

Ю.В. Карпец, Ю.Е. Колупаев, А.П. Дмитриев

пользуя в качестве субстрата L-аргинин. Эта реакция, как и катализируемая NO-синтазой 
животных, происходит при наличии НАДФ•H, ФМН, ФАД, кальмодулина и ионов каль-
ция [10]. В пользу существования у растений аргининзависимого образования NO свиде-
тельствуют данные об угнетении его синтеза и некоторых NO-зависимых процессов с по-
мощью ингибиторов NO-синтазы животных [11]. Кроме того, в последние годы получены 
экспериментальные данные о значительном (возможно, доминирующем) вкладе в синтез 
NO пути восстановления нитратов с участием нитратредуктазы [7, 12].

При исследовании NO-зависимых адаптивных процессов у растений в качестве донора 
NO обычно используют нитропруссид натрия [5]. В то же время экзогенное действие та-
ких естественных источников оксида азота, как L-аргинин и нитрат, на содержание NO в 
растительных тканях и их устойчивость к стрессорам остается малоисследованным, что не 
позволяет оценить вклад каждого из этих путей в формирование адаптивных реакций рас-
тений. Совсем неясно — как взаимодействуют между собой два основных пути синтеза NO 
и как это взаимодействие отражается на формировании NO-индуцированной устойчивости 
растений.

Наша цель — исследовать раздельное и комбинированное влияние L-аргинина и ни-
трата натрия на эндогенное содержание NO в корнях проростков пшеницы и развитие их 
устойчивости к повреждающему прогреву. 

Материалы и методы. Объектом исследования служили этиолированные проростки 
мягкой озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Досконала, выращенные при 22 °С на 
очищенной водопроводной воде.

В среду инкубации корней добавляли L-аргинин в конечных концентрациях диапазона 
0,2—20 мМ или нитрат натрия (1—50 мМ), и выдерживали проростки на указанной среде в 
течение 24 ч.

При исследовании эффектов ингибиторов NO-синтазы L-NAME (NG-nitro-L-arginine 
methyl ester, 5 мМ) и нитратредуктазы вольфрамата натрия (5 мМ) инкубация корней в 
растворах этих соединений составляла 26 ч. При оценке сочетанного действия доноров NO 
и указанных ингибиторов последние добавляли в среду инкубации проростков за 2 ч до 
внесения в нее L-аргинина или нитрата. Концентрации L-NAME и вольфрамата натрия вы-
бирали на основании предварительных опытов.

В отдельной серии экспериментов изучали комбинированное действие L-аргинина и 
нитрата, а также комбинаций валина, аспарагина и аргинина с нитратом на содержание NO 
в корнях проростков пшеницы и их теплоустойчивость.

Для определения теплоустойчивости проростков их подвергали повреждающему про-
греву в водяном ультратермостате при 46,0 ± 0,1 °С в течение 10 мин. После этого проростки 
всех вариантов переносили на очищенную водопроводную воду. Через 4 суток после воздей-
ствия повреждающего прогрева оценивали относительное количество выживших пророст-
ков [4]. Содержание NO в корнях проростков анализировали с использованием реактива 
Грисса [4].

Эксперименты воспроизводили независимо три раза при трехкратной повторности в 
пределах каждого отдельного опыта. На рисунках приведены средние значения и их стан-
дартные ошибки. Кроме случаев, оговоренных специально, обсуждаются эффекты, досто-
верные при P  0,05.
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Рис. 1. Концентрационная зависи-
мость влияния L-аргинина и нитрата 
на выживание проростков пшеницы 
(%) после повреждающего прогрева 
(46 °C, 10 мин)

Результаты исследований и их обсуждение. Инкубация проростков пшеницы на рас-
творах L-аргинина в концентрациях 1, 5 и 20 мМ вызывала заметное повышение их тепло-
устойчивости (рис. 1). В более низкой концентрации эта аминокислота не оказывала суще-
ственного влияния на выживание проростков после повреждающего прогрева. Под влияни-
ем нитрата в достаточно широком диапазоне концентраций (5—50 мМ) также происходило 
повышение устойчивости проростков к гипертермии (см. рис. 1).

Ранее нами было показано, что индуцируемые действием стрессоров или доноров NO 
изменения NO-гомеостаза в корнях проявлялись более заметно, чем в побегах проростков 
пшеницы [4, 13]. В связи с этим оценивали влияние экзогенных L-аргинина и нитрата как 
возможных индукторов образования NO на его содержание в корнях. 

В контрольном варианте количество NO в корнях в течение эксперимента существенно 
не изменялось (таблица). Под влиянием 5 и 20 мМ L-аргинина через 30 мин после начала 
обработки содержание NO в корнях достоверно повышалось, затем уменьшалось, а через 
24 ч после обработки становилось даже ниже, чем в контроле.

При обработке нитратом в концентрациях 20 и 50 мМ содержание NO в корнях суще-
ственно повышалось уже через 15 мин (см. таблицу). Максимальное влияние нитрата на 
содержание NO в корнях наблюдалось через 2 ч после начала обработки, через 24 ч этот 
эффект заметно уменьшался, однако абсолютные значения содержания NO в корнях с об-
работкой нитратом превышали контроль.

Динамика содержания NO в корнях проростков пшеницы

Вариант
Время

15 мин 30 мин 2 ч 4 ч 24 ч

Контроль 61,6 ± 2,0 63,4 ± 2,6 59,8 ± 2,8 60,4 ± 2,3 64,2 ± 2,2

L-аргинин 
5 мМ
20 мМ

66,8 ± 2,2
69,8 ± 1,8

77,0 ± 2,5
78,7 ± 2,8

67,8 ± 3.4
69,6 ± 3,2

60,6 ± 2,0
64,4 ± 1,8

58,0 ± 2,5
52,0 ± 2,0

Нитрат 
20 мМ
50 мМ

91,0 ± 2,5
99,0 ± 2,0

108,9 ± 3,0
141 ± 4,8

170 ± 6,2
204 ± 7,4

152 ± 2,6
167 ± 5,2

104 ± 3,8
82,4 ± 2,2
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Под влиянием ингибитора NO-синтазы животных L-NAME отмечалась тенденция к 
незначительному снижению содержания NO в корнях проростков, при этом практически 
полностью нивелировалось повышение содержания NO, вызываемое обработкой пророст-
ков L-аргинином (рис. 2, а).

Ингибитор нитратредуктазы вольфрамат натрия вызывал уменьшение содержания 
NO в корнях проростков и полностью снимал эффект увеличения количества NO, инду-
цированный обработкой корней нитратом (см. рис. 2). В связи с этим можно полагать, что 
нитрат индуцируемое увеличение содержания NO в корнях проростков обусловлено повы-
шением активности нитратредуктазы.

Обработка корней проростков ингибитором NO-синтазы животных L-NAME вызывала 
небольшое повышение их теплоустойчивости (рис. 2, б). При этом, однако, под влиянием 
L-NAME заметно уменьшалось положительное влияние L-аргинина на выживание про-
ростков после теплового стресса. Похожие эффекты наблюдались при изучении влияния 
экзогенного L-аргинина на холодоустойчивость фисташки: положительное влияние амино-
кислоты устранялось обработкой молодых растений L-NAME [6].

Под влиянием вольфрамата отмечалась тенденция к небольшому увеличению тепло-
ус тойчивости проростков пшеницы. В то же время этот ингибитор нитратредуктазы суще-
ственно снижал положительное влияние нитрата на теплоустойчивость проростков.

При обработке корней проростков PTIO их теплоустойчивость немного повышалась 
(см. рис. 2, б). При этом скавенджер NO значительно уменьшал положительное влияние на 
теплоустойчивость обработки проростков как L-аргинином, так и нитратом. В связи с этим 
есть основания полагать, что индуцирование теплоустойчивости проростков L-аргинином 
и нитратом обусловлено их действием именно как доноров NO.

Ингибирование стимулируемого экзогенным L-аргинином повышения содержания NO 
в корнях действием L-NAME позволяет полагать, что данный эффект обусловлен функ-
ционированием ферментной системы, подобной NO-синтазе животных. С другой стороны, 
нитратстимулируемое повышение содержания NO подавлялось ингибитором нитратредук-
тазы вольфраматом, что указывает на роль нитратредуктазы в образовании NO в раститель-
ных клетках при обработке нитратом.

Как уже отмечалось, возможное функциональное взаимодействие L-аргинина и нитрата 
как потенциальных источников NO в растительных клетках до сих пор не изучалось. В связи 
с этим исследовали влияние обработки проростков L-аргинином и нитратом на содержание в 
них NO и их теплоустойчивость. Оказалось, что L-аргинин значительно уменьшал индуциро-
ванное нитратом повышение содержания NO в корнях (рис. 3, а). В то же время другие амино-
кислоты (валин и аспарагин) практически не влияли на содержание NO в корнях проростков, 
обработанных нитратом, что свидетельствует о специфичности действия L-аргинина.

При совместной обработке корней L-аргинином и нитратом теплоустойчивость про-
ростков не отличалась от значений контроля (см. рис. 3, б). Иными словами, эти соединения 
нивелировали положительное действие друг друга как на содержание NO в корнях, так и 
на теплоустойчивость проростков пшеницы. Другие аминокислоты (валин и аспарагин) не 
влияли на индуцируемое нитратом повышение теплоустойчивости проростков пшеницы. 
Это позволяет полагать, что антагонизм влияния экзогенных L-аргинина и нитрата на те-
плоустойчивость проростков пшеницы обусловлен взаимным угнетением образования NO.
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Рис. 3. Комбинированное влияние нитрата и аминокислот на содержание NO (нмоль/г сырой массы) в 
корнях проростков (а) и их выживание (%) (б) после повреждающего прогрева (46 °C, 10 мин): 1 — конт-
роль; 2 — L-аргинин (5 мМ); 3 — нитрат (20 мМ); 4 — L-аргинин (5 мМ) + нитрат (20 мМ); 5 — валин 
(5 мМ); 6 — нитрат (20 мМ) + валин (5 мМ); 7 — аспарагин (5 мМ); 8 — аспарагин (5 мМ) + нитрат 
(20 мМ)

Рис. 2. Влияние L-NAME на аргининзависимое и вольфрамата на нитратзависимое образование NO в 
корнях пшеницы (нмоль/г сырой массы) (а) и влияние L-аргинина, L-NAME, нитрата, вольфрамата и 
PTIO на выживание (%) проростков пшеницы после повреждающего прогрева (46 °C, 10 мин) (б): 1 — 
контроль; 2 — L-аргинин (5 мМ); 3 — L-NAME (5 мМ); 4 — L-аргинин (5 мМ) + L-NAME (5 мМ); 5 — ни-
трат (20 мМ); 6 — вольфрамат (5 мМ); 7 — нитрат (20 мМ) + вольфрамат (5 мМ); 8 — PTIO (100 мкМ); 
9 — L-аргинин (5 мМ) + PTIO (100 мкМ); 10 — нитрат (20 мМ) + PTIO (100 мкМ)

Рис. 4. Содержание NO (нмоль/г сырой массы) в корнях 
проростков пшеницы при действии комбинации нитра-
та, L-аргинина и L-NAME: 1 — контроль; 2 — нитрат 
(20 мМ); 3 — L-аргинин (5 мМ) + нитрат (20 мМ); 4 — 
L-аргинин (5 мМ) + нитрат (20 мМ) + L-NAME (5 мМ)
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Примечательно, что ингибирующее влияние L-аргинина на нитратстимулируемое обра-
зование NO уменьшалось при обработке проростков ингибитором NO-синтазы животных 
L-NAME (рис. 4). Эти результаты согласуются с данными работы E.P. Rosales и соавт. [14], в 
которой показано стимулирующее влияние L-NAME на активность нитратредуктазы.

В целом полученные нами результаты указывают на функционирование в корнях пше-
ницы, по крайней мере, двух путей образования NO — зависимых от L-аргинина и нитрата. 
По-видимому, вклад второго пути в определенных экспериментальных условиях количе-
ственно более существенный (см. таблицу). В то же время экзогенный L-аргинин может 
не только индуцировать образование NO в корнях проростков, хотя и в меньшей степени, 
чем нитрат (см. таблицу), но и вызывать подавление нитратзависимого образования NO 
(см. рис. 3).

Есть основания полагать, что повышение содержания NO в корнях пшеницы, вызывае-
мое экзогенными как L-аргинином, так и нитратом, индуцирует развитие теплоустойчиво-
сти проростков. О связанном с образованием NO действии нитрата и аргинина на тепло-
устойчивость проростков свидетельствует снятие их эффектов ингибиторами NO-син та зы, 
нитратредуктазы и скавенджером оксида азота (см. рис. 2, б).

Выявленные впервые нами эффекты антагонизма экзогенных L-аргинина и нитрата как 
источников NO и индукторов развития теплоустойчивости растительных клеток требуют 
дальнейших исследований. Следует также отметить, что повышение теплоустойчивости 
растительных объектов может вызывать не только их обработка потенциальными доно-
рами NO, но и соединениями, угнетающими его образование (ингибиторы NO-синтазы и 
нитратредуктазы), а также его скавенджером РТIО (см. рис. 2, б). Ранее в работе S.A. Vital 
и соавт. [15] и в наших исследованиях [4] были показаны эффекты индуцирования антиок-
сидантной системы растений не только донорами, но и антагонистами NO. Эти результаты 
в совокупности с приведенными в настоящей работе данными о возможном антагонизме 
разных путей синтеза NO свидетельствуют как о наличии в растительных клетках сложной 
системы регуляции образования NO, так и о неоднозначном (положительном и отрицатель-
ном) влиянии изменений содержания NO на функционирование протекторных систем и 
устойчивость растений, механизмы которого еще предстоит исследовать.
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ІНДУКУВАННЯ СИНТЕЗУ NO В КОРЕНЯХ ПРОРОСТКІВ ПШЕНИЦІ 
І РОЗВИТКУ ЇХ ТЕПЛОСТІЙКОСТІ ЕКЗОГЕННИМИ L-АРГІНІНОМ І НІТРАТОМ

Показано, що обробка коренів інтактних проростків пшениці (Triticum aestivum L.) L-аргініном і нітратом 
натрію спричиняє збільшення в них вмісту оксиду азоту (NO) і підвищує стійкість до ушкоджуючого про-
гріву. Аргінінзалежне збільшення вмісту NO пригнічується передобробкою коренів інгібітором NO-син та-
зи L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester), а нітратзалежне — інгібітором нітратредуктази вольфрама-
том натрію. Ці інгібітори усувають і позитивний вплив екзогенних L-аргініну і нітрату на теплостійкість 
проростків, що свідчить про зв'язок такого впливу з процесом синтезу NO. При комбінованій обробці про-
ростків L-аргініном і нітратом їх вплив на вміст оксиду азоту в коренях і розвиток теплостійкості пророс-
тків нівелюється. Спричинюване L-аргініном пригнічення нітратзалежного утворення NO в коренях про-
ростків частково знімається інгібітором NO-синтази L-NAME. Таким чином, вперше отримані дані про 
антагонізм аргінін- і нітратзалежного шляхів синтезу NO в рослинних клітинах.

Ключові слова: Triticum aestivum, оксид азоту, L-аргінін, нітрат, NO-синтаза, нітратредуктаза, тепло-
стійкість.
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INDUCTION OF NO SYNTHESIS IN ROOTS OF WHEAT PLANTLETS AND DEVELOPMENT
OF THEIR HEAT RESISTANCE BY EXOGENOUS L-ARGININE AND NITRATE

The treatment of roots of intact plantlets of wheat (Triticum aestivum L.) with L-arginine and sodium nitrate 
caused an increase of the content of nitric oxide (NO) in them and raised the resistance to the damaging heating. 
The arginine-dependent increase of the NO content was suppressed by the pretreatment of roots with NO-syn-
thase inhibitor L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester), and the nitrate-dependent onе — with nitrate re-
ductase inhibitor, sodium tungstate. These inhibitors eliminated also the positive influence of exogenous L-argi-
nine and nitrate on the heat resistance of plantlets that confirms the crosstalk of such influence with the process 
of nitric oxide synthesis. At the combined treatment of plantlets with L-arginine and nitrate, their influence on 
the content of nitric oxide in roots and the development of the heat resistance of plantlets was leveled. The op-
pression of the nitrate-dependent formation of nitric oxide in plantlets roots, caused by L-arginine, was partially 
removed by NO-synthase inhibitor L-NAME. Thus, the data on the antagonism of the arginine- and nitrate-de-
pendent pathways of nitric oxide synthesis in plant cells are obtained for the first time.

Keywords: Triticum aestivum, nitric oxide, L-arginine, nitrate, NO-synthase, nitrate reductase, heat resistance.


