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Введение

Из фундаментальных наук, призванных формировать высококвалифицированных специалистов, особая роль принадлежит физиологии растений.


Физиология растений - раздел ботаники, который занимается изучением метаболических систем, составляющих основу жизнедеятельности растительного организма и обеспечивающих его существование в разнообразных условиях среды.


Жизнь растительного организма протекает в постоянном взаимодействии с факторами внешней среды. И эти взаимодействия могут существенно модифицировать развитие растения, ухудшать его физиологическое состояние и потенцию к воспроизведению.


Эволюция выработала множество механизмов, которые позволяют растению преодолеть неблагоприятные воздействия и сохранить потенциал размножения и распространения.


В данной работе на современном уровне дано описание физиологических функций и механизмов их регуляции в онтогенезе целого растения и его взаимодействии с факторами среды. Действие каждого стресс-фактора рассматривается как с позиции его повреждающего эффекта, который стрессор оказывает на растение, так и с точки зрения ответных реакций растительного организма, направленных преодолевать или избегать неблагоприятных воздействий. Повреждающие эффекты и механизмы адаптации образуют сложную систему, включающую изменения функциональной организации растения от молекулярного уровня до уровня целого организма.

Уникальной особенностью высших растений является их способность синтезировать огромное количество вторичных метаболитов – разнообразных, сравнительно низкомолекулярных соединений, обладающих, как правило, биологической активностью и обеспечивающих особый химический тип взаимодействия организмов в сообществах. Этот интереснейший аспект физиологии растений, включающий изучение фитохимии вторичных метаболитов, характеристик основных классов, путей их биосинтеза и энзимологии, вскрывает механизмы чрезвычайно высокой гибкости систем коммуникации, выживания  и приспособления растений.

Физиология вторичного метаболизма, анализ временной и пространственной организации их синтеза и накопления, а также анализ их функций в интактном растении значительно расширяют представление об адаптивных возможностях растений и возможностях саморегуляции онтогенетических событий.

Список рекомендуемой литературы:
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3. Чиркова Т.В. Физиологические основы устойчивости растений. - СПб.: Изд во-Санкт-Петербургского университета, 2002.

1. Механизмы устойчивости растений
1.1 Стратегии приспособления растений к действию стрессоров

Растения часто подвергаются действию стрессоров - неблагоприятных факторов окружающей среды. Состояние, в котором находится растение под действием того или иного стрессора, называется стрессом. Стрессоры бывают биотического и абиотического происхождения. К биотическим стрессорам относятся патогены - болезнетворные грибы, бактерии и вирусы, а также растительноядные насекомые. Стрессоры абиотической природы - это недостаток влаги (засуха), экстремальные температуры (высокие и низкие), высокое содержание в почве ионов (почвенное засоление), гипоксия (недостаток кислорода), очень высокая или очень низкая освещенность, ультрафиолетовая радиация, повышенное содержание токсичных газов (SO2, NO2, О3) в атмосфере и ряд других. Под устойчивостью понимают способность растений coxранять постоянство внутренней среды (поддерживать гомеостаз) и осуществлять жизненный цикл в условиях действия стрессоров.
Наиболее общим проявлением действия стрессоров является подавление роста и развития растений, а на уровне фитоценозов - снижение продуктивности. Стрессоры приводят к уменьшению скорости роста до уровня более низкого, чем уровень, обусловленный генетическим потенциалом растения. Силу вредного действия различных стрессоров можно оценить, если сравнить рекордные урожай сельскохозяйственных культур со средними урожаями, рассчитанными за много лет. Если рекордный урожай принять как продуктивность культуры в идеальных условиях (100 %), то потери от стрессоров в мире составят от 65 до 87 % в зависимости от культуры. Случается, что несколько стрессоров действуют в комбинации друг с другом, и тогда их вредное действие усиливается. Например, действие засухи часто сочетается с действием высоких температур.
Явления, которые наблюдаются в растениях при действии стрессоров, могут быть разделены на две категории: 1) повреждения, проявляющиеся на paзличных уровнях структурной и функциональной организации растения, например денатурация белковых молекул, нарушения метаболизма и торможение роста растяжением при обезвоживании клеток в условиях засухи или почвенного засоления; 2) ответные реакции, позволяющие растениям приспосабливаться к новым стрессовым условиям, они затрагивают изменения в экспрессии генов, метаболизме, физиологических функциях и гомеостазе. Совокупность такого рода реакций называется акклимацией. В процессе акклимации растение приобретает устойчивость к действию стрессора. Акклимация происходит при жизни организма и не наследуется. Вместе с тем она осуществляется на основе  тех возможностей, которые заложены в генотипе, т.е. в пределах нормы реакции - наследственно обусловленной амплитуды возможных изменений в реализации генотипа. Примером акклимации растений является закаливание. Некоторые растения, в частности озимые злаки, приобретают способность переживать низкие отрицательные температуры в зимний период, так как осенью подвергаются закаливанию - действию низких положительных и близких к 00С отрицательных температур. Биохимические изменения в тканях, происходящие осенью, придают озимым злакам способность переживать морозы. Если  же осень была теплой, то озимые злаки зимой вымерзают.
Важную роль в устойчивости растений к действию стрессоров играют адаптации. В отличие от акклимации адаптация - наследственно закрепленный конститутивный признак, присутствующий в растении независимо от того, находится оно или нет в стрессовых условиях. Адаптации делают популяцию организмов приспособленной к соответствующим условиям окружающей среды. Пример адаптации растений к засухе - морфологические ocoбенности суккулентов, в частности кактусов. Мясистый стебель, листья, превращенные в иголки, незначительное число устьиц, глубоко погруженных в ткань, толстая кутикула и ряд других признаков позволяют кактусам осуществлять жизненный цикл в режиме экономии влаги и таким образом выживать в условиях засушливого климата. Адаптации проявляются также на биохимическом уровне - это, например, биосинтез стероидных псевдоалкалоидов (гликоалкалой​дов) у некоторых видов пасленовых, в частности у картофеля (Solanum tuberosum), токсичных для травоядных животных и насекомых-фитофагов. Биосинтез гликоалкалои​дов - конститутивный признак этих растений, сформировавшийся в процессе эволюции как защита от поедания.
Защитные механизмы как конститутивные (адаптации), так и формирующиеся в ходе акклимации, могут быть разделены на две основные категории.
1.Механизмы избежания. Они дают возможность растениям избегать действия стрессоров. Ярким примером таких механизмов служит поглощение воды глубоко проникающей в грунт корневой системой растений. У некоторых ксерофитов (растений засушливых мест обитания), например у черного саксаула (Нaloxylon ammodendron), длина корневой системы достигает нескольких десятков метров, что позволяет растению использовать грунтовую воду и не испытывать недостатка влаги в условиях почвенной и атмосферной засухи. К этой же категории относятся механизмы ионного гомеостатирования цитоплазмы у растений, устойчивых к почвенному засолению. Способность поддерживать низкие концентрации Na+ и CI- в цитоплазме при почвенном засолении дает возможность этим растениям избегать токсического действия ионов на цитоплазматические биополимеры.
2. Механизмы резистентности (выносливости). Посредством этих механизмов растения, не избегая действия стрессора, переживают стрессовые условия. К таким механизмам относится, в частности, биосинтез нескольких изоферментов, осуществляющих катализ одной и той же реакции, при этом каждая изоформа обладает необходимыми каталитическими свойствами в относительно узком диапазоне некоторого параметра окружающей среды, например температуры. Весь набор изоферментов в целом позволяет растению осуществлять реакцию в значительно более широком температурном диапазоне, чем это делал бы только один изофермент, и, следовательно, приспосабливаться к изменяющимся температурным условиям.
Изменения в метаболизме, физиологических функциях и ростовых процессах при стрессах связаны с изменениями в экспрессии генов. Ответ на действие стрессора происходит, если растение «распознает» стрессор на клеточном уровне. Распознавание стрессора, т.е. рецепция сигнала, приводит к активации пути передачи сигнала. Последний поступает в геном, индуцируя или подавляя синтез тех или иных белков. Связанные с экспрессией генов ответные реакции клеток на действие стрессора интегрируются в ответ целого растения, выражающийся в наиболее общем случае в ингибировании роста и развития растения и одновременно в повышении его устойчивости к действию стрессора.
Подавляющая часть клеточных механизмов устойчивости сформировалась на ранних этапах эволюции, поэтому защитные системы, проявляющиеся на клеточном уровне у высших растений, и защитные системы более примитивных организмов имеют общую основу. В связи с этим исследование механизмов устойчивости к действию стрессоров у бактерий, дрожжей и одноклеточных водорослей проливает свет и на клеточные механизмы устойчивости у высших растений. Значительная часть знаний о рецепции сигнала и путях его передачи, так же как и о клеточных механизмах устойчивости в целом, исследователи получили, опираясь на базовые работы, выполненные на бактериях Esherichia  coli и дрожжах Saccharomyces cerevisiae. Механизмы рецепции и пути передачи сигнала непосредственно у растений начинают изучаться только сейчас. Показано, что в регуляцию ответа растения на стрессорные воздействия вовлечены гормоны, особенно абсцизовая кислота (АБК), этилен и жасмоновая кислота. В ответ на действие стрессоров экспрессия некоторых генов усиливается, тогда как экспрессия других генов подавляется. Часто образуются новые белки, которые не обнаруживаются в клетках в нестрессовых условиях. Хотя значительная часть исследований сфокусирована на активации транскрипции генов, данные, полученные в последнее время, показывают, что образование продуктов стрессовых генов, а также активность этих продуктов в клетках peгулируется и на посттранскрипционном уровне. К таким механизмам относятся: активация трансляции, посттрансляционная стабилизация, изменение ферментативной активности уже синтезированных белков и др.
Контрольные вопросы:

1. Что понимают под устойчивостью растений?
2. Что называют стрессом?

3. Какие явления наблюдаются в растениях под действием стрессоров?


2. Устойчивость растений к водному дефициту

2.1 Водный дефицит

Растения испытывают водный дефицит, когда скорость транспирации превосходит скорость поглощения воды корневой системой. Такая ситуация возникает не только при засухе, но и в условиях почвенного засоления, а также при низких температурах. В двух последних случаях дегидратация является компонентом стрессов «неводной» природы и развивается в растениях, когда количество воды в почве чаще всего не ограничено, однако эта вода недоступна для растения. Например, при почвенном засолении вода не поглощается корневой системой из-за высокого осмотического давления (низкого водного потенциала) почвенного раствора.
Снижение содержания воды в клетках при водном дефиците и сопутствующее обезвоживанию увеличение концентрации ионов в цитоплазме вызывают различного рода нарушения в структуре и функциях биополимеров, в частности происходит денатурация белков и подавляется их ферментативная активность, изменяется структура липидного бислоя мембран и нарушает их целостность. Деструктивные изменения в мембранах в свою очередь приводят к
нарушению внутриклеточной компартментации веществ и подавлению электрогенеза. На клеточном уровне водный дефицит выражается в потере тургора. На уровне целого растения водный дефицит часто проявляется в обращении градиента водного потенциала в системе почва - корень - побег и ингибировании роста. Способность растения адекватно отвечать на водный дефицит и выживать в условиях водного дефицита зависит от эффективности защитных механизмов растения. Некоторые ответные реакции растения на водный дефицит могут наблюдаться уже через несколько секунд после начала действия стрессора. К ним относятся, например, изменения в фосфорилировании белков. Другие ответы требуют более длительного времени - от нескольких минут до нескольких часов, как в случае изменений в экспрессии генов.
В результате индукции механизмов устойчивости к водному дефициту растение становится способным пережить действие стрессора. Развитие устойчивости может быть результатом индукции как механизмов избежания, так и механизмов резистентности. Обе категории реакций, вовлеченные в процесс акклимации растений к водному дефициту, более детально рассмотрены ниже.
2.2 Понижение водного потенциала растительных клеток 

как стратегия избежания обезвоживания
Вода движется пассивно по градиенту водного потенциала ∆ψ из области, где водный потенциал выше, в прилегающую область, где он ниже.
Растение не может извлекать воду из почвы, если водный потенциал клеток корня ψкл выше водного потенциала почвы ψср. Для того чтобы вода передвигалась из почвы в клетки корня, ψкл должен быть доведен до более низкого уровня, чем ψср. Некоторые растения высокочувствительны к водному дефициту и завядают (теряют тургор), когда ψср становится слишком низким. Другие могут переносить засуху или высокие концентрации соли в почвенном растворе без очевидной потери тургора. Клетки засухоустойчивых и солеустойчивых растений способны снижать свой водный потенциал за счет повышения внутриклеточного осмотического давления πкл - процесса, получившего название осморегуляции. Повышение πкл осуществляется за счет увеличения суммарной концентрации осмотически активных веществ в клетках. Достигаемые при этом внутриклеточные осмолярности превосходят те, которые получаются в результате пассивного концентрирования веществ при дегидратации. Благодаря повышению πкл вода поступает в корни по градиенту потенциала. Процесс осморегуляции играет важнейшую роль в акклимации растений к засухе и почвенному засолению.
Так как осмотическое давление является функцией общего числа частиц, растворенных в данном объеме, в повышении πкл участвуют как низкомолеку​лярные органические соединения, так и неорганические ионы. Регуляция ос​мотического давления в цитоплазме клеток при водном и солевом стрессах осуществляется преимущественно за счет биосинтеза низкомолекулярных орга​нических соединений, которые получили название осмолитов, тогда как в вакуолярном компартменте главную роль в регуляции осмотического давления играет аккумуляция неорганических ионов.
2.3 Свойства и функции осмолитов
Осмолиты образуют сравнительно небольшую группу химически разнооб​разных низкомолекулярных органических соединений. Они хорошо раствори​мы в воде, нетоксичны и в отличие от неорганических ионов не вызывают изменений в метаболизме, отчего и получили свое второе название совмести​мых веществ (compatible solutes). Синтез и накопление осмолитов органиче​ской природы в цитоплазме клеток - широко распространенное явление в растительном мире, однако в распределении разных осмолитов по видам рас​тений наблюдаются значительные вариации. У совместимых веществ существует тенденция быть нейтральными при физиологических значениях рН. В цитоплазме они находятся в недиссоциированной форме либо к форме цвиттерионов т.е. молекул, несущих положительный и отрицательный заряды, которые пространственно разделены. Некоторые осмолиты являются амфифильными соединениями. Молекулы амфифильных веществ несут как неполярные (гидрофобные), так и полярные (гидрофильные) группы. К осмолитам относятся также некоторые полигидроксильные соединения.
 Общая функция осмолитов - участие в процессе осморегуляции. Многие неорганические ионы, такие, например,  как Na+ и СI-, в высоких концентрациях токсичны, поэтому не могут быть использованы растительной клеткой в регуляции осмотического давления цитоплазмы. В то же время совместимые с биополимерами осмолиты могут аккумулироваться в цитоплазме до концентраций в несколько сот микромоль на грамм без видимых токсических эффектов. Вследствие этого именно осмолиты, а не неорганические ионы клетка использует для регуляции осмотического давления цитоплазмы. Роль осмолитов особенно важна в условиях засухи и засоления, когда необходимо сконцентрировать в клетках осмотически активные вещества. Различия растений по устойчивости к дегидратации связаны со степенью эффективности у них систем биосинтеза осмолитов. Ксерофиты и галофиты - растения обитающие соответственно при низком содержании влаги в среде и на засоленных почвах, синтезируют осмолиты с более высокой скоростью и аккумулируют их в клет​ках до более высоких концентраций по сравнению с растениями, обитающи​ми в условиях нелимитированного водоснабжения и при отсутствии почвен​ного засоления.
В вакуолях, которые занимают приблизительно 90 % объема созревших кле​ток, осморегуляция осуществляется в основном путем аккумуляции неоргани​ческих ионов - К+, Na+ и СI-. За счет осмолитов достигается осмотическое равновесие цитозоля с вакуолями и всеми остальными органеллами клетки.
Наряду с осморегуляцией совместимые вещества выполняют еще одну, очень важную при дегидратации функцию. Эта функция может быть определена как защитная (протекторная) по отношению к цитоплазматическим биополиме​рам. Подчеркивая двойную функциональную роль осмолитов, их часто называ​ют осмопротекторами. К настоящему времени накопилось много эксперимен​тальных фактов, свидетельствующих об их защитных свойствах. Следует, однако, отметить, что доказательства защитного действия совместимых веществ получены в основном в экспериментах in vitro. Например, на препаратах из листьев растений показано, что глицин-бетаин предотвращает NaCl-индуци​рованную инактивацию рибулозобисфосфаткарбоксилазы и дестабилизацию выделяющего О2 комплекса фотосистемы II. 
Считается, что осмолиты не разрушают гидратные оболочки биополимеров. Ионы, например Na+ и СI-, могут проникать через гидратную оболочку и влиять на нековалентные связи, которые поддерживают структуру белковой молекулы. В отличие от Na+ и СI- осмолиты, такие, как пролин и глицин-бетаин, не проникают через гидратную оболочку и не вступают в прямой контакт с белком, но создают препятствие для разрушения ионами гидратной оболочки белка и его денатурации.
Некоторые низкомолекулярные органические соединения, синтез которых индуцируется стрессорным воздействием, образуются в клетках в количествах, явно недостаточных для выполнения осморегуляторной функции. Тем не ме​нее они играют важную роль при стрессах как протекторы биополимеров. К таким соединениям относятся диамин путресцин и образующиеся из него полиамины спермидин и спермин. Полиамины широко распространены в растениях. Они стимулируют реакции, вовлеченные в синтез ДНК, РНК и белков. Как поликатионы, полиамины обладают высоким сродством к биомо​лекулам, несущим отрицательные заряды, в частности к ДНК, РНК, фосфолипидам и кислым белкам, а также к анионным группам компонентов мемб​ран и клеточных стенок. В растениях полиамины вовлечены во многие физиологические процессы, включая клеточное деление, формирование цитоскелета, инициацию роста корней, эмбриогенез и созревание плодов.
Полиамины предотвращают повреждения биомолекул, вызываемые засухой, засолением, низкими температурами и озоном. Структуры ДНК, РНК, рибосом, а также мембран, находящихся в комплексе с полиаминами, стабилизируются. Снижая активности РНКаз и протеаз, увеличенные в стрессовых условиях, полиамины повышают точность считывания информации при синтезе белков и тормозят лизис клеточных структур.
Механизм стабилизирующего действия полиаминов может быть рассмотрен на примере ДНК, являющейся сильной многоосновной кислотой. Она полностью ионизирована при рН выше 4. При цитоплазматических значениях рН отрицательно заряженные фосфатные группы, расположенные на периферии двойной спирали, образуют ионные связи с положительно заряженными аминогруппами спермидина и спермина, что предохраняет ДНКот повреждений.
2.4 Биосинтез некоторых наиболее распространенных осмолитов
Пролин. Осмолит пролин широко распространен в растениях. Эта аминокислота может синтезироваться двумя путями, в которых исходным веществом для синтеза является либо глутамат, либо орнитин. Ключевой фермент глутаматзависимого пути сиитетаза ∆’-пирролин-5-карбоновой кислоты обладает двойной функцией. Сначала благодаря свойственной этому ферменту γ-глутамилкиназной активности происходит  АТФ-зависимое фосфорилирование L–глутамата. Образующийся L–глутамил-γ-фосфат превращается далее в γ-полуальдегид глутаминовой кислоты (ПАГ) с помощью этого же фермента, функционирующего как НАДФН–зависимая ПАГ-дегидрогеназа. Далее ПАГ подвергается спонтанной циклизации с образованием ∆’-пирролин–5–карбоновой кислоты (П5К), восстанавливающейся затем до пролина при участии НАДФН–зависимой П5К–редуктазы.
В орнитинзависимом пути биосинтез пролина из орнитина начинается с реакции переаминирования, катализируемой орнитин-α-аминотрансферазой. Образующаяся α-кето-δ-аминовалерьяновая кислота спонтанно превращается в ∆’-пирролин-2-карбоновую кислоту (П2К), которая далее с помощью П2К-редуктазы восстанавливается до пролина.
В катаболическом превращении пролина ключевую роль играет пролиндегидрогеназа, которая катализирует окисление пролина до ∆’-пирролин-5-карбоновой кислоты.
Глицин-бетаин образуется в клетках многих водорослей и высших растений. Метаболический путь биосинтеза глицин-бетаина обнаружен у всех исследованных представителей семейства маревые (Chenopodiaceae), однако в клетках растений других семейств глицин-бетаин синтезируется лишь у отдельных видов.
В отличие от пролина и других осмолитов, внутриклеточные концентрации которых регулируются путем баланса скоростей их синтеза и катаболизма, однажды образовавшийся глицин-бетаин не подвергается катаболическим превращениям. Считается, что внутриклеточные концентрации глицин-бетаина зависят от скорости его биосинтеза и скорости оттока через флоэму к растущим тканям.
Глицин-бетаин образуется в хлоропластах из холина. Процесс протекает в две стадии. Первый фермент, холинмонооксигеназа, катализирует окисление холина до бетаинальдегида, используя фотосинтетически восстановленный ферредоксин и молекулярный кислород. Второй фермент, бетаинальдегиддегидрогеназа, катализирует окисление бетаинальдегида до глицин-бетаина. Оба фермента выделены, очищены и получены клоны их кДНК. Как показали эксперименты с мечеными предшественниками глицин-бетаина, активность обоих ферментов увеличивается в несколько раз при повышении осмотического давления наружного раствора, при этом возрастают количества их транскриптов. При последующем снабжении растений пресной водой транскриптов снижается.
Холин, предшественник глицин-бетаина, образуется в разных неодинаково. В шпинате (Spinacia oleracea) и сахарной свекле (Веta vulgaris) синтез холина осуществляется путем метилирования этаноламинфосфата с образованием холинфосфата. Последний гидролизуется, образуя холин. В шпинате активность ферментов, вовлеченных в этот путь биосинтеза  холина, возрастает при повышении наружной концентрации соли. В ячмене (Hordeum vulgare) холин образуется через обмен фосфатидилхолина – фосфолипида, входящего в состав мембран.
Накопление глицин-бетаина в клетках способствует повышению засухо– и солеустойчивости растений. Растения, накапливающие глицин-бетаин при водном дефиците и солевом стрессе, поддерживают относительное содержание воды (ОСВ) и тургорное давление на более высоком уровне, а также осуществляют фотосинтез с большей скоростью, чем растения, не накапливающие его. Подавляющее большинство сельскохозяйственных культур не аккумулирует глицин-бетаин. Были сделаны попытки повысить засухо– и солеустойчивость ряда растений путем получения трансформантов с генами ферментов, отвечающих за биосинтез глицин-бетаина. Растения табака (Nicotiana tabacum), трансформированные геном бактериальной холиндегидрогеназы, отвечающей за превращение холина в бетаин-альдегид, демонстрировали более высокую скорость роста при солевом стрессе, чем исходные растения.
Маннитол. Многоатомный спирт маннитол представляет собой восстановленную форму сахара маннозы. Он встречается у многих растений, а у некоторых из них на его долю приходится большая часть всех углеводов, образующихся при фотосинтезе. Концентрации маннитола возрастают в клетках в ответ на гиперосмотический шок. В отличие от глицин-бетаина содержание маннитола в клетках регулируется не только скоростью его биосинтеза, но и активностью ферментов, которые отвечают за утилизацию маннитола, а также ферментов, осуществляющих его катаболизм. Например, у злаков осмотический шок приводит к снижению активности НАД+-зависимой маннитолдегидрогеназы – фермента, окисляющего маннитол.
В условиях осмотического стресса три фермента осуществляют превращение интермедиата цикла Кальвина и гликолиза – фруктозо-6-фосфата – в манитол. Фруктозо-6-фосфат с помощью маннозо-6-фосфатизомеразы превращается в маннозо-6-фосфат, который затем восстанавливается до маннитол-1-фосфата НАДФН-зависимой маннозо-6-фосфатредуктазой. Маннитол-1-фосфат дефосфорилируется при уча​стии маннитол-1-фосфатфосфатазы, превращаясь в маннитол.

Превращение маннитола во фруктозо-6-фосфат в катаболической ветви цикла в ответ на повышение наружного осмотического давления происходит с учас​тием двух ферментов: НАД+ - зависимая маннитолдегидрогеназа окисляет ман​нитол до фруктозы, а фруктокиназа катализирует образование фруктозо-6-фосфата из фруктозы.

Растения табака и арабидопсиса (Arabidopsis thaliana), чувствительные к ос​мотическому шоку, были трансформированы геном из Е. coli, отвечающим за превращение фруктозо-6-фосфата в маннитол-1-фосфат. Трансформированные растения накапливали маннитол, который обычно они не содержат, и демон​стрировали более высокую устойчивость к осмотическому шоку, чем нетрансформированные растения. Семена аккумулирующих маннитол трансгенных растений арабидопсиса были способны прорастать в присутствии соли.

Пинитол. D-пинитол - циклический многоатомный спирт, основной ос​молит многих растений семейств сосновые (Pinaceae), бобовые (Leguminosae) и гвоздичные (Caryophyllaceae). Концентрации пинитола, как правило, более высоки у видов, адаптированных к засухе и почвенному засолению. Пинитол накапливается в клетках факультативного галофита хрустальной травки (Mesembryanthemum crystallinum), если растение поливают раствором, содержащим NaCl. При поливе раствором NaCl в концентрации 400 мМ доля пинитола в клетках М. crystallinum достигает 70 % от всех растворимых карбогидратов и лишь 5 % - в клетках контрольных растений, не обработанных NaCl. В клетках пинитол локализован в хлоропластах и цитозоле, но не обнаруживается в вакуолях.

Пинитол образуется из глюкозо-6-фосфата. Главное событие в цепи реакций биосинтеза пинитола - о-метилирование миоинозитола, которое осуществляется миоинозитол-6-о-метилтрансферазой. В этой реакции донором метильной группы служит S-аденозилметионин. Образующийся ононитол подвергается далее эпимеризации с образованием пинитола.

При выращивании М. crystallinum в присутствии NaCl возрастание концен​трации пинитола в клетках сопровождалось почти 60-кратным увеличением активности миоинозитол-6-о-метилтрансферазы. Показано, что активность этого фермента регулируется на транскрипционном уровне, т.е. увеличение актив​ности фермента, вызванное высоким осмотическим давлением среды, связано с возрастанием количества его мРНК в клетках.

Полиамины спермидин и спермин. Предшественником спермидина и спер​мина является диамин путресцин, образующийся из аминокислоты орнитина. Спермидин образуется в результате конденсации молекулы путресцина и пропиламинного остатка декарбоксилированного S-аденозилметионина. Реакция осуществляется с помощью спермидинсинтазы за счет богатой энергией метил-сульфониевой связи декарбоксилированного 
S-аденозилметионина. Другой фермент, сперминсинтаза, переносит на спермидин еще один пропиламинный остаток декарбоксилированного 
S-аденозилметионина с об​разованием спермина.
2.5 Белки, образующиеся в клетках растений при дегидратации
В формирование механизмов устойчивости растений к водному дефициту вовлечены белки, выполняющие различные функции. Многие из них синтезируются de novo как ответная реакция растения на дегидратацию.

Lea-белки. Часть индуцируемых водным дефицитом белков защищает цитоплазматические биополимеры и формируемые ими клеточные структуры от повреждений, вызываемых дегидратацией. К ним относятся Lea (late embryogenesis abundant)-белки, которые сначала были идентифицированы как продукты генов LEA, экспрессирующихся в семенах в фазе их созревания и высушивания. Позже некоторые Lea-белки были обнаружены в вегетативных тканях растений в период потери ими воды при водном, солевом и низкотемпературном стрессах.
Lea-белки в подавляющем большинстве гидрофильны, что согласуется с их цитоплазматической локализацией. Многие из них обогащены аланином и глицином и лишены цистеина и триптофана. Lea-белки в соответствии с их аминокислотными последовательностями и структурой объединяют в пять групп (1-5). Существуют предположения о специфических функциях белков каждой группы. Lea-белки группы 1 характеризуются высоким содержанием заряженных аминокислот и глицина, что позволяет им эффективно связывать воду. Наличие Lea-белков этой группы в цитоплазме придает ей высокую водоудерживающую способность.

Предполагается, что Lea-белки группы 2 выполняют функции шаперонов. Образуя комплексы с другими белками, они предохраняют последние от повреждений в условиях дегидратации клетки. Некоторые Lea-белки (группы 3 и 5) участвуют в связывании ионов, которые концентрируются в цитоплазме при потере клетками воды. Наличие гидрофобной области у этих белков приводит к формированию гомодимера с гидрофобными последовательностями, обращенными друг к другу, тогда как заряженные области на наружных поверхностях белка участвуют в связывании ионов. Lea-белки группы 4 могут замещать воду в примембранной области и этим поддерживать структуру мембран при дегидратации. Lea белки играют важную роль в устойчивости растений к водному дефициту. На ряде видов растений показана корреляция между выживаемостью при водном дефиците и накоплением в их клетках Lea-белков. Например, сверхэкспрессия генов, кодирующих Lea-белки в трансформантах риса (Oryza sativa), коррелировала с высокой устойчивостью растений к водному дефициту.

Шапероны и ингибиторы протеаз. Шаперонами называют белки, которые связывают полипептиды во время их сворачивания (folding), т.е. при формировании третичной структуры, и сборки белковой молекулы из субъединиц, т.е. при формировании четвертичной струк​туры. Взаимодействуя с полипептидами, шапероны предотвращают ошибки в сворачивании и сборке и этим препятствуют аггрегации полипептидных цепей. Некоторые шапероны играют роль «ремонтных станций», исправляющих не​верное сворачивание. Одна из главных функций шаперонов - сворачивание и разворачивание (unfolding), а также сборка и разборка белков при их транспор​те через мембраны. Полипептидная цепь может пройти через пору в мембране лишь в развернутом виде. Некоторые содержащиеся в цитозоле шапероны взаимодействуют с вновь синтезированными полипептидными цепями и поддерживают их линейную структуру, так что полипептидные цепи могут сразу транс​портироваться в нужный компартмент клетки. Другие шапероны связываются с аминокислотами полипептидной цепи, как только она покажется на другой стороне мембраны, и осуществляют сворачивание. При дегидратации клеток тенденция к повреждениям и денатурации белков усиливается, поэтому за​щитная роль шаперонов в этих условиях возрастает. Стрессовые условия акти​вируют биосинтез шаперонов в клетках.
При осмотическом стрессе происходит также индукция биосинтеза ингибиторов протеаз, препятствующих протеолитическому расщеплению белков, которые при дегидратации клетки сохраняют свою структуру и функциональ​ные свойства.
Протеазы и убиквитины. При обезвоживании клеток, несмотря на действие протекторных соедине​ний и шаперонов, часть клеточных белков подвергается денатурации. Денату​рированные белки должны быть гидролизованы. Эту функцию выполняют протеазы и убиквитины, экспрессия генов которых также индуцируется стрессо​выми условиями. Убиквитины представляют собой низкомолекулярные (8,5 кДа) высококонсервативные белки. Присоединяясь к N-концу денатурированного белка, они делают белок доступным для действия протеаз. Таким путем осуществляется селективная деградация денатурированных белков.
Аквапорины. Трансмембранное движение воды происходит в основном через водные ка​налы, образованные белками аквапоринами. За счет изменения числа водных каналов в мембране и их проводимости осуществляется быстрая регуляция трансмембранных потоков воды, это особенно важно при водном дефиците. Показано, что поглощение воды клетками в от​вет на увеличение внутриклеточных концентраций осмолитов, сопровождаю​щееся восстановлением ОСВ и тургора при засухе, происходит через водные каналы. В A. thaliana водный дефицит индуцировал экспрессию гена RD28, ко​торый кодирует аквапорин, локализованный в плазматической мембране. Гены, кодирующие аквапорины, идентифицированы в М. crystallinum. Показано, что количество транскриптов этих генов коррелирует с тургорным давлением в клетках листьев М. crystallinum при действии на растение соли в высоких концентрациях. После обработки растений хлористым натрием число транскрип​тов в период снижения тургорного давления уменьшалось. В последующем оно увеличивалось по мере того, как в клетках накапливались осмолиты и восста​навливался тургор. Возросшая концентрация транскриптов в клетках активи​ровала трансляцию. Увеличение содержания аквапоринов в мембране и их пос​ледующая активация приводили к возрастанию водной проводимости ПМ и, соответственно, к увеличению потока воды в клетку в период восстановления тургора. Во время засухи содержание аквапоринов возрастает не только в ПМ, но и в тонопласте. Это способствует увеличению водной проводимости тонопласта, что также, по-видимому, необходимо для восстановления ОСВ и тур​горного давления.
Изменение активности уже существующих в мембране водных каналов иг​рает важную роль в регуляции водной проводимости мембран при стрессах. Одним из механизмов такой регуляции является фосфорилирование и дефосфорилирование аквапоринов. Фосфорилирование приводит к активации, а дефосфорилирование соответственно к снижению активности водных ка​налов.

2.6 Защитные и регуляторные функции белков, индуцируемых водным дефицитом
Из множества белков, появление которых в клетках растений вызвано вод​ным дефицитом, одни вовлечены в формирование механизмов устойчивости непосредственно, тогда как другие участвуют в регуляции экспрессии генов, индуцируемых стрессором. В соответствии с этим гены, экспрессируемые в ра​стениях при водном стрессе, подразделяют на функциональные и регуляторные. Первая группа включает гены, которые отвечают непосредственно за формирование механизмов устойчивости, т.е. биосинтез аквапоринов, образующих водные каналы, ферментов, требующихся для биосинтеза осмолитов (пролина, глицин-бетаина, многоатомных спиртов и др.), белков, которые защища​ют макромолекулы и мембраны (Lea-белков, шаперонов и др.), протеаз и убиквитинов, ускоряющих белковый обмен в стрессовых условиях, а также фер​ментов, участвующих в детоксикации (супероксиддисмутаза, аскорбатпероксидаза, глутатион-S-трансфераза и др.)
Вторая группа содержит гены белков, которые участвуют в передаче сигна​ла при экспрессии других генов, формирующих механизмы устойчивости, та​ких, например, как гены протеинкиназ, фосфолипазы С и 14-3-3-белков. К этой группе относятся гены транскрипционных факторов, которые «узнают» ДНК-элементы в генах, экспрессируемых при стрессе.

Регуляция экспрессии генов, индуцируемых водным дефицитом. Первым этапом в регуляции экспрессии генов при водном дефиците является рецепция сигнала. Воспринятый клеткой сигнал приводит к включению систем сигнальной трансдукции и активированию белков, образующих цепь передачи сигнала. Имеются данные, свидетельствующие о том, что у растений рецепция сигнала при водном стрессе осуществляется аналогично тому, как это происходит у Е. coli и дрожжей. У этих организмов восприятие изменений осмотического давления наружной среды совершается с помощью сенсорной системы, состоящей из локализованного в мембране осмосенсора (сенсорной киназы) и находящегося в цитоплазме регулятора ответа. Эта систе​ма воспринимает изменения в натяжении ПМ при водном дефиците. В ПМ дрожжей осмосенсор, трансмембранный белок Slulp, при высокой осмолярности среды активируется путем автофосфорилирования, приводя затем к пос​ледовательному фосфорилированию белков цитоплазмы Ypd1 и Ssk1p, кото​рые образуют регулятор ответа.
МАР-киназный каскад. У дрожжей фосфорилированный белок Ssk1p акти​вирует различные пути передачи сигнала, в частности MAP (mitogen activated protein)-киназный каскад, состоящий из трех последовательно фосфорилируемых в присутствии АТФ протеин-киназ: Ssk2p (МАРККК) -МАРКК-киназы, Pbs2p (MAPKK) - МАРК-киназы и Hog1p (МАРК) - МАР-киназы.
Активированная фосфорилированием МАР-киназа индуцирует экспрессию многих генов дрожжевой клетки при водном и солевом стрессах, в частности генов, кодирующих ферменты биосинтеза глицерина - главного осмолита у дрожжей. Гомологи некоторых компонентов МАР-киназного каскада дрожжевых клеток обнаружены у растений. Экспрессия генов этих компонентов индуцируется стрессовыми условиями. В частности, у A. thaliana ген МАР-киназы (АТМРКЗ) и ген МАРККК (АТМЕКК1) индуцируются засухой, низкими темпера​турами и высокими концентрациями соли.

Вторичные мессенджеры. В регуляции тургорного давления растительной клетки участвуют вторичные мессенджеры. Локализованный в мембране фосфатидилинозитол-4,5-дифосфат расщепляет​ся активируемой при осмотическом стрес​се фосфолипазой С, освобождая вторич​ный мессенджер инозитол-1,4,5-трифосфат. Последний индуцирует выход Са+, друго​го вторичного мессенджера, из вакуоли и эндоплазматического ретикулума в цитозоль и соответственно концентрация Са + в нем возрастает. Концентрация Са2+ в цитозоле может увеличиваться также за счет его поступления в клетку через потенциалзависимые Са2+ -каналы плазмалеммы при ин​дуцируемой стрессором деполяризации этой мембраны. Возросшие концентрации Са+ активируют Са2+ /кальмодулинзависимые протеинкиназы (CDPK), что в свою очередь стимулирует биосинтез стрессовых белков.

АБК-зависимые и АБК-независимые гены. Важную роль в регуляции экспрессии ге​нов при осмотическом стрессе играет гор​мон АБК. Экспрессия многих генов в усло​виях засухи, засоления или низких темпе​ратур требует предварительного накопле​ния в тканях эндогенной АБК, тогда как экспрессия других генов происходит без участия АБК. На основании этого и анали​за действия АБК на экспрессию индуци​руемых водным дефицитом генов в АБК-дефицитном (aba) и АБК-нечувствительном (аbi) мутантах A. thaliana был сделан вывод, что существуют АБК-зависимые и АБК-независимые пути передачи сигнала в ответной реакции растений на водный дефицит.
Несколько транскрипционных факторов и специфических нуклеотидных последова​тельностей в генах идентифицированы для обоих путей. АБК-индуцируемые гены содержат в промоторной области специфическую последовательность нуклеотидов, получившую сокращенное название ABRE (ABA-responsive element). ABRE функционирует как цис-элемент ДНК, вовлеченный в АБК-регулируемую эк​спрессию генов. Такого рода элемент был сначала идентифицирован в Еm-гене пшеницы (Triticum aestivum), а затем обнаружен в АБК-индуцируемых генах кукурузы (Zea mays), ячменя, риса, табака и арабидопсиса. Для индукции эксп​рессии генов необходимо, чтобы ABRE связался с белком EmBPl. В большин​стве случаев ABRE достаточен для АБК-регулируемой экспрессии генов, но в некоторых генах ABRE ассоциирован с еще одной нуклеотидной последова​тельностью, которая называется сопрягающим элементом (СЕ). Например, в гене HVA22 ячменя сопрягающий элемент СЕ1 требуется для экспрессии наря​ду с ABRE. Для экспрессии таких генов требуется еще один ДНК-связывающий белок, специфичный к СЕ, - СЕВР (coupling element binding protein). ABRE, СЕ и оба белка EmBPl и СЕВР образуют комплекс, индуцирующий экспрессию АБК-зависимого гена. Однако до настоящего времени не ясно, как АБК активирует EmBPl, вызывая его последующее взаимодействие с ABRE и инициацию транскрипции. В ряде генов, регулируемых с участием АБК, об​наружены другие цис-элементы, отличающиеся от ABRE. Индукция таких ге​нов происходит при специфическом связывании этими элементами транскрипционных факторов МYС и MYB.

Промоторная область АБК-независимых генов содержит последовательность нуклеотидов DRE (drought-responsive element). DRE вовлечен в регуляцию ге​нов, индуцируемых непосредственно водным дефицитом и не требующих АБК для экспрессии. Транскрипционные факторы для таких генов - DRE-связывающие белки DREBP и АР2 - обнаружены в ядерном экстракте из A. thaliana.

Контрольные вопросы:

1. Когда растения испытывают водный дефицит?
2. Какие белки образуются в клетках растений при дегидратации?

3. Каковы функции осмолитов в понижении водного потенциала?
3. Солевой стресс
3.1 Повреждающее действие солей
Согласно современным оценкам, одна пятнадцатая часть земной суши, вклю​чая территории, используемые в сельскохозяйственном производстве, занята засоленными почвами. Приблизительно 5% земель мировых сельскохозяйствен​ных угодий и почти 20 % орошаемых земель в той или иной степени засолены.

Если содержание суммы неорганических ионов в почве в расчете на ее сухую массу не превышает 0,2 %, то такие почвы считаются незаселенными, от 0,2 до 0,4 % - слабозасоленными, от 0,4 до 0,7 % - среднезасоленными и от 0,7 до 1,0 % - сильнозасоленными. При содержании неорганических ионов свыше 1,0 % почвы называют солончаками. В засоленных почвах из катионов преобла​дает по массе, как правило, Na+ , однако встречаются почвы с высоким содер​жанием Mg2+ и Са2+. Из анионов наибольший вклад в почвенное засоление чаще всего вносят Сl- и SO42- , но встречается также засоление карбонатного типа.

Растения, эволюционно сформировавшиеся на засоленных почвах и адап​тированные к высоким концентрациям солей в почвенном растворе, называ​ют галофитами (от греч. galos - соль, phyton - растение), а сформировавшиеся на незасоленных почвах - гликофитами (греч. glycos - сладкий, phyton - рас​тение). Подавляющее большинство видов сельскохозяйственных культур отно​сится к гликофитам. Гликофиты выдерживают лишь слабое засоление и только некоторые из них, такие как хлопчатник (Gossipium hirsutum), овес (Ovena cativa), рожь (Secale sereale) и пшеница, - среднее. При высоком содержании солей в почве снижается продуктивность посевов. Галофиты в отличие от гликофитов способны осуществлять жизненный цикл на сильнозасоленных почвах и со​лончаках. К типичным галофитам относятся растения семейства маревые (Chenopodiaceae), такие, как солерос европейский (Salicornia europaea), кохия распростертая (Kochia prostrata), петросимония трехтычинковая (Petrosimonia triandra) и др. Высокое содержание солей в почве не только не подавляет, но даже стимулирует их рост.

При повышенном содержании солей в почве у гликофитов нарушается вод​ный и ионный гомеостаз как на клеточном уровне, так и на уровне целого растения. В свою очередь это ведет к различным токсическим эффектам, кото​рые выражаются в повреждениях биополимеров цитоплазмы. В целом почвен​ное засоление затормаживает рост и может вызвать гибель растений.

Первым был открыт эффект соли, связанный с дегидратацией клеток. В нача​ле XX в А.Ф. Шимпер показал, что в условиях засоления растения теряют воду вследствие высокого осмотического давления почвенного раствора. Выражаясь современным языком, можно сказать, что дегидратация клеток при засолении происходит в результате снижения водного потенциала почвенного раствора. Осмотическое действие соли при этом не зависит от того, какими ионами оно вызвано, важна суммарная концентрация ионов и других осмотически актив​ных веществ в почвенном растворе.
В 50-х гг. XX в Б.П.Строганов обратил внимание на различие симптомов поражений, вызванных у растений хлоридным и сульфатным засолениями. На основе этого была выдвинута концепция токсического действия ионов, согласно которой разные ионы вызывают нарушения метаболизма, приводящие к спе​цифическим токсическим эффектам. В настоящее время осмотическое и токси​ческое действия солей признаны главными повреждающими факторами на кле​точном уровне.

Природа токсического действия ионов, особенно первичных молекулярных повреждений, изучена мало. Известно, что ионы в высоких концентрациях могут дезинтегрировать клеточные мембраны, подавлять активность фермен​тов и приводить к нарушениям таких жизненно важных функций, как клеточ​ное деление, ассимиляция углерода, поглощение элементов минерального питания и др. NaCl в концентрациях выше 0,4 М ингибирует многие ферменты вследствие нарушения гидрофобно-электростатического баланса сил, поддер​живающих структуру белковых молекул. Однако токсические эффекты прояв​ляются уже при гораздо более низких концентрациях соли (меньше 0,1 М), указывая на специфические мишени действия ионов. Практически ничего не известно о мишенях токсического действия ионов хлора. Cl- может конкуриро​вать с РНК и анионными метаболитами, такими, как бикарбонат, карбоксилаты и фосфаты сахаров, за анионные сайты связывания. Ион Na+ может вза​имодействовать с катионными сайтами, вовлеченными в связывание К+, Са2+ и Mg2+.
Молекулярно-генетические исследования, проведенные на дрожжах S. cerevisiae, выявили две мишени токсического действия Na+: протеинфосфатазу На12 и рибонуклеазу MRP. Ионы Li+ и Na+ являются сильными ингибиторами На12. Фосфатаза На12 относится к семейству инозитол-фосфатаз, которые требуют для катализа Mg2+. Она нужна для превращения в АМФ 3’-фосфоаденозин-5’-фосфата (ФАФ), образующегося при утилизации так называемого активиро​ванного сульфата – 3’-фосфоаденозин-5’-фосфосульфата (ФАФС). В дрожжевых клетках, обработанных Li+ или Na+ в токсических концентраци​ях, вследствие ингибирования На12-фосфатазы накапливается ФАФ. Это в свою очередь ингибирует ФАФС-утилизирующие ферменты, ФАФС-редуктазу и сульфотрансферазы, а также экзорибонуклеазы Rat1 и Xrn1, осуществляющие процессинг РНК. Общее свойство сайтов мишеней токсического действия Na+ у этих ферментов, - слабая связь с Mg2+ (константа Михаэлиса Кm находится в миллимолярном диапазоне концентраций Mg2+). Сайты образованы фосфат​ными группами субстратов и карбоксильными группами аминокислот актив​ных центров. При высокой плотности ионов Li+ или Na+ в микроокружении названных выше ферментов происходит вытеснение ионов Mg+, которые не​обходимы для их функционирования. Ионы К+ противодействуют ингибированию фермента На12 ионами Na+. Эффект ионов К+ может быть общим для всех мишеней токсического действия Na+.

Факторами, повреждающими макромолекулы, являются активные формы кислорода (АФК) - синглетный кислород, супероксидный радикал, гидроксил-радикал, пероксид водорода и ряд других форм. Их концентрации в клет​ках растений при почвенном засолении и засухе возрастают. Наблюдающиеся в этом случае токсические эффекты не связаны с непосредственным действием ионов на молекулярные мишени. Они возникают в результате вторичных процессов - взаимодействий биополимеров с накапливающимися при стрессе АФК. 
Высокие концентрации солей, как уже отмечалось, подобно многим другим стрессорам ингибируют рост растений. Ингибирование опосредовано уменьше​нием содержания в растениях гормона цитокинина, стимулирующего рост, и увеличением содержания ингибирующей рост абсцизовой кислоты (АБК). В ус​ловиях стресса в растениях увеличивается также содержание 1-аминоциклопропан-1-карбоновой кислоты – предшественника рост-ингибирующего гор​мона этилена. Изменения в гормональном статусе растений стимулируют ме​ханизмы устойчивости. Многие исследователи считают, что подавление роста при солевом стрессе обусловлено не столько повреждающим действием соли, сколько адаптивными гормональными ответами растения. Такой взгляд под​крепляется тем, что в природе степень устойчивости к действию стрессора часто характеризуется обратной корреляцией со скоростью роста. Медленный рост позволяет растениям выживать при стрессе, так как освобождает множе​ство ресурсов (строительных блоков и энергии), необходимых для реализации защитной программы.

Один из главных механизмов ингибирования роста - снижение устьичной проводимости. Низкий водный потенциал почвенного раствора при засолении и водном дефиците приводит к потере воды клетками, в частности замыка​ющими клетками устьиц, что в свою очередь уменьшает апертуру устьичных щелей и, следовательно, снижает скорость поступления в листья СО2, а также транспирационного тока воды. 
Высокие концентрации соли и водный дефицит могут ингибировать рост, влияя на процессы деления и дифференцировки клеток. Подавление роста со​пряжено с экспрессией некоторых генов, индуцируемых стрессорным воздей​ствием и не экспрессирующихся в нормальных условиях. К ним относятся, например, гены CBF1, DREB1 и ICK1 y A. thaliana. Продукты этих генов ингибируют процессы клеточного деления и растяжения и таким путем подавляют рост. В частности, продукт ICK1 ингибирует циклинзависимые протеинкиназы, вовлеченные в индукцию клеточного цикла.
3.2 Адаптации, противодействующие осмотическому эффекту солей
К осмотическому действию солей растения приспосабливаются теми же способами, что и к обезвоживанию в условиях засухи. В основе приспособи​тельных процессов лежит биосинтез осмолитов в цитоплазме и накопление неорганических ионов в вакуолях. Механизмы аккумуляции ионов в вакуолях обсуждаются далее.

В условиях солевого стресса токсическое действие ионов наблюдается при их накоплении в цитоплазме. У растений, различающихся по устойчивости к солям, эффективность механизмов, поддерживающих ионный гомеостаз, раз​лична. В норме концентрации Na+ и CI- в цитоплазме клеток гликофитов и галофитов поддерживаются приблизительно на одинаковом уровне. Этот уро​вень, как правило, не превышает нескольких ммоль/кг сырой биомассы. У галофитов способность поддерживать такие низкие концентрации Na+ и CI- в цитоплазме выработалась при росте на засоленных почвах. В отличие от галофитов гликофиты не в состоянии справиться с задачей поддержания низких концентраций ионов в цитоплазме в условиях засоления. Способность солеустойчивых растений поддерживать при засолении цитоплазматические концентрации ионов на низком уровне подтверждается, в частности, высокой чувствительностью к Na+ и CI- биополимеров цитоплазмы их клеток. Показано, например, что in vitro гомологичные ферменты, выделенные из пресноводных и галотолерантных (солеустойчивых) водорослей, а также их органеллы проявляют практически одинаково высокую чувствительность к NaCI.

Стратегия избежания токсического действия солей, основанная на ионном гомеостатировании цитоплазмы, сформировалась на ранних этапах эволюционного развития органического мира. Из организмов, обитающих в наше время на засоленных субстратах, только у галофильных (солелюбивых) бактерий адаптация к токсическому действию солей строится не на основе регуляции цитоплазматических концентраций ионов, а на основе специфической структуры[ их белков, позволяющей белкам функционировать в микроокружении с высокой концентрацией Na+. Примером таких бактерий является Halobacterium halobium. Водорастворимые белки цитозоля, а также мембраносвязанные и рибосомальные белки клеток галофильных бактерий характеризуются повышенным содержанием дикарбоновых аминокислот (глутаминовой и аспарагиновой), вследствие чего изоэлектрические точки этих белков смещены в кислую область. В нейтральной среде цитоплазмы кислые белки несут отрицательные заряды, которые должны быть нейтрализованы катионами. Наличие ионов в высоких концентрациях в цитоплазме не только допустимо, но даже необходимо для таких белков. В противном случае за счет электростатического отталкивания неизбежна денатурация. В клетках галофильных бактерий сум​марная концентрация Na+ и К+ измеряется молями. По-видимому, столь высо​кие концентрации ионов в клетках галобактерий нужны также для стабилиза​ции гидрофобных взаимодействий в белках. Клетки всех прочих современных организмов, включая остальные прокариоты, клетки животных, растений и грибов, поддерживают низкие концентрации Na+ (и CI-) в цитоплазме.

Поддержание цитоплазматических концентраций того или иного иона на определенном уровне основывается на балансе входящих и выходящих пото​ков этого иона. В частности, цитоплазматические концентрации Na+ определя​ются балансом скоростей пассивного поступления Na+ в цитоплазму и его активного выведения (экспорта) из цитоплазмы.
Для простоты рассмотрим сначала клетку без крупной центральной вакуо​ли. Такое строение типично для меристематических клеток выс​ших растений, а также дни многих морских и пресноводных одноклеточных водорослей. Наличием компартмента, образованного микровакуолями, можно пренебречь, так как они занимают незначительную часть клеточного объема. Поступающие в цитоплазму такой клетки ионы  Na+ по градиенту электрохимического потенциала ∆μNa+, т.е. пассивно, откачиваются обратно в окружающий клетку раствор. Ионные насосы, экспортирующие Na+, локализованы в случае в ПМ.

Клетки высших растений (за исключением меристематических), многоклеточных морских водорослей (макрофитов) и некоторых одноклеточных водорослей имеют крупную центральную вакуоль. Помимо экспорта Na+ из цитоплазмы в наружную среду они могут осуществлять активный транспорт этого иона в вакуоль, что приводит к генерации ∆μNa+ также и на тонопласте. Необходимо отметить, что физиологическая роль Na+ -нacoca тонопласта и осуществляемого им активного переноса Na+ в вакуоль не сводится к поддержанию низких концентраций Na+ в цитоплазме. Натриевый насос тонопласта обеспечивает также накопление Na+ в вакуоли, благодаря чему повышается осмотическое давление вакуолярного сока. Это в свою очередь вносит вклад в формирование градиента водного потенциала между окружающим клетку раствором и клеткой и обеспечивает таким образом ток воды, направленный внутрь клетки. Особенно ярко выражена двойная физиологическая роль активного транспорта Na+ через тонопласт у соленакапливающих галофитов. Примерами могут служить S. еurораеа, сведа высокая (Suaeda altissima), К. prostrata и др. Этим растениям в условиях экстремально высоких концентраций Na+ в почвенном растворе приходится не только поддерживать цитоплазматические концентрации Na+ на нетоксическом уровне, но и решать задачу поглощения корнями воды из почвенного раствора, водный потенциал которого за счет растворенных солей может достигать -5 MПа и меньше. Эти растения для поддержании водного  потенциала в клетках на болee низком уровне, чем в почвенном растворе, аккумулируют Na+ и CI-  в вакуолях до концентраций 1,0- 1,5 М.
3.3 Поступление Na+ и С- в клетки корня  из почвенного раствора
Ионы поступают в цитоплазму клеток эпидермиса и коры корня из почвен​ного раствора по градиенту электрохимического потенциала. Градиент элект​рохимического потенциала иона j выражается соотношением
∆μj = RTln Cjcp - zj FEM,

    Cjkл                                                                         
(8.1)
где R - газовая постоянная; Т- абсолютная температура; F- число Фарадея; Cjcp - концентрация иона, j в почвенном растворе; Cjkл - концентрация иона j в цитоплазме; zj - элементарный заряд иона j; EM - трансмембранный электрический потенциал.

При высокой солености среды СсрNa > СkлNa+, поэтому концентрационная со​ставляющая градиента электрохимического потенциала Na+ положительна, т.е. направлена из почвенного раствора в клетку. Член, отражающий электростатические взаимодействия, в уравнении стоит со знаком «минус». Так как Ем отрицателен («минус» внутри клетки) и zNa+ равен +1, выражение (-zNa+ FEM) в уравнении  также принимает положительное значение. Это означает, что и электрическая составляющая градиента ∆μNa+ тоже является движущей силой переноса Na+ из среды в цитоплазму. При отсутствии засоления, когда концентрация Na+ в почвенном растворе не превышает 1 мМ, в жидкой среде цитоплазмы она может достигать нескольких мМ, т.е. СсрNa+ > СkлNa+. Концентрационный член в уравнении (8.1) в этом случае становится отрицательным, однако за счет электрической составляющей градиент электрохимического потенциала Na+ в целом может оказаться положительным, означая, что и в отсутствие засоления Na+ будет пассивно поступать в клетки.

Ион хлора несет отрицательный заряд (zcl- =-l), поэтому электрическая составляющая его электрохимического градиента ∆μcl- всегда направлена из клетки в среду. Другими словами, отрицательный внутри клетки EM создает препятствие для входа Сl в цитоплазму. Отсюда следует, что только концепт рационная составляющая электрохимического градиента Сl может обеспечить пассивное поступление Сl в клетки корня. Необходимые для этого условия создаются при засолении почвы хлористым натрием. При этом Ссрcl- > Сkлcl- и

концентрационный член RT ln Ссрcl  положителен. Противодействие для входа
                                                     Сkлcl-
Cl- в клетки со стороны отрицательного внутри электрического потенциала в этих условиях ослабляется NaCl - индуцированной деполяризацией плазмалеммы (ПМ).

Скорости поступления иона j (cm потоки) в цитоплазму из наружной сре​ды и вакуоли прямо пропорциональны движущим силам ∆μj и коэффициентам ионной проницаемости плазмалеммы и тонопласта (Рj). Уравнение известное как уравнение потока Гольдмана, связывает поток иона j (Jj) через мембрану (количество иона j, переносимое через единицу площади мембраны в единицу времени) с концентрационной и электрической состав​ляющими ∆μj, а также с 
Рj:   Jj = J`j-J``j - PjzjFEm     1  (Cjcp - Cjkл e zjFEM/RT)?
                   e zjFEM/RT -1
где J`j - приток иона в клетки; J``j - его отток; их разность составляет суммар​ный поток Jj, Pj - коэффициент проницаемости мембраны для иона j.

Анализ уравнения  приводит к важному практическому выводу, что ионная проницаемость мембран в значительной мере определяет степень солеустойчивости растительного организма, поскольку концентрация того или иного иона в цитоплазме, а, следовательно, и сила его токсического действия в зна​чительной степени зависит от пассивного потока этого иона через мембрану из среды в клетку. Исследования транспорта Na+ через ПМ на модельной сис​теме одноклеточных микроводорослей, у которых механизмы регуляции цитоплазматических концентраций Na+ находятся в основном в ПМ, показали, что РNa+ плазмалеммы тем ниже, чем выше концентрация NaCl в среде обита​ния, т.е. чем выше устойчивость организма к соли.
У Dunaliella salina, обитающей в водоемах с предельно высоким содержани​ем NaCl и способной осуществлять жизненный цикл даже в насыщенном ра​створе NaCl, РNa+ на два порядка ниже, чем у пресноводной водоросли Chlorella pyrenoidosa и приближается к РNa+ искусственных липидных пленок. При акклимации Ch. pyrenoidosa к среде, содержащей 340 мМ NaCl, РNa+ ПМ снижался почти на порядок, свидетельствуя о том, что NaCl индуцирует перестройки в химическом составе и микроструктуре мембраны, направленные на ограниче​ние ионных потоков в цитоплазму при высокой солености среды.

Следует отметить, что ионная проницаемость плазматической мембраны и других мембран может быстро изменяться в ответ на изменение ионного со​става среды. Это связано с изменением активности ионных каналов. Измерения РNa+ ПМ водорослей были проведены при постоянных концентра​циях NaCl и других ионов в средах культивирования. Установленная на микро​водорослях закономерность, выражающаяся в обратной корреляции между ве​личиной РNa+ и уровнем засоления среды обитания, не может быть безогово​рочно перенесена на высшие растения. Организация транспорта ионов в целом растении выдвигает в отношении ионной проницаемости мембран клеток раз​ных органов и тканей разные требования. Ответ на вопрос, как связана величи​на РNa+той или иной мембраны с солеустойчивостью растения, осложняется тем обстоятельством, что разные виды растений, даже близкие между собой по степени солеустойчивости, имеют свои особенности организации дальнего транспорта ионов.

3.4 Транспортные белки плазматической мембраны, вовлеченные в перенос Na+ и СI- из наружной среды в цитоплазму
Na+ и другие ионы не проникают в клетки через липидный бислой мембра​ны. Вход ионов в клетки осуществляется через ионные каналы, а также с помо​щью переносчиков. Na+-селективные каналы, подобные Na+-селективным ка​налам животных клеток, в растительных клетках не найдены. Применение элек​трофизиологических методов, и особенно метода регистрации токов одиноч​ных ионных каналов (patch clamp), в сочетании с молекулярно-биологическими подходами позволило обнаружить в ПМ клеток корней несколько белков, через которые Na+ входит в клетки, и в ряде случаев идентифицировать их на молекулярно-генетическом уровне. К таким белкам относятся К+-каналы плазмалеммы, обладающие низким сродством к ионам К+ (Кm в миллимолярном диапазоне концентраций К+), низкоселективные ионные каналы и высокоаф​финные переносчики К+ (Кm в микромолярном диапазоне концентраций). Ниже приведена более подробная информация об этих белках.

1. Входные (outward rectifying) K+-каналы - активируются при
гиперполяри​зации ПМ, т. е. при смещении ЕM к более отрицательным значениям. Они обнаруживают высокую K+/Na+ селективность при физиологических концентраци​ях К+ и Na+ в наружной среде, однако при высоких концентрациях солей на​трия в среде могут вносить существенный вклад в поглощение Na+ клетками. Такие каналы обнаружены во многих растениях, их транспортные свойства хорошо изучены электрофизиологическими методами. Из корней A. thaliana выделен ген входных К+-каналов - АКТ1.

2. Выходные (outward rectifying) К+-каналы - активируются в ответ на депо​ляризацию ПМ, т. е. при смещении Ем к более положительным значениям. При деполяризации ПМ через выходные К+-каналы может осуществляться диффу​зия К+ из цитоплазмы в наружную среду. Через эти же каналы Na+ может диф​фундировать из среды в цитоплазму. Несколько каналов этого типа было идентифицировано на молекулярно-генетическом уровне, например, КСО1 в клетках thaliana. Один из них, известный как NORC, обладает слабой избирательной способностью по отношению к транспортируемым катионам и активируется возрастающими концентрациями Са 2+ в цитозоле.

3. Потенциалнезависимые катионные VIC (voltage-independent channel) -каналы - обладают относительно низкой K+/Na+ селективностью и, в отличие от потенциалзависимых входных и выходных К+-каналов, не изменяют ионной сводимости при изменении трансмембранного электрического потенциала.

4. Из высокоафинных К+-транспортирующих механизмов в поглощении Na+ снимает участие НКТ1-переносчик - К+, Na+-симпортер. Этот транспорт-белок переносит два иона в одном направлении (симпорт). НКТ1 был выделен из корней пшеницы. Была показана тканеспецифическая экспрессия гена НКТ1 в клетках коры корня. Переносчики, подобные НКТ1, обнаружены также в A. thaliana и ячмене. Первоначально HKT1 был описан как К+, Н+- симпортер, при участии которого корни осуществляют поглощение иона К+ из среды с его микромолярными концентрациями. Ионы калия при этом транс​портируются в клетки за счет градиента электрохимического потенциала Н+. Позже было показано, что при высокой солености среды для энергизации поглощения К вместо ∆μн+ используется ∆μNa+, и ионы К+ в этом случае по​глощаются клетками вместе с ионами Na+.

Исследования транспорта Na+ с помощью радиоактивного изотопа 22Na+ и электрофизиологических методов показали, что из вышеперечисленных транс​портных белков ПМ наибольший вклад в поглощение Na+ клетками корней вносят VIC-каналы. Результаты этих экспериментов имеют важное практиче​ское значение, поскольку обнаруживают одну из потенциальных молекуляр​ных мишеней для манипуляций с геномом растений методами генетической инженерии в целях повышения солеустойчивости растений. VIC-каналы, од​нако, до настоящего времени не идентифицированы на молекулярно-генетическом уровне. Существенно, что Са +, конкурируя за места связывания с Na+, блокирует VIC-каналы и ингибирует поглощение Na+ корнями. Это согласует​ся с известной способностью солей кальция повышать урожайность некоторых культур на засоленных почвах.

Поступление ионов СI- в клетки растений при высоких концентрациях NaCl в почвенном растворе происходит через анионные каналы ПМ по градиенту электрохимического потенциала. Когда наружная кон​центрация NaCl повышается, более быстрая диффузия в клетки Na+ по срав​нению с СI-приводит к диссипации Ем на ПМ. Градиент электрохимического потенциала СI- смешается вследствие этого к более положительному значе​нию, способствуя пассивному входу СI- в клетки корня.

Анионные каналы обнаружены в мембранах высших растений, водорослей и грибов. Методом регистрации токов одиночных ионных каналов в ПМ и тонопласте растительных клеток было выявлено несколько типов каналов с различной избирательностью по отношению к анионам, разными свойствами и кинетическими характеристиками. До настоящего времени твердо не уста​новлено, какой тип анионных каналов вовлечен в перенос С1 в клетки при почвенном засолении. В ПМ клеток корней пшеницы обнаружены анионные каналы, активирующиеся при деполяризации мембраны, а также в ответ на повышение концентрации Са+ в цитоплазме, и анионов в наружной среде. Та​кие условия возникают при увеличении наружной концентрации NaCl. Эти каналы относятся к группе так называемых «быстрых» анионных каналов, ха​рактеризующихся миллисекундной кинетикой транспорта С1. Предполагает​ся, что именно через них С1- поступает в клетки корня при повышении кон​центрации соли в среде. На основании гомологии с С1- -каналами животных клеток некоторые анионные каналы идентифицированы на молекулярно-генетическом уровне, в частности CLC-Ntl и CLC-Nt2 - в растениях табака, AtCLC-a-d - у арабидопсиса, St-CLC - у картофеля. При этом, однако, лока​лизация, функциональные характеристики и физиологическая роль продуктов идентифицированных генов остаются нераскрытыми.

Через некоторое время после возрастания наружной концентрации соли и входа Na+ и С1- в клетки обмен веществ и ионный гомеостаз клеток перехо​дят в новое стационарное состояние. Считается, что после достижения ново​го стационарного состояния и реполяризации ПМ С1- транспортируется в клетки против градиента электрохимического потенциала с помощью С1-, Н+-симпортера, который использует ∆μн+  как движущую силу для входа С1- в клетки.

3.5 Экспорт Na+ и CI из цитоплазмы
Низкие концентрации Na+ и С1- в цитоплазме при высокой солености сре​ды поддерживаются не только за счет ограничения входных потоков этих ионов, но и благодаря их энергозависимому экспорту из цитоплазмы. Экспорт может осуществляться в двух направлениях: обратно через ПМ в экстрацеллюлярное пространство и в вакуоль через тонопласт. Ниже рассмотрены Na+ и С1- сортирующие механизмы плазмалеммы и тонопласта.

Na+/Н+-антипортер плазматической мембраны - представляет собой механизм ион-обменной диффузии, который осуществляет перенос Na+ из цитоплазмы в наружную среду в обмен на Н. Экспорт Na+ происходит против градиента электрохимического потенциала этого иона за счет энергии ∆μн+- и является вторично активным видом транспорта. Генерация ∆μн+ осуще​ствляется Н+- АТФазой ПМ. На функциональном уровне Na+/H+- антипортер обнаружен в ПМ высших растений, водорослей и дрожжей. Недавно ген SOS1, кодирующий Na+/H+- антипортер ПМ, выделен из A. thaliana.

Первичный Na+-нacoc (Na+-ATФaзa). В плазматической мембране некоторых дрожжей и галотолерантных водорослей обнаружен первичный Na+-нacoc, который является Na+-транспортирующей АТФазой. Na+-АТФазы транспортируют Na+ из цитоплазмы в наружную среду за счет энергии фосфатных связей АТФ. Эти ферменты относятся к семейству АТФаз Р-типа, образующих в каталитическом цикле фосфорилированный интермедиат. Na+-АТФаза из дрожжей S. cerevisiae исследована на молекулярно-генетическом уровне. Экспрессия гена ENA1, кодирующего Na+-АТФазу из этого организма, существенно стимулирует экспорт Na+, а также Li+ из цитоплазмы и вносит заметный вклад в солеустойчивость этого организма. Na+-АТФазы из галотолерантных водорослей подробно исследованы на функциональном уровне. Установлено, что Na+- АТФаза Tetraselmis viridis осуществляет перенос Na+- транспортирующие АТФазы в клетках высших растений не обнаружены.

Na+/H+-антипортер тонопласта. Подобно, как Na+/H+-антипортер плазмалеммы Na+ из цитоплазмы в экстрацеллюлярное пространство, снижая цитоплазматические концентрации Na+, Na+/H+-антипортер тонопласта переносит Na+ в вокуоль, выполняя ту же самую физиологическую функцию. Наряду с Na+/H+- антипортер тонопласта ключевым транспортным механизмом в этом процессе является локализованная в тонопласте Н+-АТФаза. Напомним, что последняя относится к АТФазам V-типа, ее функция состоит в переносе Н+ из цитоплазмы в вокуоль и генерации таким образом ∆μн+  принимает участие также Н+- транспортирующая пирофосфатаза этой мембраны. Na+/H+-антипортер и Н+-АТФаза тонопласта играют черезвычайно важную роль в солеустойчивости они привлекают особое внимание исследователей. Использование молекулярно-биологических подходов позволило идентифицировать ген Na+/H+-антипортер тонопласта (АtNHX) в A. thaliana.
Системы экспорта СI-, локализованные в плазматической мембране и тонпласте. При солевом стрессе поступающие в клетки корня ионы С1-, так же как ионы Na+, должны выводиться назад в экстрацеллюлярное пространство или депонироваться в вокуолях. Экспорт С1- из цитоплазмы через ПМ или тонопласт, как и его вход, происходит через анионные каналы. Направление  движения ионов CI- (вход в цитоплазму или выход из нее) определяется направлением градиентов электрохимических потенциалов С1- на ПМ и тонопласте. В связи с этим Н+- АТФаза ПМ, Н+- АТФаза тонопласта и Н+- пирофосфатаза тонопласта - генераторы электрических потенциалов на этих мем​бранах (минус на цитоплазматической стороне для обеих мембран) - играют важнейшую роль в экспорте CI- из цитоплазмы. Включаясь, эти транспортные белки приводят к гиперполяризации ПМ и тонопласта и соответственно к изменению электрохимического градиента ионов CI-, так что последние транс​портируются из цитоплазмы наружу и в вакуоль. Предполагают, что анионные каналы, осуществляющие экспорт CI-, активируются в ответ на гиперполяри​зацию мембран. Эти анионные каналы до настоящего времени остаются неизу​ченными.
3.6 К+/Nа+-селективность - индикатор солеустойчивости растений
Калий как макроэлемент необходим для роста и развития всех растений. Напротив, натрий важен для сравнительно небольшого числа видов. Во всех живых клетках цитоплазматические концентрации К+ относительно велики, тогда как концентрации Na+ относительно низкие. У растений концентрации К+ в цитоплазме составляют от нескольких десятков до 200 ммоль/кг, тогда как концентрации Na+ не превышают нескольких ммоль/кг, а чаще составляют несколько сот мкмоль/кг. В почвенном растворе К+ и Na+ конкурируют за поглощение клетками корня. Эта конкуренция может иметь серьезные нега​тивные последствия для растений при засолении, когда концентрация Na+ в почвенном растворе существенно превышает концентрацию К+. В связи с этим способность клеток сохранять высокое отношение K+/Na+ в цитоплазме при высокой солености среды рассматривают как одно из свидетельств высокой солеустойчивости растения. Низкие концентрации Na+ и высокие концентрации К+ в животных клетках поддерживаются благодаря функции Na+, К+- АТФазы. В цитоплазме клеток растений преимущественное содержание К+ по сравне​ние с содержанием Na+ в нормальных условиях обусловлено, во-первых, ионной избирательностью транспортных систем ПМ, через которые К+ и Na+ проникают в клетки, и, во-вторых, экспортом Na+ (но не К+) из цитоплазмы. При высокой солености среды сниженная активность ионных каналов и переносчиков, через которые Na+ поступает в клетки, и повышенная активность систем, экспортирующих Na+, могли бы затормозить накопление Na+ в цитоплазмe и этим повысить К+ /Na+ отношение. Активность и/или количество молекул этих белков в расчете на единицу площади мембраны определяют отношение К+ /Na+ в цитоплазме.

Как отмечалось выше, VIC-каналы ПМ - главные «ворота» для входа Na+ в клетки корня при засолении, однако о регуляции активности VIC-каналов известно очень мало. Некоторая информация имеется по поводу регуляции активности систем, экспортирующих Na+ из цитоплазмы. Показано, что у A. thaliana экспрессия генов SOS1 и AtNHX, кодирующих Na+/H+ -антипортеры ПМ и тонопласта соответственно, возрастает в отпет на внесение в почву NaCI. Мутации по SOS1 делали растения чувствительными к NaCI. Известно также, что при действии на растение NaCI возрастаем активность H+ -АТФаз ПМ и тонопласта. NaCI-иидуцировинная стимуляция активности АТФаз происходит за счет увеличения числа молекул фермента в мембранах.
3.7 Интеграция клеточных механизмов устойчивости к водному дефициту и высоким концентрациям солей в защитную систему целого растения
В предыдущих подразделах рассматривались функции отдельных клеток, направленные на противодействие осмотическому и токсическому эффектам солей. В этом подразделе показано, как защитные механизмы отдельных кле​ток складываются в единую систему, позволяющую решать эти задачи в стрес​совых условиях на уровне целого организма. Как указывалось выше, одна из основных стратегий в адаптации к высоким концентрациям солей, проявля​ющаяся на клеточном уровне, состоит в поддержании низких концентраций Na+ и CI- в цитоплазме и создании таким путем благоприятного микроокружения для функционирования цитоплазматических биополимеров. Одновремен​но за счет биосинтеза осмолитов в цитоплазме и депонирования этих ионов в вакуолях клетки поддерживают ОСВ на необходимом для жизнеобеспечении уровне.

С появлением в ходе эволюции многоклеточных организмов, дифференци​рованных на органы и ткани, наряду с прежней появилась новая стратегия в водном обмене и ионном гомеостатировании. Стало важным, во-первых, под​держивать водный ток в системе: почва - корень-побег, во-вторых, избегать накопления ионов, присутствующих в среде в высоких концентрациях, в мо​лодых, активно метаболизирующих частях растения, прежде всего в меристематических тканях и генеративных органах. Известно, что в меристематических клетках, цветках, семенах и плодах содержание Na+ и CI- в расчете на сырую биомассу не превышает нескольких ммоль/кг даже при сильном почвенном засолении.

Вода и растворенные в ней вещества движутся из почвенного раствора в клетки эпидермиса и коры. Далее они транспортируются в радиальном направ​лении к центру корня и затем по ксилеме вверх, в листья. Движение ионов в радиальном направлении корня, так же как и движение воды (см. гл. 5), может осуществляться по апопласту (апопластный путь), и через клетки (путь от клетки к клетке). За счет функционирования локализованных в ПМ и тонопласте ион транспортирующих белков формируется ионный состав цитоплазмы клеток корня, в котором содержание Na+ и CI- ограничено, а К+ доминирует над Na+. Значительная часть ионов, передвигающаяся в радиальном направлении кор​ня, достигнув эндодермы, вынуждена из-за поясков Каспари пересекать ПМ И входить в цитоплазму клеток этой ткани, однако наличие обходных путей (про​пускные клетки эндодермы и незрелые ткани кончика корня) позволяет ионам передвигаться и через апопласт. Эндодерма, таким образом, не может быть абсолютным барьером для ионов, хотя мембраны ее клеток вносят существенный вклад в регуляцию ионных потоков через корень. В связи с этим, когда интенсивность транспирации высока, апопластный путь играет заметную роль в транспорте Na+ и CI- .  Ионы движутся в этом случае с массовым потоком воды и растворенных веществ по градиенту гидростатического давления (гид​равлический поток). При низкой интенсивности транспирации движение Na+ и СI- осуществляется преимущественно от клетки к клетке. В этот путь движе​ния ионов вовлечены ионные каналы, переносчики и ион-транспортирующие АТФазы. Для транспорта ионов в растении очень важен этап загрузки ионами ксилемы. Функцию загрузки выполняет плазматическая мембрана паренхимных клеток, окружающих ксилему. Показано, что у гликофитов в норме основ​ным по массе катионом, транспортируемым в ксилему, является К+, а пере​нос К+ из клеток обкладки в ксилему осуществляется через активируемые при деполяризации ПМ выходные К+ - каналы. У галофитов, а также при высокой солености среды и у гликофитов из транспортируемых в ксилему катионов доминирует Na+. Установлено, что у A. thaliana перенос ионов Na+ из паренхимных клеток обкладки в ксилему осуществляет Na+/H+- антипортер ПМ этих клеток, кодируемый геном SOS1. У ячменя в паренхимных клетках, прилегаю​щих к сосудам ксилемы корня, идентифицированы анионные каналы, через которые происходит загрузка ксилемы ионами СI-. Исследование транспорта СI- через эти каналы показало, что они относятся к анионным каналам так называемого «медленного» типа. Кинетика транспорта СI- через них характе​ризуется секундным диапазоном.

При движении ксилемного сока вверх между ним и клетками, прилегаю​щими к ксилеме, происходит обмен ионов, в результате которого ионный состав раствора, достигающего клеток листьев, существенно отличается от ионного состава первичного ксилемного сока в корне. Оказавшись в листьях, ионы Na+ и СI- проникают в клетки и там депонируются в вакуолях, повышая осмотическое давление вакуолярного сока. Процесс депонирования Na+ и СI- в вакуолях наиболее ярко выражен у галофитов. Следует отметить, что депони​рование Na+ и СI- наблюдается также и у гликофитов, которые характеризуются относительно высокой устойчивостью к водному дефициту и высоким концен​трациям солей.

Согласованное функционирование ион-транспортирующих систем в отдель​ных клетках обеспечивает при стрессах поддержание низких концентраций Na+ и СI- в цитоплазме самих клеток, низкое содержание Na+ и СI- в генеративных органах и активно метаболизирующих тканях и вносит вклад в формирование градиентов водного потенциала в системе: почва - корень - побег, путем на​копления Na+ и СI- в вакуолях.

Как уже отмечалось, стратегия ионного транспорта и осморегуляции, ос​нованная на накоплении ионов в вакуолях надземных органов, характерна для большинства галофитов, в том числе и тех, чьи листья снабжены соле-выводящими, как у кермека (Limonium gmelinii), и солелокализующими, как у М. crystallinum, железами. Соль в вакуолях, занимающих большую часть клеточ​ного объема, является «дешевым» осмотиком, тогда как «дорогие» осмолиты органической природы поддерживают осмотическое давление в цитоплазме. В связи с функцией накопления ионов в вакуолях важное значение у галофитов имеет баланс потоков Na+ и СI- из почвенного раствора в корни, с одной стороны, и из корней в побеги, с другой. Количество ионов, переносимое в побеги, должно быть достаточным для поддержания осмотического давления в вакуолях на нужном уровне. Если скорость аккумуляции ионов в вакуолях кле​ток надземных органов галофитов высока, т.е. высока активность Na+/Н+-aнтипортера тонопласта, доставка ионов из корней в побеги в достаточных коли​чествах приводит к стимуляции их роста.

Гликофиты в условиях почвенного засоления не способны поддерживать низкие концентрации Na+ и СI- в цитоплазме и аккумулировать ионы в вакуо​лях своих клеток столь эффективно, как это делают галофиты. Большое значе​ние в формировании признака солеустойчивости у гликофитов (в целом более низкой, чем у галофитов) имеет ограничение входящих потоков Na+ и СI- в корни. При этом осморегуляция их клеток, даже в вакуолярном компартменте, осуществляется в значительной степени за счет осмолитов органической при​роды. Однако способность гликофитов синтезировать осмолиты весьма ограни​чена. Распределение поступающих из почвенного раствора ионов между корне​вой системой и надземными органами у гликофитов определяется, как и у галофитов, функцией паренхимных клеток обкладки ксилемы корня, которые могут ограничивать поступление ионов в надземные органы. Различные виды и сорта растений различаются по эффективности этой функции. У сои (Glycine max) и пшеницы (Triticum aestivum) различия между сортами в ограничении ионных потоков из корней в побеги определяются одним геном. Генетиче​ский анализ показал, что такой ген KNA1 у пшеницы локализован в хромо​соме 4D.

Согласованное действие ион-транспортирующих белков в мембранах клеток различных органов и тканей, поддерживающих ионный гомеостаз и формиру​ющих ионные градиенты в системе целого растения, подразумевают орган- и тканеспецифическую экспрессию ион-транспортирующих белков. Биосинтез осмолитов в растении также регулируется органо- и тканеспецифическим об​разом. Тот или иной белок, индуцируемый стрессом, должен появиться не только в нужном месте, но и в нужное время. Важную роль в пространственной и временной регуляции экспрессии стрессовых генов играют гормоны и орган и тканеспецифические промоторы.

К механизмам адаптации к засолению и водному дефициту, которые про​являются на уровне целого растения, относятся С4- и САМ-пути фиксации углерода. Транспирационный ток воды многократно ускоряет поступ​ление в растения ионов Na+ и СI- , в избытке содержащихся в почвенном ра​створе при засолении. Полностью открытые устьица, поддерживающие высо​кую интенсивность транспирации, создавали бы не только угрозу потери воды растением, но и ускоряли бы накопление Na+ и СI- в цитоплазме клеток. При высоких концентрациях соли в среде и водном дефиците апертура устьичных щелей, однако, уменьшается, что делает СО2 менее доступным для растений и приводит к подавлению фотосинтеза. В связи с этим у многих представителей флоры в зоне аридного климата, обитающих при недостатке влаги и избытке солей в почве, фотосинтез идет по С4- или САМ - пути. Преимущество С4- и САМ -метаболизма в условиях водного дефицита и почвенного засоления состо​ит в возможности осуществлять фотосинтез при высоком устьичном сопротив​лении. Можно считать поэтому, что С4- и САМ - пути - это такие способы фотосинтеза, которые не только экономят воду при низком водном потенци​але почвенного раствора, но и препятствуют избыточному поглощению рас​тениями Na+ и СI-. У некоторых растений, в частности у галофита М. cristallinum, высокие концентрации NaCl в почве приводят к индукции ферментов САМ-пути. 
3.8 Регуляция генов устойчивости к NaCI
Пути передачи сигналов, индуцирующих экспрессию генов при соле​вом стрессе, только начинает изучаться. В подразд. 8.2.5 был рассмотрен путь сигнальной трансдукции, включающий гистидинкиназу и МАР- киназный каскад и ответственный за биосинтез осмолитов при осмотическом стрессе. Эти же механизмы участвуют в нейтрализации осмотического эффекта солей, так как включаются неспецефически в ответ на действие любого осмотика.При солеом стрессе помимо индукции синтеза белков, вовлеченных в биосинтез осмолитов, активируются системы ионного гомеостатирования. Поглощенные клет​кой ионы Na+ должны быть выведены обратно в наружную среду или компар-тментализованы в вакоули. Это требует активации Nа+- насосов ПМ и тонопласта. Показано, что экспрессия SOS1 - гена Nа+/Н+- антипортера ПМ, и NHX - гена Nа+/Н+- антипортера тонопласта, у A. thaliana индуцируются специфиче​ски высокими концентрациями солей. Для путей передачи сигнала, индуциру​ющих экспрессию генов при солевом стрессе, идентифицировано несколько транскрипционных факторов и промоторных элементов.
Недавно у A. thaliana был открыт специфический для Na+-стpecca АБК-независимый SOS-путь передачи сигнала, приводящий к экспрессии гена Nа+/Н+-антипортера ПМ SOS1. SOS-путь включает белок кальци-нейрин (SOS3), который является Са2+- и кальмодулинзависимой протеин-фосфатазой. Этот фермент состоит из каталитической А-субъединицы (СnА) и регуляторной В-субъединицы (СnВ) и имеет три EF- лиганда, связывающих Са2+. Полная активация фермента нуждается в образовании комплексов Са2+-СnВ, и Са2+-кальмодулин. В состав SOS-цепи передачи сигнала входит также серин/треонин - протеинкиназа, кодируемая геном SOS2. При функционирова​нии SOS-пути рецептор неизвестной природы воспринимает сигнал (высокие концентрации Na), что приводит к возрастанию концентрации свободного Са + в цитозоле. SOS3 связывает Са2+ и активирует протеинкиназу SOS2, обра​зуя протеинкиназный комплекс SOS2 - SOS3. Активированная протеинкиназа фосфорилирует белки, непосредственно вовлеченные в экспрессию SOS1, a также других генов, в том числе ответственных за транспорт К+. SOS-путь мо​жет также регулировать активность других транспортных белков на посттрансляционном уровне.
Следует отметить важную роль в сигнальной трансдукции при NaCl-стрессе цитоплазматического Са2+ . Наряду с участием в передаче сигнала через SOS-путь ион Са2+ выполняет функцию вторичного мессенджера в сигналь​ных путях, включающих протеинкиназы, которые содержат Са2+ связываю​щий домен, подобный Са2+- связывающему домену в молекуле кальмодулина. Один из механизмов, приводящих к возрастанию концентрации Са2+ в цитоп​лазме, связан с образованием инозитол-1,4,5-трифосфата, который освобож​дает Са2+ из вакуолярного компартмента. Другой механизм основан на акти​вации потенциалзависимых Са2+- каналов при NaCl-индуцированной деполя​ризации ПМ и входе в клетку содержащегося в апопласте свободного Са2+. Экспрессия генов NaCl-индуцируемых белков и регуляция транспортной ак​тивности продуктов этих генов обеспечивают поддержание ионного гомеостаза при стрессе, что наряду с другими механизмами повышает устойчивость растения к NaCI.
Хорошо изучена индукция гена Na-АТФазы плазмалеммы (ENA1) у дрож​жей S. cerevisiae. Индукция осуществляется двумя независимыми механизмами. При относительно низких концентрациях NaCl (0,1-0,3 М) сигнал передает​ся через МАР-киназный путь - систему, активируемую неспецифически раз​личными осмотиками. Недавно транскрипционный фактор Scol был идентифицирован как репрессор ENA1. Инактивируя Sco l, осмотик через МАР-киназный путь индуцировал экспрессию ENA1. Этот случай интересен как пример негативной регуляции, при которой стрессор снимает действующую в дострессовых условиях репрессию. Предполагается, что такого рода негативная регуляция осуществляется при экспрессии многих защитных генов.
Индукция ENA1 при высоких концентрациях NaCl (0,6- 1,0 М) осуществ​ляется через Са2+- активируемый SOS-путь с участием кальцинейрина. Последний представляет собой важный детерминант солеустойчивости дрож​жей, так как осуществляет положительную регуляцию гена Na+ - транспортирующей АТФазы ENA1, а также гена высокоафинного транспортера К+ Trkl.
Как отмечалось выше, степень устойчивости растений к действию стрессо​ра характеризуется обратной корреляцией со скоростью роста. Антагонисти​ческие отношения между процессами роста и акклимации реализуются через сеть путей сигнальной трансдукции. Из многообразия ответных реакций растения на высокие концентрации соли виден полигенный характер солеустойчивости. Согласованное функциониро​вание защитных систем, которые включаются в ответ на повышение наружной концентрации соли, следует рассматривать в трех взаимосвязанных аспектах: 1) гомеостаз должен быть восстановлен в новых стрессовых условиях; 2) моле​кулярные повреждения должны быть устранены; 3) рост должен быть возоб​новлен, хотя и с меньшей скоростью.
3.9 Различия между гликофитами и галофитами
Различия между защитными механизмами устойчивых и не устойчивых к солевому и водному стрессам растений проявляется как на клеточном уровне, так и на уровне целого организма. Клетки солеустойчивых растений по сравнению с солечувствительными обладают более эффективными системами под​держания водного и ионного гомеостаза. Скорости биосинтеза осмолитов и уровни их аккумуляции в цитоплазме клеток галофитов выше, чем у гликофи​тов, поэтому галофиты могут регулировать внутриклеточное осмотическое дав​ление в более широком диапазоне водного потенциала почвенного раствора. Локализованные в мембранах клеток устойчивых растений белки-экспортеры Na+ из цитоплазмы обладают, по-видимому, более высокой активностью, чем гомологичные транспортные системы у неустойчивых растений. В первую оче​редь это относится к Na+/H+- антипортеру тонопласта и вакуолярной Н+-АТФазе, поставляющей энергию для транспорта Na+ через тонопласт. За счет более высо​кой активности системы (Na+/H+- антипортер + Н+- АТФаза тонопласта) вакуолярные концентрации Na+ и градиенты электрохимического потенциала Na+ на тонопласте у галофитов достигают более высоких значений, чем у гликофитов.
Между устойчивыми и неустойчивыми растениями существуют также раз​личия и в ионной проницаемости (селективности) мембран, через которые Na+ пассивно входит в цитоплазму. Проницаемость плазмалеммы для Na+ зави​сит в основном от свойств ионных каналов и транспортеров, через которые он пассивно поступает в клетки, однако в сравнительном аспекте ионные каналы и транспортеры различающихся по солеустойчивости растений на молекуляр​ном уровне практически не исследованы.
Устойчивые к NaCl растения, по-видимому, отличаются от неустойчивых еще в одном аспекте: они имеют более эффективные системы детоксикации ядовитых соединений, в том числе АФК, содержание которых при стрессе возрастает.
Итак, солеустойчивые растения обладают более эффективными системами биосинтеза осмолитов, ионного гомеостатирования и детоксикации. Этот вы​вод подкрепляется недавними успехами в получении устойчивых к NaCl транс​генных растений со сверхэкспрессией генов, вовлеченных в вышеперечислен​ные функции. Приведем несколько примеров.
1.Чувствительные к высоким концентрациям солей и водному дефициту растения табака были трансформированы геном пирролин-5-карбоксилатсин-тетазы - лимитирующего звена в биосинтезе пролина. Ген был выделен из засухоустойчивого растения маша (Vigna radiata). Сверхэкспрессия этого гена увеличивала содержание пролина в клетках и повышала устойчивость расте​ний табака к NaCl.
2. При сверхэкспрессии гена Na+/H+- антипортера тонопласта, ответствен​ного за депонирование Na+ в вакуоли, увеличивалась вакуолярная концентра​ция Na+ и повышалась устойчивость к NaCl растений A. thaliana.
3. Защитное действие системы детоксикации ядовитых веществ при NaCl-стрессе проявилось в трансформантах табака со сверхэкспрессией гена фер​мента, обладающего комбинированной активностью глутатион-S-трансферазы и глутатионпероксидазы. Более высокая ферментативная активность у транс​формантов по сравнению с исходными растениями коррелировала при дей​ствии NaCl с их более быстрым ростом.
Различия между солеустойчивыми и солечувствительными растениями на уровне целого растения рассматривались в подразд.8.3.4 в  связи с обсуждением вопроса об организации транспорта воды и ионов в системе почва-корень - побег.
Физиологические функции и биохимические процессы у солеустойчивых и солечувствительных растений (галофитов и гликофитов) различаются скорее в количественном отношении, чем в качественном. За исключением солевых желез, имеющихся лишь у некоторых видов, какие-либо особые признаки у галофитов отсутствуют. Для осуществления жизненного цикла в условиях засо​ления галофиты в целом используют те же самые исполнительные механизмы, которые обнаружены у гликофитов. Типичный гликофит арабидопсис, соглас​но проведенным исследованиям, содержит большинство генов (если не все), найденных у галофитов. Считается, что высокая вариабельность растений по чувствительности к засолению и степени их солеустойчивости обусловлена лишь различиями в регуляции экспрессии их генов.
Контрольные вопросы:

1. Какие растения относятся к галофитам?

2. Какие растения относятся к гликофитам?

3. Каким способом приспосабливаются растения к осмотическому действию солей?
4. Изменения температурных условий
4.1 Поддержание метаболической активности и структурной целостности биополимеров при изменении температурных условий
Важная роль температуры во взаимоотношениях организма и среды прояв​ляется на всех уровнях его структурной и функциональной организации. Тем​пературные сдвиги вызывают изменения структуры биополимеров, а следова​тельно, и скоростей биохимических реакций и физиологических процессов. От температуры в конечном счете зависит выживаемость организма, а географи​ческое распределение видов на Земле происходит в соответствии с темпера​турными градиентами.
Растения относятся к эктотермным (пойкилотермным) организмам, не спо​собным поддерживать температуру своих органов и тканей на постоянном уровне. Этим они отличаются от эндотермных (гомойотермных) организмов, сохраня​ющих постоянство температуры тела (млекопитающие и птицы). Отсюда сле​дует, что у растений приспособления к изменяющимся температурным усло​виям не связаны со стратегией избежания, а основаны на механизмах резистентности. Вместе с тем эндотермные механизмы в растительном мире могут встречаться в зачаточной форме.
Эктотермные организмы, в том числе растения, способны модифицировать биополимеры своих клеток таким образом, чтобы компенсировать изменения метаболизма, вызываемые температурными сдвигами. Новые разновидности макромолекул появляются в ходе акклимации растений к изменившейся темпе​ратуре. Модификации макромолекул могут происходить также в эволюцион​ном масштабе времени, т. е. при адаптации к новым температурным условиям. За счет модификаций биополимеров, происходящих в ходе эволюции, расте​ниям различных климатических зон удается поддерживать относительно оди​наковую интенсивность метаболизма. К такого рода модификациям биополи​меров относится образование новых разновидностей ферментов с измененной каталитической активностью. Изменения в эффективности катализа направле​ны на компенсацию температурозависимых изменений скоростей реакций.
Поддержание скорости реакции на должном уровне может быть связано не только с появлением новой разновидности молекулы фермента, но и с изме​нением его содержания в клетке.
Помимо температурозависимых модификаций ферментов известны температурозависимые модификации липидов, связанные с изменениями их теку​чести. От состояния мембранных липидов зависит каталитическая активность локализованных в мембранах ферментов.
4.2 Компенсация температурных эффектов путем изменения свойств ферментов
С увеличением температуры скорости ферментативных реакций возрастают. Зависимость скорости реакции от температуры носит экспоненциальный ха​рактер, что описывается уравнением Аррениуса:
k = Aē Ea/RT,
где k - константа скорости реакции; Еа - энергия активации реакции; R - газовая постоянная; Т- абсолютная температура; А - коэффициент пропорцио​нальности.
Из уравнения (8.3)  следует, что энергия активации наряду с температурой определяет скорость реакции. Скорость реакции тем выше, чем ниже энергия активации. Функция ферментов состоит в снижении энергии активации фер​ментативных реакций. Чем выше эффективность фермента, тем до более низ​кого значения снижается энергия активации.
У эктотермных организмов, обитающих при пониженных температурах, фер​менты характеризуются более эффективным катализом, т.е. более низкими зна​чениями энергия активации реакций. У эктотермных организмов, обитающих в условиях теплого климата, наоборот, ферменты менее эффективны, т. е. энер​гия активации катализируемых ими реакций имеет более высокие значения.
Энергии активации ферментативных реакций изменяются также при акклимации организмов к новым температурным условиям: при понижении темпера​туры они снижаются, а при повышении возрастают. Таким образом, энергия активации той или иной ферментативной реакции не является величиной посто​янной: она изменяется в соответствии с температурными условиями среды оби​тания. Это положение получило обоснование при изучении каталитических свойств ферментов, выделенных из холодоустойчивых и теплолюбивых организмов, а также организмов, акклимированных к различным температурам.
Изменения каталитических свойств ферментов, т. е. их энергий активации, являются одним из важнейших типов приспособительных реакций организмов к изменяющимся температурным условиям и происходят в результате модифика​ций молекул ферментов.
Конформационные изменения фермента в ходе каталитической реакции сопровождаются разрывом или образованием слабых связей (водородных, элек​тростатических, ван-дер-ваальсовых и гидрофобных), при этом освобождается или поглощается энергия. Энергетические сдвиги, связанные с изменением конформации, лежат в основе различий в величинах энергий активации фер​ментативных реакций.
Для конформационных изменений ферментов с более гибкой структурой при катализе требуется меньше энергии. У фермента с жесткой структурой конформационные изменения невозможны. Он был бы стабильным и долго​вечным, но нереакционноспособным. Фермент может сохранять свою струк​турную целостность и в то же время функционировать, когда между его ста​бильностью и гибкостью существует равновесие. Ферменты организмов, при​способленных к высоким температурам, для сохранения структурной целост​ности и функциональной активности должны иметь более жесткую структуру. Для ферментов организмов, приспособленных к низким температурам, необ​ходима повышенная гибкость.

Стратегия приспособления к тому или иному температурному диапазону состоит в изменении числа (или типа) слабых взаимодействий в молекуле фер​мента. Приспособление к более высоким температурам связано с приобретени​ем одной или нескольких дополнительных слабых связей. Дополнительные связи повышают термостабильность белка и в то же время снижают его каталитиче​скую эффективность (увеличивают энергию активации). Разновидности фер​ментов, осуществляющих эффективный катализ при изменении температур​ных условий, появляются в результате модификаций их первичной структуры.

Другим типом приспособительных реакций растений к изменяющимся тем​пературным условиям является поддержание относительно постоянного соот​ношения между константой Михаэлиса (Кm) и концентрацией субстрата [S]. Константа Михаэлиса для субстрата должна поддерживаться в пределах, при​близительно соответствующих середине диапазона физиологических концент​раций субстрата. При таком соотношении Кm и [S] используется значительная часть каталитического потенциала фермента, и в то же время фермент далек от состояния насыщения субстратом, т.е. сохраняет резерв для ускорения ре​акции в ответ на повышение концентрации субстрата или регуляторные сиг​налы.

Как показали эксперименты на выделенных ферментах, изменения темпе​ратуры приводят к изменениям Кm. Константа Михаэлиса растет при повыше​нии температуры. Вместе с тем и у растительных, и у животных организмов, обитающих при различных температурных условиях, Кm ферментов и концен​трации их субстратов в клетках различаются очень мало. Относительное посто​янство Кm и [S] поддерживается и при акклимации организма к изменившейся температуре.

Известно два пути поддержания постоянства Кт: 
1) за счет изменений пер​вичной структуры белка; 
2) за счет изменения среды, в которой фермент функ​ционирует.

Изменения первичной структуры белка, приводящие к изменениям Еа и Кm могут происходить в эволюционном масштабе времени и приводить к по​явлению новых форм белка и соответственно новых конститутивных призна​ков (адаптация). Новые разновидности фермента с кинетическими свойства​ми, отвечающими новым температурным условиям, могут появляться также в результате индукции стрессовых генов при акклимации растения к темпера​турному сдвигу. Они могут появляться даже тогда, когда температура среды колеблется в пределах всего лишь 6 - 8 °С. Поскольку многие растения обитают в средах, где сезонные и даже суточные колебания температуры превышают 6 - 8 °С, фермент, представленный только одной формой, не мог бы функционировать во всем диапазоне температур. Нужны две или больше разновидно​сти фермента. Такие разновидности называются изоферментами. Изоцитратде - гидрогеназа, например, существует в виде целого семейства изоферментов, каждый из которых функционирует в узком температурном диапазоне. Извест​на сезонность в появлении множественности форм ферментов.

Поддержание относительно постоянного отношения Кm /[S] часто связано с изменением рН среды, в которой фермент функционирует. Хорошо известно, что при повышении температуры в клетках растений снижается рН цитоплаз​мы. У ряда ферментов это компенсирует изменения Кт, индуцированные тем​пературными сдвигами.
Компенсация температурных эффектов путем изменения внутриклеточного содержания ферментов. Многие растения способны компенсировать влияние температуры на ско​рость биохимических реакций путем изменения содержания ферментов в клет​ках. В первую очередь это относится к ферментам, которые лимитируют ско​рость ключевых процессов метаболизма, таких, например, как фотосинтез и дыхание. Так, активность фруктозо-1,6-бисфосфатазы в листьях коррелировала со скоростью фотосинтеза при акклимации олеандра (Nerium oleander) к тем​пературным сдвигам. У олеандра этот фермент - главное лимитирующее звено в углеродном цикле и соответственно главный лимитирующий фактор в тем​пературной компенсации фотосинтеза. Электрофорез показал, что число изо​ферментов фруктозо-1,6-бисфосфатазы при акклимации оставалось постоян​ным, но при этом изменялось количество фермента. При акклимации к низ​ким температурам оно возрастало, а при акклимации к высоким - снижалось.
4.3 Термофильные бактерии - модель для изучения механизмов термостабильности

Существуют организмы, способные жить в среде с температурой около 100 0С. К таким организмам относятся термофильные бактерии, обитающие в тер​мальных источниках. Thermus aquaticus, например, сохраняет жизнеспособность при температурах до 95 0С. Белки термофильных бактерий необычайно устой​чивы к тепловой денатурации. In vitro они выдерживают длительный прогрев при 90 °С, сохраняя функциональную активность. Высокая структурная и фун​кциональная устойчивость белков термофильных бактерий объясняется осо​бенностями их аминокислотного состава. Повышение термостабильности обес​печивается всего одной или двумя дополнительными электростатическими свя​зями. Увеличение числа солевых мостиков служит универсальным механизмом повышения термоустойчивости.

Сравнительные исследования трехмерной структуры белков (лактатдегидрогеназы, ферредоксина и др.), проведенные с помощью рентгеноструктурного анализа, показали, что термоустойчивость белкам термофильных бакте​рий придают также некоторые другие особенности их структуры. Гидрофобность внутренних частей белка у термофилов больше, чем у мезофилов (мик​роорганизмов, обитающих при умеренных температурах). Поскольку при повышении температуры гидрофобные взаимодействия стабилизируются, струк​тура такой белковой молекулы становится более прочной. У белков термофи​лов боковые цепи алифатических аминокислот удлинены, что усиливает гид​рофобные взаимодействия. Кроме того, найдены замены аминокислот, повы​шающие стабильность α-участков и β-слоев в молекулярной структуре. Таким образом, устойчивость белков термофильных бактерий связана с изменениями их первичной структуры.

Изменение суммарной свободной энергии, требуемой для стабилизации белков термофилов, составляет 130 - 210 кДж/моль. Это соответствует энергии лишь нескольких слабых связей, т. е. лишь несколько слабых связей требуется для превращения мезофильного белка в термофильный. Для большинства ами​нокислотных замен, необходимых для этой цели, достаточно заменить лишь одно основание в триплете. Из этого следует, что образование термофильных белков может легко осуществляться в процессе эволюции.

Устойчивость к высоким температурам придают термофилам также протек​торные соединения. Аппарат белкового синтеза у Thermus thermophilus защищен от денатурации полиаминами. У термофилов обнаружены также структурные модификации тРНК и рибосомальных РНК. Они содержат больше Г-Ц-пар оснований, чем гомологичные РНК мезофилов. Пары оснований Г-Ц более термостабильны, чем пары А-У. У термофилов тРНК содержат также 5-метил-2-тиоуридин. Производные тиоуридина усиливают взаимодействия осно​ваний в спиральной структуре тРНК.
4.4 Роль белков теплового шока в акклимации растений к высоким температурам

Растения часто испытывают тепловой шок (ТШ), который может повреж​дать органы и ткани, задерживать рост и даже вызывать гибель растений. ТШ обычно возникает в результате действия высоких температур при недостаточ​ной скорости транспирации. Растения могут стать толерантными к ТШ, если предварительно на протяжении нескольких часов подвергнуть их действию нелетальных высоких температур. В процесс аккламации вовлекаются белки теп​лового шока (БТШ), синтез которых индуцируется предварительной тепловой обработкой.

Некоторые из основных БТШ консервативны: показана высокая степень их гомологии среди представителей прокариот и эукариот. Многие из БТШ фун​кционируют как шапероны. Они восстанавливают структуру других белков, денатурированных при тепловом воздействии. Некоторые БТШ синтезируются в клетках в ходе развития растений и не индуцируются тепловым воздействи​ем, однако их относят к БТШ на основании гомологии аминокислотных пос​ледовательностей с БТШ, индуцируемых теплом.

БТШ подразделяют на пять семейств в соответствии с их молекулярными массами.

БТШ-100 выполняют функцию шаперонов. Они осуще​ствляют распад белковых агрегатов, образующихся вследствие денатурации белков при тепловом воздействии, и предотвращают ошибки в сворачивании (folding) полипептидной цепи при формировании третичной структуры белко​вых молекул.

БТШ-90 обнаружены в цитозоле, ядре и эндоплазматическом ретикулуме (ЭР). Считается, что они тоже могут функционировать как молекулярные ша-пероны, однако в отличие от типичных шаперонов, высокоспецифичны по отношению к определенным белкам и вступают с ними в длительное взаимо​действие.

БТШ-70 - АТФ- зависимые молекулярные шапероны. Некоторые члены этого семейства экспрессируются конститутивно, другие индуцируются тепловым или холодовым шоком. БТШ-70 обнаруживаются в цитозоле, ЭР, митохонд​риях, пластидах и других органеллах. БТШ-70 участвуют в сворачивании и раз​ворачивании (unfolding) полипептидных цепей, сборке и разборке четвертич​ной структуры белка. Во время теплового шока БТШ-70 находятся в ядрышке и мигрируют в цитоплазму после окончания теплового воздействия. N-терминальная область БТШ-70, содержащая АТФ-связывающий домен, высококон​сервативна, тогда как их С-концевая последовательность у различных организ​мов вариабельна и определяет субстратную специфичность.

БТШ-60, по-видимому, также являются молекулярными шаперонами. Они обнаруживаются в митохондриальном матриксе и строме хлоропластов. БТШ-60 не только индуцируются ТШ, но присутствуют в растениях также и при нор​мальных температурах. Их главная функция состоит в сборке белковых молекул, состоящих из субъединиц. Один из БТШ-60, кодируемый ядерным геномом, представляет собой хлоропластный белок, который участвует в сборке рибуло - зобисфосфаткарбоксилазы. In vitro БТШ-60 предотвращают белки от агрегации.

Низкомолекулярные БТШ с молекулярными массами от 15 до 30 кДа обна​руживаются в клетках растений в больших количествах. Они распределяются по различным компартментам клетки. Низкомолекулярные БТШ формируют комплексы с молекулярными массами от 200 до 800 кДа. Хотя их роль во мно​гом остается неясной, предполагается, что они вносят существенный вклад в термотолерантность растений. Нет сведений о том, что они требуются для нор​мальных клеточных функций, т. е. в отсутствие ТШ. Низкомолекулярные БТШ не требуют АТФ. Показано, что БТШ-18,1 из гороха (Pisum sativum) предотв​ращает агрегацию белков при высоких температурах.

Экспрессия генов многих БТШ контролируется транскрипционным факто​ром HSF (heat shock factor), который взаимодействует с консервативной пос​ледовательностью HSE (heat shock element) промоторной области генов БТШ. HSF y A. thaliana (ATHSF1) мо​жет связывать ДНК, только находясь в форме тримера. ТШ требуется для тримеризации. ДНК - связывающий домен HSF  и тримеризация консервативны среди раз​личных  организмов. Механизм, контроли​рующий тримеризацию, не ясен, однако  показано, что образование тримера HSF, его связывание с ДНК И транскрипционная активность подавляются при снятии ТШ. Растения, которые экспрессируют HSF, демонстрируют повышенную теплоустойчивость в отсутствие предварительной тепловой обработки.                                                                                                                                                                                                                                             

Как обсуждалось выше, при рассмотрении влияния температуры на белки, фермент может функционировать и в то же время сохра​нять свою структурную целостность, если существует равновесие между гиб​костью и стабильностью молекулы. Такое равновесие характерно и для мемб​ранных структур, основу которых составляют липиды. Мембранным липидам в нормальных условиях присуще жидкокристаллическое состояние (жидким кристаллом называют анизотропную жидкость с признаками упорядоченнос​ти). В этом состоянии мембрана сохраняет свою структурную целостность, но в то же время липиды мембраны и локализованные в ней белки достаточно под​вижны, чтобы осуществлять свои функции. Жидкокристаллическому состоя​нию отвечает определенная вязкость липидного бислоя. Она выше, чем вяз​кость липидов в состоянии их крайней текучести, когда исчезают признаки упорядоченности, характерные для жидкого кристалла, и ниже вязкости ли​пидов, находящихся в твердом гелеобразном состоянии. Переход липидов из жидкокристаллического в гелеобразное состояние (La → Lβ) и сопутствующее этому переходу возрастание вязкости бислоя про​исходят при снижении температуры.

Вместе с тем поддержание мембраны в жидкокристаллическом состоянии с соответствующей этому состоянию вязкостью имеет решающее значение для функционирования локализованных в ней белков: ферментов, водных и ион​ных каналов, различного рода переносчиков, компонентов электрон-транс​портных цепей и пр. Особенно чувствительны к изменениям вязкости липидов транспортные АТФазы. В связи с этим сохранение бислоя в жидкокристалли​ческом состоянии при снижении температуры - одна из важнейших стратегий приспособления растений к холоду. Эта стратегия состоит в снижении темпе​ратуры фазового перехода мембранных липидов (La → Lβ). Обитание при высо​ких температурах выдвигает задачу поддержания структурной целостности мем​бран. Повышение температуры до некоторых критических пределов приводит к сверхвысокой текучести липидов и дезинтеграции мембран, поэтому у тер​моустойчивых растений модификации липидов направлены на повышение структурной прочности бислоя и повышение температуры фазового перехода липидов.

Температура фазового перехода и сопровождающее его изменение вязкости зависят от длины углеводородных цепей и числа двойных связей жирных кис​лот (ЖК), входящих в состав липидов. При наличии двойных связей, которые находятся почти всегда в цис-положении, в цепях образуются изгибы, и это уменьшает энергию стабилизации бислоя, т. е. делает мембрану более текучей. На прочность бислоя оказывают влияние и содержащиеся в нем стероиды, а также ионный состав прилегающей к мембране жидкой фазы.

Основной механизм регуляции температуры фазового перехода, а следова​тельно и поддержания нужной вязкости бислоя при изменении температурных условий, состоит в изменении жирнокислотного состава липидов. Известны два типа изменений химического состава липидов, которые вовлечены в тем​пературозависимые модификации мембран: 1) изменение длины углеводород​ных цепей в остатках ЖК и 2) изменение числа двойных связей в них. Для того чтобы мембрана не затвердевала при понижении температуры, липиды долж​ны содержать ЖК с меньшим числом углеродных атомов и с большим числом двойных связей. Приспособление к повышенным температурам связано, на​против, с включением в липиды ЖК с более длинными углеводородными цепями и с меньшим числом двойных связей. Указанные способы сохранения надлежащей вязкости мембран при адаптации и акклимации к изменяющимся температурным условиям обнаружены не только у растений, но и у животных, а также у прокариот. Иллюстрацией повышения степени ненасыщенности ЖК в липидах мембран при акклимации растений к низким температурам являют​ся данные, представленные в таблице. 

Линоленовая кислота несет три двойные связи. Ее доля в общем содержа​нии ЖК, входящих в состав липидов мембран, достаточно высока и может служить показателем общего уровня ненасыщенности мембранных липидов. При акклимации к холоду во всех фракциях мембран относительное содержа​ние линоленовой кислоты возрастало.

Изменение степени ненасыщенности жирных кислот (ЖК) и длины ацильных цепей в липидах контролируется с помощью ряда ферментов. К ним отно​сятся десатуразы, тиоэстеразы и элонгазы.

Десатуразы жирных кислот. Десатуразы ЖК образуют семейство фермен​тов, катализирующих превращение одинарной связи между атомами углерода 
-СН2-СН2- в двойные связи - СН=СН- в ацильных цепях ЖК. Предпола​гается, что десатуразы связывают трехвалентное железо, которое формирует активный комплекс с атомами кислорода Fe-О-Fe. Реакции, катализируе​мые десатуразами, называют реакциями десатурации, образующиеся двойные связи между атомами углерода - ненасыщенными связями, а жирные кислоты с несколькими ненасыщенными связями - полиненасыщенными жирными кисло​тами (ПНЖК). Десатурация требует молекулярного кислорода и протекает в аэробных условиях.

Десатурация осуществляется через сложную цепь биохимических превраще​ний, в которой десатураза подключается на конечной стадии. Суть происходящих превращений состоит в сопряжении окисления ЖК с восста​новлением О2. Процесс десатурации можно представить следующим образом. Из 4 электронов, требующихся для восстановления О2 и образования 2Н2О, два электрона поставляются молекулой ЖК, которая при этом окисляется, а источником двух других является НАДФН. Перенос электронов от НАДФН к О2 происходит через цепь переносчиков, включающей флавопротеин и ферредоксин. Участвующие в десатурации переносчики электронов локализованы в мембранах эндоплазматического ретикулума или пластид. При этом десатураза может находиться в свободной или мембраносвязанной форме.

Десатуразы подразделяют на несколько типов, в зависимости от того, осу​ществляют ли они превращение ЖК, находящейся в свободной форме или в составе липида, и от того, какая ЖК используется в качестве субстрата. Деса​туразы, использующие в качестве субстратов свободные ЖК, позволяют регу​лировать липидный состав мембран и, следовательно, их текучесть еще до образования липидов и формирования самой мембраны. Иными словами, те​кучесть мембраны может определяться уже на стадии предварительного синте​за ЖК. Синтезированные в этом случае ЖК с определенным числом ненасы​щенных связей транспортируются затем к местам встраивания в мембраны. Де​сатуразы различаются также специфичностью по отношению к положению остатка ЖК на глицериновой молекуле и к позиции десатурации в ацильной цепи.

Липидный состав мембран и степень ненасыщенности ЖК варьируют в широких пределах при изменении температуры, а также других условий, на​пример интенсивности освещения, водного потенциала и ионного состава среды. Десатуразы у растений играют важную роль в адаптации и акклимации к изме​няющимся условиям среды. В настоящее время клонированы гены некоторых десатураз растительного происхождения. Клонирование сделало возможным изучение экспрессии генов и роли модификаций липидного состава мембран в приспособительных реакциях. Экспрессия генов ряда десатураз у растений за​висит от температуры, что позволяет говорить об участии десатураз в процес​сах акклимации к изменяющимся температурным условиям. Экспрессия генов других десатураз у растений не зависит от температуры, т. е. является конститу​тивной. Регуляция экспрессии генов десатураз осуществляется на транскрип​ционном уровне. Активация десатурации при снижении температуры сопряже​на с накоплением мРНК генов тех десатураз, которые отвечают за синтез ПНЖК. Накопление мРНК этих генов приводит в свою очередь к повышению уровня синтеза соответствующих белков и, как следствие, к индукции синтеза ПНЖК.

Продукты десатуразных реакций ПНЖК регулируют посредством обратной связи активность десатураз.

У высших растений устойчивость к низким температурам коррелирует со способностью клеток синтезировать ПНЖК. Так, у A. thaliana мутанты fad5 и fad6, дефицитные по синтезу локализованных в хлоропластах десатураз паль​митиновой и олеиновой ЖК соответственно, характеризуются хлорозом лис​тьев, замедленным ростом и измененной формой хлоропластов при понижен​ных температурах. Экспрессия Fad7, гена десатуразы A. thaliana, отвечающего за синтез триеновых (с тремя ненасыщенными связями) ЖК в хлоропластах, в N. tabacum приводит к повышению устойчивости семян растений табака к низким температурам. В то же время блокирование экспрессии Fad7 позволяет растениям легче приспосабливаться к повышенным температурам. При наруше​нии функций соответствующих десатураз изменяются физические свойства мем​бран, что выражается в смещении температуры фазового перехода из жидко​кристаллического в гелеобразное состояние в область более высоких температур.

Молекулярные механизмы регуляции экспрессии генов десатураз при изме​нении температурных условий в значительной степени остаются нераскрыты​ми, однако общие принципы такой регуляции понятны уже сейчас. При снижении температуры уменьшается текучесть мембраны. Клетка воспри​нимает это изменение с помощью сенсора, расположенного, по-видимому, в мембране. Сигнал от сенсора передается к регуляторным молекулам или не​посредственно воспринимается регуляторными последовательностями генов десатураз. Вследствие этого индуцируется экспрессия генов, что приводит к усиленному синтезу десатураз в клетке и ускорению синтеза ПНЖК в мембран​ных липидах. В конечном счете восстанавливаются исходная текучесть мембран и биохимическая активность связанных с ними систем, в частности актив​ность ФСI и ФСII в хлоропластах, а также АТФ-синтезирующих комплексов.

Итак, растения, способные синтезировать ПНЖК в повышенных количе​ствах, оказываются более устойчивыми к холодовому стрессу. Напротив, сниже​ние доли ПНЖК в мембранных липидах, приводящее к снижению молекулярной подвижности липидного бислоя, должно вносить вклад в термотолерантность растений. Последнее предположение подтверждается получением транс​генных растений табака, в которых снижена экспрессия хлоропластной десатуразы, отвечающей за образование триеновых ЖК. Полученные растения ока​зались более устойчивыми к высоким температурам, чем исходные растения. 
Тиоэстеразы и элонгазы жирных кислот. Как отмечалось выше, текучесть липидного бислоя определяется не только степенью ненасыщенности ЖК, но и длиной углеводородных цепей. Число углеродных атомов в цепи зависит от функций тиоэстераз и элонгаз ЖК. Тиоэстеразы отвечают за терминацию уд​линения ацильной цепи и обеспечивают преимущественное накопление С8_10, С12, С14 и C16_18 ЖК. 
4.5 Энергия активации ферментативных реакций, протекающих в мембранах

Функционирование белков, связанных с мембраной, часто зависит от ло​кальной вязкости их липидного микроокружения. Активность многих мемб​ранных ферментов снижается при возрастании вязкости (снижении текучес​ти) липидов мембраны. Как обсуждалось в ферментный белок должен иметь возможность изменять свою конформацию во время катализа. Для этого нужно, чтобы могли перемещаться и окружающие его молекулы липидов. Если липидная фаза обладает низкой вязкостью, то изменения конформации фермента не требуют больших затрат энергии. При высокой вязкос​ти липиды необходимо локально расплавить, для чего требуется дополнитель​ная энергия. Температура плавления липидов должна устанавливаться на та​ком уровне, при котором поддерживается их оптимальная текучесть в физио​логическом диапазоне температур. Следует, однако, помнить, что текучесть мембраны не должна быть чрезмерной, так как в слишком жидком липидном бислое может произойти дезинтеграция многокомпонентной системы.

Связь температурной зависимости активности локализованного в мембране фермента с температурой плавления липидного бислоя мембраны может быть продемонстрирована с помощью графика Аррениуса - зависимости логариф​ма константы скорости ферментативной реакции от обратной величины абсо​лютной температуры 1/Т. Такая зависимость выражается отрезком прямой линии, так как

ln k = ln A – Ea 1
                       R T
что следует из уравнения. Точки перегиба на графиках отражают измене​ния свойств липидов. При температуре фазового перехода наклон прямой ли​нии резко меняется. Из наклона для данного температурного диапазона может быть рассчитана энергия активации ферментативной реакции. При температу​рах более низких, чем температура фазового перехода, энергия активации выше, так как для конформационных изменений белка необходимо дополнительно разорвать некоторые слабые химические связи в липидах, находящихся в гелеобразном состоянии. При температурах более высоких, чем температура фазового перехода, липиды находятся в жидкокристаллическом состоянии и тре​буется меньше энергии для конформационных изменений белка. При акклимации к холоду происходит сдвиг точки перегиба на графиках, отражающий смещение температуры фазового перехода к более низким значениям. Это свя​зано с изменением химического состава мембраны - с включением в состав липидов ЖК, имеющих меньшее число углеродных атомов и большее число ненасыщенных связей. Повышение устойчивости к теплу обусловлено возрас​танием вязкости (снижением текучести) липидного бислоя и стабилизацией взаимодействий между компонентами мембран.

Тепловые повреждения приводят к дезорганизации процессов, протекаю​щих в мембранах. В частности, в тилакоидах нарушается механизм переноса энергии: блокируется перенос энергии от хлорофилла а к хлорофиллу b и из​меняется распределение энергии между ФС П и ФС I. В этих условиях возрастает флуоресценция хлорофилла, что объясняется следующим образом. Свободный хлорофилл флуоресцирует очень сильно. В интактных хлоропластах флуорес​ценция низка, так как энергия возбуждения хлорофилла улавливается реакци​онными центрами. Наблюдаемые in vivo при тепловом воздействии усиление флуоресценции и тесно коррелирующее с ним подавление фотосинтеза связа​ны с распадом хлорофилл-белковых комплексов и переходом хлорофилла в свободное состояние. Температурный диапазон, в котором происхо​дит усиление флуоресценции и снижение скорости фотосинтеза, зависит от того, к какой температуре были акклимированы или адаптированы растения. Пустынные растения сверхустойчивы к высоким температурам. Они характе​ризуются также высокой термоустойчивостью процесса фотосинтеза и термо​стабильностью тилакоидных мембран, что в первую очередь связано с особен​ностями химического состава и структуры их липидного бислоя.
Контрольные вопросы:

1. Как можно повысить засухоустойчивость растений?

2. В чем заключается прямое  и косвенное действие высоких температур на растений?

5. Устойчивость растений к замораживанию
5.1 Дегидратация клеток как механизм, предотвращающий внутриклеточное образование льда

Растениям, обитающим в зоне отрицательных температур, приходится не только поддерживать внутриклеточные биополимеры в функционально активном состоянии, но и регулировать процессы образования льда в тканях. Внут​риклеточное образование льда неизбежно приводит к гибели как теплолюби​вых, так и морозоустойчивых растений, так как образующиеся внутри клеток кристаллы льда разрывают мембраны, приводя к нарушениям функций кле​точных органелл. Теплолюбивые растения погибают даже тогда, когда лед об​разуется в межклетниках. Растения холодного климата, а также мезофиты (ра​стения умеренного климата) выдерживают образование льда в межклеточной среде. У морозоустойчивых растений выработались механизмы, которые пре​пятствуют образованию льда внутри клеток. Это можно рассматривать как важ​нейшую стратегию приспособления растений к отрицательным температурам.
Один из механизмов, предотвращающих внутриклеточное образование льда, сопряжен с выходом воды из клеток в экстрацеллюлярное пространство. При падении температуры до отрицательных значений в экстрацеллюлярной среде образуются кристаллы льда. Лед формирует градиент водного потенциала, на​правленный из клеток в межклетники. Выход воды из клеток по градиенту вы​зывает дальнейшую дегидратацию клеток и рост кристаллов льда в межклетни​ках, в то же время снижается вероятность образования внутриклеточного льда.

Образование внеклеточного льда и связанный с этим отток воды из клеток стимулируются специальными веществами, которые клетки экскретируют в апопласт. Являясь центрами кристаллизации воды, они повышают температур​ный порог зародышеобразования льда. Такие соединения называются гетеро​генными нуклеаторами, а стимулируемый ими процесс зародышеобразования льда - гетерогенной нуклеацией. Гетерогенные нуклеаторы могут быть белко​вой, фосфолипидной или полисахаридной природы. Гетерогенными нуклеато​рами становятся различные твердые включения, выполняющие роль «затравок» для образования кристаллов. Часто такими «затравками» служат эпифитные бактерии, населяющие межклеточную среду.

От гетерогенной отличают гомогенную нуклеацию. Она происходит в среде, не содержащей нуклеаторов, и характеризуется гораздо более низкой порого​вой температурой зародышеобразования льда, чем гетерогенная нуклеация. При гомогенной нуклеации кристаллы льда не формируются и не растут до тех пор, пока достаточное число молекул воды не сформирует зародыш льда.

Гомогенную нуклеацию можно получить, если чистую воду диспергировать на мелкие капли. В этом случае вода замерзает только при -38 °С. При гомоген​ной нуклеации водные растворы низкомолекулярных веществ, например со​лей, Сахаров и полиспиртов, за счет, их криоскопического действия замерзают при еще более низких температурах. Благодаря гетерогенным нуклеаторам лед в межклетниках образуется при более высоких температурах, чем те, которые требуются для замерзания внутриклеточной среды (как отмечалось выше, об​разование льда в клетках более губительно, чем в межклетниках).

Выход воды наружу при внеклеточном образовании льда хотя и предотвра​щает образование внутриклеточного льда, тем не менее сопровождается не​благоприятными для клеток эффектами дегидратации. В связи с этим адапта​ция и акклимация растений к низким температурам включает формирование механизмов, которые повышают резистентность клеток к обезвоживанию. Защита клеток при дегидра​тации, вызываемой отрицательными температурами, также, как при засухе и солевом стрессе, связана с биосинтезом осмопротекторов, прежде всего низ​комолекулярных Сахаров и полиспиртов. Одна из основных функций этих ве​ществ состоит в защите внутриклеточных биополимеров. Специфической фун​кцией осмопротекторов при дегидратации клеток, вызванной низкими темпе​ратурами, является понижение температуры замерзания внутриклеточной среды. Остается неясным, как соотносится выход воды из клеток при образовании льда с увеличением внутриклеточного осмотического давления, происходя​щего в результате накопления осмопротекторов.
5.2 Последствия обезвоживания клеток
Потеря воды клетками при внеклеточном образовании льда приводит к умень​шению объема протопластов и концентрированию содержащихся в них веществ, некоторые из них при повышенных концентрациях становятся токсичными для клеток. К таким веществам относятся неорганические ионы, например Na+ и СI-, активные формы кислорода и ряд органических соединений. Увеличение внутриклеточных концентраций ионов и накопление токсичных соединений в свою очередь приводит к изменениям конформации биополимеров, а в наибо​лее острых случаях - к денатурации белков. При этом может происходить об​разование или разрыв ковалентных связей в белках. Одним из наиболее часто встречающихся эффектов такого рода является окисление SH-групп и образо​вание дисульфидных связей между различными участками полипептидной цепи или различными цепями.

Дегидратация клеток оказывает непосредственное действие на структурное состояние липидов мембран. Мембраны в норме связывают до 30 - 50 % воды (в расчете на их сухую массу). Взаимодействуя с заряженными и полярными груп​пами белков и фосфолипидов, вода стабилизирует структуру мембран. Дегидра​тация вызывает обратимые и необратимые (в зависимости от степени дегидрата​ции) нарушения мембранных структур. На начальной стадии потери воды мембраной липиды переходят из жидкокристаллического в гелеобразное состояние (Lα → Lβ). При более сильной дегидратации, когда остается не более 20 % воды, липиды переходят в гексагональную форму (Lα → НII). В мембранах клеток, устойчивых к высушиванию, гексагональная форма не образуется даже когда остается 2-11% воды. Изменения структуры мембран в ответ на потерю ими воды при внеклеточном образовании льда могут накладываться на эффек​ты, вызванные непосредственными температурными сдвигами. Дегидратация липидов повышает температуру фазового перехода Lα → Lβ, т. е. термотропный переход из жидкокристаллического состояния в гелеобразное при дегидратации мембраны осуществляется при более высокой температуре. Можно сказать, что неблагоприятное действие низкой температуры при дегидратации усиливается. При быстром замораживании выделенных протопластов ржи при -10 0С, которое сопровождалось потерей ими воды, в липидах мембран происходило образование НII -фазы. При медленном снижении температуры до -10 °С вода в протопластах сохранялась, и они переходили в переохлажденное состояние. Образования НII -фазы при этом не наблюдалось. Повыше​ние осмотического давления среды, в которой находились переохлажденные протопласты, путем внесения в нее сорбитола сопровождалось выходом воды из протопластов и образованием НII -фазы. При этом утрачивалась осмотичес​кая реакция протопластов. Процент гибели протопластов коррелировал с чис​лом участков мембраны, находящихся в гексагональной фазе. Следует отме​тить, что акклимация растений к отрицательным температурам (закалка) сни​жает температуру перехода мембранных липидов в гексагональную фазу. У про​топластов, выделенных из закаленных растений, даже при -35°С в мембранах почти не было участков, содержащих НII -фазу.

Сильная дегидратация может стать причиной нарушения связи между липидами и белками мембран. При внеклеточном образовании льда, особенно у неустойчивых к замораживанию растений, в мембранах появляются участки, не содержащие белков. В переохлажденных клетках лишенные белков участки отсутствуют, указывая на то, что потеря белков связана не столько с влиянием низкой температуры, сколько с дегидратацией клеток.

К наиболее общим эффектам обезвоживания клеток, наблюдаемым у многих растений при действии низких температур, засухи и почвенного засоления, от​носится деградация фосфолипидов мембран вследствие активации фосфолипазы D. Роль активатора играют ионы Са2+, концентрация которых в клетках не​контролируемым образом повышается при деструктивных изменениях клеточ​ных мембран. Расщепление фосфолипазой D фосфатидилхолина стимулирует образование перекисных соединений липидов свободнорадикальной природы, накопление малонового диальдегида и других токсичных соединений.

Перечисленные выше изменения в белках и липидах вызывают различного рода нарушения метаболизма и один из них - подавление биохимической и фотохимической активности хлоропластов. В частности, снижается скорость ассимиляции углерода и фотофосфорилирования. Подавление фотофосфорилирования связано с увеличением протонной проводимости тилакоидов и сни​жением АТФ - синтазной активности. Сниженное содержание воды и высокие концентрации ионов в клетках ведут к потере тилакоидами сопрягающего фак​тора АТФ - синтазы CF1 и пластоцианина. При отделении CF1 открывается АТФ - синтазный канал; это ведет к увеличению Непроводимости мембраны, сни​жению генерируемой в ходе переноса электронов ∆μН+ и соответственно к сни​жению уровня синтезируемого АТФ. Такой эффект наблюдается при отрица​тельных и низких положительных температурах, а также при засухе и почвен​ном засолении. Следует отметить, что осмолиты, в частности сахара и поли​спирты, защищают тилакоиды. Они предотвращают отделение CF1 от CF0, поддерживая этим низкую Н+- проводимость тилакоидов и, следовательно, вы​сокий уровень сопряжения переноса электронов и фотофосфорилирования.

При дегидратации клеток, вызванной образованием внеклеточного льда, и последующем оттаивании возрастает проницаемость плазмалеммы для ионов и ряда органических веществ. Тонопласт при этом тоже, как правило, повреж​дается. Об этом свидетельствует возросший экзоосмос веществ, содержащихся в вакуоли.

5.3 Механизм переохлаждения

Выход воды из клеток и образование внеклеточного льда, стимулируемое гетерогенными нуклеаторами, происходит при относительно высоких отри​цательных температурах. Для тканей многих древесных пород пороговые тем​пературы внеклеточного образования льда лежат в диапазоне от -2° до -5 0С. В листьях высокоустойчивой к морозу озимой ржи (Secale cereale) нуклеация льда в межклетниках происходит при -5°...-12 °С, тогда как нижний темпера​турный предел выживаемости этого растения составляет -30°...-35°С. Остав​шаяся в клетках вода после образования льда в межклеточной среде не замер​зает при последующем снижении температуры. Такая вода называется переохлажденной. Температура образования льда в клетках, выше которой вода нахо​дится в переохлажденном состоянии, приблизительно совпадает с нижним температурным пределом выживаемости растения.

В основе способности растений сохранять воду в клетках в жидком состоя​нии при очень низких отрицательных температурах лежит так называемый ме​ханизм переохлаждения. Он чрезвычайно важен в обеспечении резистентности растений к замораживанию.

Для исследования способности клеток к переохлаждению используют тер​мический дифференциальный анализ. Ткань или орган растения постепенно охлаждают и с помощью термопар регистрируют разность температур между охлаждаемым и котрольным образцами. Образование льда - процесс экзотер​мический, т. е. происходит с выделением тепла, и на термограмме ему соответ​ствует экзотермический пик, который называется низкотемпературной экзо-термой (НТЭ). Дифференциальный термический анализ был сделан для мно​гих растений. Рекордно низкая температура замерзания клеток была установле​на для таких растений холодного климата, как черный ясень (Fraxinus nigra) (-47 °С) и виргинский можжевельник (Juniperus virginiana) (-52 °С). У растений теплого климата НТЭ лежат в области -10°...-20°С. Низкие температуры за​мерзания внутриклеточной среды характерны для цветочных почек древес​ных и травянистых растений, а также зародышей семян. Переохлаждение характеризуется температурным гистерезисом, т.е. различием в температуре замерзания и последующего оттаивания. Например, если НТЭ выявляется при -30°...-40°С, то оттаивание может происходить при -20°С.

Чтобы понять, на чем основана способность клеток к переохлаждению, необходимо ответить на два вопроса: 1) почему внутриклеточная вода не за​мерзает до НТЭ, т.е. что препятствует образованию льда в клетках и 2) почему не замерзающая до НТЭ вода не выходит из клеток?

Ответ на первый вопрос следует искать в необычных свойствах внутрикле​точной воды, в наличии в клетках низкомолекулярных криопротекторов и в отсутствии гетерогенных нуклеаторов. Значительная часть внутриклеточной воды находится в связанном состоянии. В связывании воды участвуют как биополи​меры клетки, так и осмопротекторы, особенно те из них, которые содержат большое число гидроксильных групп. Гидратная оболочка маннитола содер​жит, например, 200 - 250 молекул воды. Необычные свойства внутриклеточ​ной воды связаны также с наличием в клетках многочисленных поверхностей раздела фаз. Вода вблизи этих поверхностей может сильно переохлаждаться. Моделью такой системы являются тонкие кварцевые капилляры, вода в них замерзает при -34 °С. В ионообменных смолах ячеистого строения вода также переохлаждается, замерзая при -30 0С. Остается неясным, участвуют ли в пре​дотвращении образования внутриклеточного льда высокомолекулярные анти​фризы.

Ответ на второй вопрос связан прежде всего с анатомическими особеннос​тями тканей, способных к переохлаждению. Отсутствие оттока воды в меж​клетники в таких тканях нельзя объяснить низкой водной проницаемостью плазмалеммы. Препятствие для миграции воды из клеток создают анатомиче​ские барьеры.

Отсутствие оттока воды из клеток в тканях цветочных почек у древесных растений обусловлено лигнификацией и суберинизацией клеточных стенок. Необычно жесткие и упругие стенки паренхимных клеток древесины препятству​ют сжатию связанных с ними протопластов. За счет этого водоотнимающие силы развивают в клетках отрицательное тургорное давление, понижающее водный потенциал клеток. Важная роль в удержании воды клетками отводится также осмолитам, концентрация которых в клетках морозоустойчивых расте​ний высока и повышается при акклимации к отрицательным температурам. Высокое содержание в клетках осмолитов полигидроксильной природы не толь​ко отвечает за повышение внутриклеточного осмотического давления (сниже​ние водного потенциала), но и приводит, как уже отмечалось, к увеличению уровня связанной воды.

Механизм переохлаждения имеет ряд преимуществ по сравнению с меха​низмом, основанным на внеклеточном образовании льда. При обезвоживании клеток наблюдаются различного рода нарушения структуры макромолекул, биохимических процессов и физиологических функций. При переохлаждении потери воды минимальны, что важно для активно метаболизирующих тканей, например тканей развивающегося из почки побега. Наблюдаемые весной бур​ный рост и развитие побега из почки при дегидратации потребовали бы пред​варительной репарации меристематических клеток, на что необходимо вре​мя. В случае механизма переохлаждения растения при повышении температуры могут сразу перейти к активной вегетации, так как в этом случае все структу​ры остаются неповрежденными. Состояние переохлажденных клеток можно охарактеризовать как физиологический покой. В этом состоянии отсутствуют рост и дифференцировка, но идут процессы поддержания. С процессами поддержа​ния связано сохранение дыхания и фотосинтеза. У ели (Picea abies), например, фотосинтез наблюдается при -14 0С. У многих морозоустойчивых растений ды​хание сохраняется при -18°...-20°С. Механизм переохлаждения типичен для жизненно важных тканей и органов, которые переходят в активное состояние сразу при весеннем потеплении. К ним относятся почки, генеративные орга​ны, паренхимные клетки древесины, клетки проводящих пучков. У хвойных механизм переохлаждения типичен для тканей листьев. В этих органах и тканях образование льда крайне нежелательно не только внутри клеток, но и в меж​клетниках. В то же время процесс образования внеклеточного льда, начавший​ся в каком-то одном месте, быстро распространяется по растению и может захватить жизненно важные части растения. 

5.4 Биологические антифризы
В клетках некоторых растений синтезируются высокомолекулярные соеди​нения, тормозящие процессы нуклеации и роста кристаллов льда. Эти соеди​нения получили название биологических антифризов. Их биосинтез и экскреция в межклеточную среду являются ткане - и органоспецифическими. Антифризы можно выделить экстракцией из апопласта. Сведения об антифризной актив​ности внутри клеток отсутствуют, поэтому считается, что они препятствуют внеклеточному образованию льда, особенно в тех органах и тканях, чьи клет​ки должны сохранить максимальное количество воды и находиться в переох​лажденном состоянии. У зимующих растений антифризная активность обнаружена в клеточных стенках всех органов. Она меняется в зависимости от сезона и возрастает при акклимации растений к отрицательным температурам. В осен​ний период при закалке экскреция антифризов в межклеточную среду усили​вается.

Известны антифризы белковой, гликопротеиновой и полисахаридной при​роды. У озимой ржи обнаружено шесть полипептидов с молекулярными масса​ми 13, 19, 26, 32, 34 и 36 кДа, обладающих антифризной активностью. Из паслена горько-сладкого (Solarium dulcamara) выделен антифризный глико-протеин (молекулярная масса 67 кДа), содержащий в качестве углеводного компонента остатки галактозы. Из антифризов полисахаридной природы изве​стны арабиноксиланы. Они выделены из клеточной стенки прошедшей закал​ку озимой ржи. Арабиноксиланы состоят из основных ксилановых цепей с бо​ковыми цепями, образованными остатками арабинозы. Считается, что дей​ствие антифризов основано на наличии в их молекулах большого числа поляр​ных группировок. В соответствии с гипотезой А. де Фриза, в гликопротеиновых антифризах полярные ОН-группы углеводных остатков образуют сплошной пра​вильный фронт, располагаясь в одной плоскости вдоль линейной молекулы антифриза. Такая геометрия молекулы способствует ее сильному взаимодей​ствию с молекулами Н2О в кристалле льда. За счет образующихся водородных связей молекула антифриза прочно адсорбируется на кристалле, что создает термодинамический барьер для присоединения к кристаллу новых молекул Н2О. Таким образом осуществляется блокада роста кристаллов льда.
5.5 Анатомические барьеры
Важная роль в резистентности к замораживанию принадлежит анатомиче​ским барьерам, которые препятствуют распространению процесса образования льда по сосудам ксилемы. Эту роль можно оценить в полной мере, если учесть, что именно по ксилеме процесс нуклеации и роста кристаллов распространя​ется с наибольшей скоростью. Одним из типов анатомических барьеров для распространения образования льда является сегментация сосудов ксилемы: сосуды прерываются зонами, состоящими из трахеид. Сегментация сосудов обнаружена у многих зимостойких злаков и древесных растений. В почках неко​торых растений сосуды ксилемы отделены от прилегающих к ним паренхимных клеток слоем аморфного вещества пектиновой природы, создающим не​преодолимую преграду для распространения нуклеации льда в меристему.

5.6 Роль белков холодового шока в акклимации растений

к замораживанию
Растения отвечают на низкотемпературную обработку экспрессией ряда ге​нов. Продукты этих генов получили название белков холодового шока (БХШ). Значительная часть этих белков идентифицирована, однако функциональная роль большинства из них остается неясной. Низкотемпературной обработкой индуцируются Lea-белки, относящиеся ко второй и пятой группам. Индукция этих белков происходит в ответ на водный дефицит, который является составной частью холодового шока (ХШ). К БХШ относятся также продукты некоторых уникальных генов, экспрессирующихся в растени​ях при отрицательных температурах. Один из генов, COR15a, входит в состав ядерного генома. Продуктом этого гена является гидрофильный белок, кото​рый транспортируется в хлоропласт и там подвергается процессингу, превра​щаясь в зрелый белок CОR15am (мол. масса 9,4 кДа). Протопласты не прошед​ших акклимацию трансгенных растений A.thaliana, которые конститутивно экспрессируют ген COR15a, характеризуются повышенной резистентностью к замораживанию.

Многие гены белков ХШ содержат в промоторной области DRE-элемент, который связывается с активатором транскрипции DREBP. Сверхэкспрессия DREBP в протопластах трансгенных растений A. thaliana, обладающих повышенной устойчивостью к низким температурам, вызывала увеличение количества транскриптов всех генов СОR, причем устойчивость повышалась в большей степени, чем при сверхэкспрессии одного гена COR15a. Это указывает на важную роль генов регуляторных белков в формировании толерантности к низким температурам.
Контрольные вопросы:

1. Что такое закаливание зимующих растений?

2. Какие фазы закаливания различают у озимых культур?

6. Механизмы терморегуляции у растений
6.1 Теплопродукция при дыхании

Растения в целом являются эктотермными организмами, тем не менее у холодоустойчивых растений отдельные ткани и органы способны к терморегу​ляции. Исследования процесса дыхания свидетельствуют о наличии у них термогенеза, т.е. производства тепла.

При снижении температуры у холодоустойчивых растений повышается уро​вень дыхательного газообмена при одновременном разобщении транспорта электронов и фосфорилирования. У растений, чувствительных к холоду, реак​ция дыхания на низкие температуры иная: скорость дыхательного газообмена понижается, тогда как дыхательный контроль остается на прежнем уровне или даже возрастает, указывая на поддержание высокого уровня сопряжения пере​носа электронов и фосфорилирования. Переход митохондрий в низкоэнерге​тическое состояние у толерантных растений связан с необходимостью выра​ботки тепла. Разобщение переноса электронов и фосфорилирования происхо​дит за счет повышения содержания в митохондриях свободных жирных кислот. Они увеличивают проводимость внутренней мембраны митохондрий для Н, что приводит к диссипации протонного градиента, который генерируется при окислении дыхательных субстратов. Аналогичные процессы происходят в ми​тохондриях бурой жировой ткани у адаптированных к холоду, а также впадаю​щих в зимнюю спячку животных. В этой ткани энергия химических связей ды​хательных субстратов используется только для теплопродукции. Через имею​щийся в цепи синтеза АТФ шунт протоны транспортируются через мембрану в обход АТФ-синтазы. У растений к эндогенным разобщающим агентам, уча​ствующим в выработке тепла, относятся также некоторые белки.

Одним из способов превратить энергию химических связей дыхательных субстратов в тепло является переключение дыхательного пути с цитохромного на альтернативный цианидрезистентный путь, который ответвляется от цитохромного пути на уровне убихинона. Цианидрезистентный путь не связан с генерацией трансмембранного градиента электрохимического потен​циала протонов (∆μН+) и, следовательно, с синтезом АТФ, но его включение приводит к термогенезу. Альтернативный путь дыхания, по-видимому, имеется у всех растений, но его доля особенно велика в тех организмах, органах и тка​нях, которые осуществляют теплопродукцию. Выделение тепла свойственно в большей степени генеративным органам. Теплопродукция была зарегистрирова​на у цветков симплокарпуса (Symplocarpusfoetidus), филодендрона (Philodendron selloum), ароника (Arum maculatum) и многих других растений.
6.2 Теплопродукция при замораживании

Превращение воды в лед является экзотермическим процессом, поэтому замерзание межклеточной жидкости сопровождается локальным повышением температуры. На этом основана приспособительная стратегия к резким суточ​ным колебаниям температуры воздуха у некоторых растений рода лобелия (Lobelia telekii и L. deckenii). Они обитают в горах, где ночью температура воз​духа опускается до -10 °С, тогда как днем температуры плюсовые. Днем расте​ния должны активно метаболизировать, а ночью необходима толерантность к замораживанию. Суточную терморегуляцию у этих растений обеспечивает боль​шая межклеточная полость в соцветии, которая содержит раствор полисахари​дов и других карбогидратов. Растворенные вещества выполняют функцию гете​рогенных нуклеаторов. Лед образуется в полости при близких к 0 °С отрицатель​ных температурах. Выделяющееся при этом тепло обогревает соцветие. При колебаниях наружной температуры в диапазоне от -8° до +12 °С температура соцветия не опускается ниже 0 °С. Такая же стратегия обнаружена у некоторых видов опунций, например у Opuntia humifusa и О. ficusindica. Эти растения оби​тают в пустынях, тем не менее выдерживают снижение температуры до -10 0С. В их межклетниках находится вязкая жидкость, содержащая полисахариды, масса которых достигает 45 % в расчете на сухую массу ткани. Полисахариды выступают в роли гетерогенных нуклеаторов.

Контрольные вопросы:

1. Почему в первой фазе закаливании нужны свет и низкая положительное температура?
2. Как можно повысить засухоустойчивость растении?

7. Устойчивость растений к кислородному дефициту
7.1 Кислородный обмен

Растения, как облигатные аэробы, используют молекулярный кислород в качестве терминального акцептора электронов в митохондриальной элект​рон-транспортной цепи (ЭТЦ). При нормальных аэробных условиях окисление 1 моля гексозы в реакциях лимоннокислого цикла приводит к образованию 30 - 32 молей АТФ. В отсутствие кислорода окислительный распад гексозы ограничен реакциями гликолиза, а количество образующегося при этом АТФ составляет лишь 2 моля.

Концентрация кислорода в газовой фазе хорошо дренированной пористой почвы почти равна его концентрации в атмосфере и составляет 20,6%, что соответствует парциальному давлению кислорода 0,0206 МПа. Концентрация кислорода в почве снижается чаще всего из-за избыточного содержания в ней воды. Затопление водой существенно снижает скорость кислородного обмена между почвой и воздухом, так как коэффициент диффузии О2 в воде на 4 по​рядка ниже, чем в воздухе. Снабжение кислородом корней зависит не только от содержания в почве воды, но и от таких факторов, как пористость почвы, температура, густота корней и глубина, на которую они проникают в почву, от метаболической активности корней, а также присутствия в почве конкури​рующих за кислород микроорганизмов. Дефицит кислорода испытывают также озимые культуры, которые часто оказываются под ледяной коркой. Такая си​туация возникает, когда период зимней оттепели сменяется морозами. Дефи​цит О2 в среде приводит к кислородной недостаточности растений.

В зависимости от степени кислородной недостаточности различают гипоксию и аноксию. Гипоксия наблюдается при неполном удалении О2 из среды, так что аэробное дыхание сохраняется, хотя и с пониженной скоростью. По мере сни​жения концентрации О2 в почве и подавления аэробного дыхания отношение АТФ/АДФ в цитоплазме становится меньше, доля участия окислительного фосфорилирования в синтезе АТФ снижается, а доля участия в этом процессе гликолиза возрастает. При гипоксии процессы, приводящие к акклимации рас​тений к дефициту О2, стимулируются. Условия аноксии создаются при практи​чески полном отсутствии О2 в почве. Такая ситуация возникает чаще всего при затоплении почвы и растений водой. При аноксии АТФ синтезируется лишь гликолитическим путем, аэробное дыхание полностью выключается. Концент​рация АТФ и отношение АТФ/АДФ в цитоплазме снижаются в большей степе​ни, чем при гипоксии. Синтез белка, рост и развитие растений подавляются.

Чтобы выжить в условиях дефицита кислорода, растения должны не только поддерживать концентрацию АТФ в клетках на достаточном для жизнеобеспе​чения уровне, но и регенерировать НАД+ и НАДФ+, поскольку при кислород​ной недостаточности равновесия НАД+/НАДН и НДДФ+/НАДФН смещаются в сторону восстановленных форм. Необходимо устранять также накапливаю​щиеся в клетках токсические соединения.

В зависимости от способности выдерживать временное затопление водой ра​стения подразделяют на чувствительные и резистентные к О2-дефициту. К пер​вым относятся, в частности соя, горох и томаты (Licopersicon esculentum), ко вторым - арабидопсис, овес, картофель, пшеница, кукуруза (Zea mays). В тре​тью группу включают самые устойчивые к кислородному дефициту растения водных и влажных (заболоченных) мест обитания. К ним относятся, напри​мер, рис, кубышка (Nuphar luteum), стрелолист (Sagittaria sagittifolia) и валлиснерия (Vallisneria spiralis). У растений второй и третьей групп в процессе эволю​ции сформировались биохимические механизмы, а также разнообразные мор​фологические и анатомические приспособления, позволяющие противостоять дефициту кислорода в среде.
7.2 Анатомо-морфологические особенности, позволяющие растениям поддерживать аэробный обмен в условиях дефицита кислорода
Рост в водной и влажной средах способствует формированию толстой гипо​дермы в корнях, снижающей поток кислорода из тканей в почву, бедную кис​лородом. Многие водные и устойчивые к временному затоплению растения

формируют специфическую, структу​ру - аэренхиму, представляющую со​бой непрерывную межклеточную по​лость, которая обеспечивает транспорт О2 от находящихся в воздушной среде структур к погруженным в воду час​тям растения и этим поддерживает в них аэробный обмен. Функ​цию снабжения растений кислородом при их росте в водной среде часто вы​полняют боковые корни, отходящие от гипокотиля или стебля, воздушные кор​ни, в том числе пневматофоры - воз​душные корни, характеризующиеся отрицательным геотропизмом (расту​щие по направлению из залитой водой почвы вверх). Все эти разновидности корней снабжены аэренхимой. Аэроб​ному метаболизму при О2-дефиците способствуют также чечевички на стеблях, открывающиеся в перидерму.

Наличие аэренхимы у риса является конститутивным признаком, а бескис​лородные условия способствуют ее более сильному развитию. Затопление рас​тений риса, относящихся к глубоководным сортам, ускоряет рост междоузлий стебля (ускоряет удлинение клеток). Вследствие этого верхняя часть побега постоянно находится над поверхностью воды. Хотя в условиях затопления уль​траструктура митохондрий клеток корня у риса изменяется, их функциональ​ная активность поддерживается на высоком уровне. Развитие аэренхимы не воссоздает полностью те условия обеспечения тканей кислородом, которые наблюдаются в норме, поэтому при дефиците О2 даже при наличии хорошо развитой аэренхимы в тканях растений активируется гликолиз. Таким образом, способность расти в анаэробных условиях связана и с активированием глико​лиза, и с аэробным метаболизмом, который поддерживается благодаря дос​тавке кислорода из верхней части побега в корни через аэренхиму. У резистен​тных к затоплению растений (вторая группа) развитие аэренхимы не является конститутивным признаком и происходит только в ответ на дефицит О2.

У некоторых водных растений, таких, например, как аир (Acorus calamus), способность переживать кислородный дефицит связана с подавлением метабо​лизма и переходом в состояние покоя, который может длиться несколько ме​сяцев. При этом процессы, поддерживающие жизнедеятельность, идут за счет запасного крахмала.
7.3 Активирование анаэробного метаболизма в условиях дефицита кислорода
Устойчивые к затоплению (аноксии) растения, т.е. растения второй груп​пы, могут выдерживать его лишь ограниченный период времени. При затопле​нии они синтезируют АТФ за счет анаэробного метаболизма. В это время росто​вые процессы в корне (удлинение клеток) подавляются. Общая скорость синтеза белка снижается, а в экспрессии генов происходят заметные изменения. Проростки устойчивых к затоплению сортов кукурузы могут выдерживать аноксию на протяжении 3 - 5 дней в зависимости от генотипа и возраста растений. Устойчивость к затоплению возрастает, если молодые растения предваритель​но подвергнуть гипоксической обработке. Гипоксия активирует гликолиз, а также способствует формированию боковых корней, несущих аэренхиму в коре.

У чувствительных растений (первая группа), как и у резистентных, ско​рость гликолиза в ответ на затопление возрастает, однако они быстро повреж​даются, поскольку активирование гликолиза у них приводит к закислению цитоплазмы. Скорость синтеза белка в этих условиях снижается, митохондрии подвергаются деструктивным изменениям, процессы деления и растяжения клеток подавляются, нарушается транспорт ионов, а клетки корневой меристе​мы отмирают. В условиях аноксии у чувствительных растений аэренхима не образуется. Они способны выдержать затопление на протяжении не более су​ток. Таким образом, непродолжительное затопление активирует в растениях гликолитический путь, независимо от степени их устойчивости к дефициту О2. Простые сахара, субстраты гликолиза, транспортируются из листьев по флоэ​ме в затопленные органы. В затопленных колеоптилях риса происходит гидро​лиз крахмала, дополнительно снабжающий растения гликолитическими суб​стратами.

В результате гликолиза 6-углеродная молекула глюкозы расщепляется на две 3-углеродные молекулы пировиноградной кислоты (ПВК); образуются две молекулы АТФ, а НАД+ восстанавливается до НАДН. Чтобы глико​лиз продолжался в отсутствие митохондриального дыхания, необходимо по​стоянно регенерировать НАД+. Регенерация осуществляется в последующих реакциях ферментации. Существует два основных пути превращений ПВК, ве​дущих к регенерации НАД+. Первый путь связан с декарбоксилированием ПВК и последующим восстановлением продукта декарбоксилирования - ацетальдегида. В этих превращени​ях участвуют два фермента: пируватдекарбоксилаза (ПВД) и алкогольдегидрогеназа (АДГ) соот​ветственно. Конечным продуктом этих двух реакций является эти​ловый спирт. Второй путь осуще​ствляется лактатдегидрогеназой (ЛДГ), которая восстанавливает ПВК до молочной кислоты (МК). Доли двух путей в превращениях ПВК различны в зависимости от вида растения, его устойчивости к недостатку кислорода, ткани, а также от продолжительности и степени О2-дефицита. Оба пути ведут к регенерации НАД+, однако образова​ние молочной кислоты связано с нежелательным явлением - закислением цитозоля, тогда как при образовании этилового спирта рН цитозоля не изме​няется. Говоря иначе, накопление молочной кислоты может вызвать вторич​ные токсические эффекты в результате ацидоза цитоплазмы. В связи с этим можно считать, что важная роль в устойчивости растений к О2-дефициту при​надлежит способности клетки предотвращать закисление цитозоля.

Согласно гипотезе Дэвиса - Робертса, регуляция рН цитозоля при анаэробном метаболизме зависит от соотношения активностей лактатдегидрогеназы и пируватдекарбоксилазы. Образующаяся при гликолизе ПВК превращается в МК в реакции, катализируемой ЛДГ. Этот фермент имеет оп​тимум активности при физиологических значениях рН цитоплазмы. При обра​зовании МК цитоплазма закисляется. По мере снижения рН ЛДГ прогрессив​но ингабируется, тогда как ПДК, включенная в путь образования этилового спирта, активируется, поскольку ее оптимум активности смещен в кислую область. Таким образом, аккумуляция МК стимулирует превращение ПВК в ацетальдегид, который далее восстанавливается алкогольдегидрогеназой до этилового спирта. В отличие от МК молекула этилового спирта не несет заряда и может легко диффундировать через плазмалемму в среду. В результате вклю​чения пути, ведущего к образованию этилового спирта, рН цитозоля стабили​зируется на уровне слабокислых значений. О таком регуляторном механизме свидетельствуют эксперименты с трансгенными растениями табака со сверхэкспрессией пируватдекарбоксилазы. Повышенная активность ПДК у трансфор​мантов по сравнению с растениями дикого типа стимулировала ферментацию этанола и приводила к подавлению образования МК в цитозоле. Роль фермен​тации этанола в предотвращении ацидоза и в обеспечении устойчивости рас​тений к недостатку О2 была продемонстрирована на мутанте кукурузы, дефи​цитном по АДГ. Нормальные растения кукурузы характеризуются резистентностью к затоплению. Мутант, дефицитный по алкогольдегидрогеназе, кото​рая не требуется для роста в аэробных условиях, оказался более чувствитель​ным к затоплению, чем растения дикого типа. В анаэробных условиях накопле​ние ацетальдегида в его клетках и закисление цитоплазмы было сильнее, чем у растений дикого типа. Таким образом, резистентные к затоплению растения обладают способностью переключать ферментацию молочной кислоты, при​водящей к ацидозу, на ферментацию этилового спирта - нейтрального соеди​нения. Чувствительные к затоплению растения, например горох, хотя и накап​ливают этанол в условиях О2-дефицита, не способны избежать закисления цитоплазмы. У них ферментация этанола осуществляется параллельно с фер​ментацией МК.

При физиологических значениях рН цитозоля значительная часть образую​щейся МК находится в анионной форме и вследствие этого не может транс​портироваться через плазмалемму. При ацидозе доля недиссоциированных, т. е. способных пересекать мембрану, молекул молочной кислоты возрастает и она может диффундировать из цитозоля наружу. Считается, что выход образую​щейся при дефиците О2 МК в наружную среду является одним из механизмов, останавливающих закисление цитоплазмы. Полагают, что клетки толерантных к дефициту О2 растений по сравнению с клетками чувствительных растений более эффективно экспортируют МК наружу.
7.4 Акклимация растений к аноксии
В природных условиях аноксии (затоплению растений водой) часто пред​шествует гипоксия. Если проростки резистентных к О2-дефициту растений, например риса или кукурузы, подвергнуть гипоксической предобработке, то это приведет к индукции процессов, направленных на повышение их устойчи​вости к создаваемым затем условиям аноксии. Гипоксическая предобработка стимулирует при последующей аноксии ростовые процессы и значительно снижает процент погибших растений.

Акклимация к аноксии достигается во многом за счет активирования гли​колиза и сопряженного с гликолизом синтеза АТФ. Гипоксические условия приводят к индукции гликолитических ферментов: гексокиназы, фосфофрук-токиназы, пируваткиназы, глюкозофосфатизомеразы, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, фруктозо-1,6-дифосфатальдолазы, енолазы и др.; фермен​тов, приводящих к образованию этанола, - пируватдекарбоксилазы и алко-гольдегидрогеназы; ферментов, расщепляющих крахмал, в частности ос-ами​лазы. Гипоксическая предобработка способствует мобилизации субстратных ре​зервов и транспорту субстратов из надземных органов в аноксические корни. Считается также, что у резистентных к кислородному дефициту растений пред​варительные гипоксические условия стимулируют выведение МК из цитозо​ля, что повышает способность клеток к устранению ацидоза. Низкая эффек​тивность экспорта МК из клеток у чувствительных к О2-дефициту растений сохраняется при гипоксической предобработке, что не способствует устране​нию ацидоза во время последующей аноксии. Внутриклеточный ацидоз у рас​тений можно рассматривать как главный повреждающий фактор кислородной недостаточности.
7.5 Изменение в экспрессии генов при переходе от аэробного метаболизма к гликолизу
Вопрос о последовательности событий, приводящих к запуску ответной реакции растения на О2-дефицит, и о природе рецептора сигнала до настоя​щего времени остается нерешенным. В анаэробных условиях быстро снижается уровень АТФ, увеличивается содержание НАДН (НАДФН) и происходит закисление цитозоля. Любой из этих факторов может принимать участие в процессах сигнальной трансдукции. Как будет показано ниже, в пути передачи сигналов, отвечающих за образование аэренхимы при О2-дефиците, вовлечен гормон этилен. Возможно, что этилен, а также АБК участвуют в запуске и других процессов, индуцируемых О2-дефицитом.

Вторичным мессенджером в путях сигнальной трансдукции, активируемых аноксией, является Са2+ его содержание в протопластах кукурузы при анаэ​робных условиях возрастает. Повышенные концентрации Са2+ необходимы для инициации транскрипции гена алкогольдегидрогеназы Adh 1.

При аноксии в корнях проростков кукурузы происходят существенные из​менения в экспрессии генов и метаболизме. Они обнаруживаются уже через несколько часов после создания анаэробных условий. Общий синтез белков подавляется на 70 %. Гипоксия приводит к аналогичному эффекту, однако он выражен в значительно меньшей степени.

Изменения в синтезе белка при аноксии связаны с регуляцией экспрессии генов на транскрипционном и посттранскрипционном уровнях. Большая часть генов, активных в присутствии О2, при аноксии репрессируется. В то же время некоторый набор генов, не экспрессирующихся до создания анаэробных условий, в условиях аноксии активируется. Экспрессия этих генов чрезвычайно важна для выживания растений в бескислородных условиях. Подавляющая их часть относится к генам ферментов, которые осуществляют процессы деградации крахмала, гликолиза и ферментации этанола. Некоторые из этих ферментов, в частности АДГ и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, представлены в клетках несколькими изоформами. Одни изоформы образу​ются в клетках в аэробных условиях, т. е. характеризуются конститутивным синтезом и участвуют в нормальном метаболизме, другие индуцируются в ответ на О2-дефицит. Гены, кодирующие эти две группы изоформ, различаются по нуклеотидным последовательностям промоторов. Гены, экспрессирующиеся в ответ на О2-дефицит, называются анаэробными генами, а их продукты анаэроб​ными белками. Некоторые анаэробные гены клонированы, в частности гены алкогольдегидрогеназы Adh из кукурузы и арабидопсиса, а также гены пируват-декарбоксилазы Pdc из арабидопсиса. Были охарактеризованы гены Adh. Их про - моторные области содержат специфические цис-элементы, которые необходи​мы для экспрессии в условиях кислородного дефицита. Известны две такие специфические последовательности: ARE (anaerobic response element) и так называемый G-бокс. Идентифицированы два транскрипционных фактора, взаимодействующих с G-боксом гена Adhl из арабидопсиса: GBP (G-box-binding protein) и GF14 (G-factor). Для индукции транскрипции Adhl GF14 должен сформировать комплекс с GBP, чтобы последний мог вступить в непосред​ственное взаимодействие с нуклеотидной последовательностью G-бокса.

Как отмечалось выше, биосинтез многих белков нормального метаболизма в бескислородных условиях ингибируется. Хотя гены этих белков при переходе к анаэробному метаболизму продолжают транскрибироваться с той же ин​тенсивностью, которая наблюдается в аэробных условиях, трансляция их мРНК в значительной степени подавляется. Напротив, эффективность трансляции мРНК анаэробных генов, в частности Adhl, при аноксии резко возрастает. Таким образом, регуляция экспрессии генов на уровне трансляции играет важ​ную роль не только в подавлении синтеза белков нормального метаболизма, но и в индукции анаэробных белков.
7.6 Процесс образования аэренхимы при дефицита О2 
Синтез этилена в растениях стимулируют низкие концентрации кислорода в среде (0,003 - 0,012 МПа), т.е. условия гипоксии. Этот гормон индуцирует образование аэренхимы в коре корня. Аноксия по сравнению с гипоксией в меньшей степени способствует образованию аэренхимы, так как для синтеза этилена требуется кислород. Предшественник этилена - 1-аминоциклопро-пан-1-карбоновая кислота (АЦК). Количества АЦК- синтазы и АЦК-оксидазы (ферментов, вовлеченных в биосинтез этилена) существенным образом возра​стают в ответ на гипоксию в корнях кукурузы. В пути передачи сигнала, кото​рый запускается этиленом и приводит к формированию аэренхимы, участву​ют в качестве вторичного мессенжера ионы Са2+. Переданный сигнал индуци​рует процессы, приводящие к гибели клеток в центральной части коры корня кукурузы и к их последующему лизису. Наиболее вероятно, что гибель клеток в этом случае - результат апоптоза, т. е. запрограммированной смерти. В лизисе клеток участвуют ферменты, осуществляющие деградацию клеточных сте​нок, - целлюлазы и ксилоглюканазы, синтезируемые в больших количествах в гипоксических корнях.

Этилен вовлечен также в ответ на затопление у глубоководных сортов риса. Такие сорта могут расти в воде, уровень которой достигает 4 м.

Затопление молодых растений приводит к усиленному образованию этиле​на, за которым следуют увеличение содержания в клетках АБК и возрастание отзывчивости растений на гибберелин. В результате скорость деления клеток в интеркалярной меристеме возрастает, а также усиливается растяжение клеток в междоузлиях. Благодаря этому соревнование в скорости между ростом и за​топлением выигрывает рост растения, так что верхняя часть побега оказывает​ся над поверхностью воды, снабжая кислородом затопленные части растения через аэренхиму.

Поддержание аэробного метаболизма в корнях при затоплении за счет фор​мирования О2-проводящих путей, наряду с переходом на анаэробный метабо​лизм, можно рассматривать как важнейшую стратегию устойчивости растений к кислородному дефициту.

Контрольные вопросы:

1. Какие вещества в растении в условиях кислородного дефицита способствуют возникновению защитно-приспособительных реакции?
2. Какие растение способны выдерживать временное затопление водой?
8 Окислительный стресс
8.1 Формирование активных форм кислорода

Окислительный стресс в растениях возникает в условиях, способствующих формированию активных форм кислорода (АФК). Напомним, что к АФК от​носят анион-радикал О2•-, пероксид водорода Н2О2, гидроперекисный радикал НО2, гидроксил-радикал НО•, а также синглетный кислород 1О2 и озон О3• Высокое содержание АФК в клетках приводит к повреждению биомолекул и может вызвать гибель растений. Процессы, приводящие к образованию АФК, роль АФК в растениях и антиоксидантные системы, снижающие их концентра​ции в клетках до нетоксического уровня, уже рассматривались в гл. 3 и 4 в связи с функционированием электрон-транспортных цепей в различных клеточных органеллах и защитой клеток от избыточного освещения, приводящего к фотоингибированию фотосинтеза. В связи с этим в этом разделе мы остановимся в основном на АФК- индуцируемых повреждениях биомолекул, на процессах детоксикации вторичных продуктов взаимодействия АФК с биомолекулами, а также на эффектах озона, которые не рассматривались в других разделах.

Окислительный стресс в растениях возникает в результате действия прак​тически всех неблагоприятных факторов внешней среды, включая засуху, по​чвенное засоление, загрязнение воздуха токсическими соединениями, таки​ми, например, как озон, оксиды серы и азота, тяжелые металлы, низкие и высокие температуры, свет высокой интенсивности, ультрафиолетовое излу​чение, недостаток элементов минерального питания, некоторые гербициды, в частности паракват (метил-виологен), патогены различной природы и др. Можно сказать, что окислительный стресс входит как компонент в большинство других стрессов. Такая универсальность в индукции окислительного стресса при дей​ствии на растения самых разнообразных неблагоприятных факторов внешней среды указывает на принципиально важную роль антиоксидантных систем, снижающих внутриклеточные концентрации АФК, а также систем, ликвидиру​ющих токсические продукты взаимодействия АФК с биополимерами и повы​шающих устойчивость растений к неблагоприятным факторам среды вообще.
8.2 Повреждения биомолекул активными формами кислорода
В норме концентрации АФК в клетках не высоки: концентрация О2 состав​ляет порядка 10-11 М, Н2О2 – 10-8 М, НО• - меньше 10-11 М. Возрастание внутриклеточных концентраций АФК при стрессах, и особенно НО•, ведет к повреждениям молекул липидов, нуклеиновых кислот и белков. Взаимодей​ствуя с ними, АФК вызывают образование органических гидропероксидов типа ROOH. Изменения макромолекул под действием АФК называются окислительными модификациями (ОМ) макромолекул. Органические гидропероксиды ROOH по своей структуре подобны Н2О2 (ср.: R-О-О-Н и Н-О-О-Н) и харак​теризуются высокой реакционной способностью. При последующих превраще​ниях они переходят в спирты, альдегиды, эпоксиды и другие окисленные орга​нические соединения. Образование ROOH называют перекисным окислением.

Ниже рассматривается действие АФК на молекулы трех классов наиболее важных биомолекул.
8.3 Повреждения липидов

АФК приводят к перекисному окислению липидов (ПОЛ), вызывая в остатках полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) цепные реакции с образовани​ем липидных радикалов L•, пероксилов LOO•, гидропероксидов LOOH и ал-коксилов LO:

Первые три превращения (верхняя строка) представляют собой начало и ход цепной реакции. В ходе третьего превращения наряду с липидным радикалом L• образуется гидропероксид LOOH. Последний, взаимодействуя с иона ми металлов переменной валентности, находящихся в восстановленной форме, например с Fe2+ или Сu+, создают разветвления цепи (нижняя строка) Накапливающиеся в результате цепной реакции гидропероксиды жирных кис лот, входящих в состав липидов, подвергаются распаду по следующей схеме:

Продукты расщепления, несущие двойную связь, под действием радикалов подвергаются дальнейшему перекисному окислению и распаду. В результате ЖК образуют целый спектр соединений. Многие из них представляют собой альдегиды, которые обладают высокой биологической активностью и чаете высокотоксичны. При распаде жирных кислот, сопровождающем ПОЛ, снача​ла образуются диеновые конъюгаты, а затем такие метаболиты, как малоностые соединения, например такие, как пентан и этан. ПОЛ прежде всего по​вреждает клеточные мембраны, что в свою очередь приводит к нарушениям функций мембранных белков и нарушению внутриклеточной компартментации веществ. Продукты ОМ липидов (4-гидроксиалкенали, соединения типа С5Н9-СНОН-СН = СН-СНО и малоновый диальдегид) вызывают мутации и блокируют клеточное деление.

Прежде ПОЛ считали исключительно спонтанным процессом, протекающим без участия ферментов. Затем было показано, что важную роль в ПОЛ играют и ферментативные реакции, в частности реакции, катализируемые липоксигеназами. Окисление липидов с помощью этих ферментов приводит к образованию специфических веществ - эйкозаноидов, выполняющих функ​цию сигнальных молекул при экспрессии генов.
8.4 Повреждения нуклеиновых кислот

АФК вызывают окислительную модификацию нуклеотидов и нуклеиновых кислот, особенно ДНК. Наиболее заметное действие оказывает НО•, который модифицирует все четыре основания в молекуле ДНК, образуя множество производных форм. 1О2•- избирательно атакует гуанин, а О2•-  и Н2О2 не реагируют с основаниями ДНК вообще. Под действием АФК нуклеотиды подвергаются перекисному окислению. Так, из тимина образуется 5-СН2ООН-урацил:

Дальнейшее превращение образовавшихся перекисей приводит к гидропро​изводным типа ROH или R(OH)2, главным из которых является 8-гидроксигуанин.
Эта окислительная модификация гуанина приводит к нарушениям фермен​тативного процесса метилирования цитозиновых оснований, которые сосед​ствуют с модифицированными гуанозиновыми основаниями. Модификации оснований, вызванные АФК, становятся причиной разрывов цепей ДНК и повреждений хромосом. АФК являются мощными мутагенными агентами, ин​гибиторами синтеза ДНК и деления клеток.

8.5 Повреждения белков
Белки, так же как липиды и нуклеиновые кислоты, повреждаются актив​ными формами кислорода. При действии АФК происходит окисление амино​кислот с образованием пероксильных радикалов:

Из пероксильных радикалов образуются гидропероксиды и алкоксильные радикалы. Последние обладают высокой реакционной способностью и сами могут индуцировать образование высокореактивных соединений радикальной природы. Гидропероксиды также генерируют новые радикалы, если имеются ионы металлов переменной валентности. Производными пероксидных групп (-С-О-ОН) являются группы - СОН (о- и м-тирозины), -С(ОН)2, карбонилы и другие соединения. Образуются также димеры (дитирозины) и проис​ходит окислительное гликозилирование белков. АФК-индуцированные окис​лительные модификации аминокислот приводят к нарушению третичной струк​туры белков, к их денатурации и аггрегации с сопутствующей потерей функ​циональной активности.
8.6 Детоксикация продуктов окислительной модификации биомолекул
Наряду с ферментами, осуществляющими ликвидацию АФК (супероксид-дисмутазой, аскорбатпероксидазой, глютатионредуктазой и др.) большое значение в устойчивости растений к окислительному стрессу имеют ферменты, включенные в детоксикацию продуктов взаимодействия АФК с биомолекулами, т.е. продуктов окислительной деградации липидов, белков и нуклеиновых кислот. К таким ферментам относятся глиоксалаза I (Гл I),  и глиоксалаза IІ (Гл ІI), образующие глиоксалазную систему. Кофактором реак​ций, осуществляемых глиоксалазами, является восстановленный глютатион (Г-SH). 
Важная роль в детоксикации продуктов окислительной модификации био​молекул принадлежит также глютатион – S - трансферазам (FST). Эти ферменты осуществляют превращение самых разнообразных химических соединений, имеющих электрофильную природу, т.е. способных принимать электрон от нуклеофильного донора. Функцию нуклеофильного донора электронов в реак​циях, катализируемых ГST, выполняет атом серы восстановленного глутатиона. В ГST-реакции электрофильные продукты окислительной модификации биополимеров (R-X) взаимодействуют с восстановленным глутатионом, фор​мируя конъюгат.
Здесь X означает химическую группу, которая, восстанавливаясь в ходе ферментативной реакции, отделяется от молекулы токсичного вещества  или остается в его составе. И в том и в другом случае продукты ферментативной реакции подвергаются дальнейшим превращениям с участием других ферментов, образуя в конце концов нетоксичное соедине​ние. Следует отметить важную роль ГST в детоксикации не только продуктов окислительной модификации биомолекул, но и ксенобиотиков.

8.7 Атмосферный озон вызывает окислительный стресс в растениях
Озон, так же как и синглетный кислород, и Н2О2, не является радикалом, однако, обладая высокой реакционной способностью, он при взаимодействии с химическими компонентами клетки продуцирует кислородные радикалы. На основании этого его можно отнести к АФК.

В последние годы вследствие интенсивного развития промышленности на​метилась стабильная тенденция к росту концентрации озона в тропосфере (ниж​них слоях атмосферы). Концентрация тропосферного озона колеблется от 0,02 - 0,05 мкл/л в не затронутых развитием промышленности районах до 0,40 мкл/л в загрязненной воздушной среде больших городов. По мере роста концентра​ции озона в воздухе проблема устойчивости растений к нему будет обострять​ся, поэтому окислительный стресс, индуцируемый озоном, заслуживает спе​циального рассмотрения.

Подавляющая часть (90 %) атмосферного озона находится в стратосфере (верхних слоях газовой оболочки Земли), остальные 10 % распределены в тро​посфере. Увеличение содержания О3 в тропосфере происходит за счет накопле​ния в воздухе продуктов сгорания нефти, газа и угля. При взаимодействии с кислородом под действием ультрафиолетового излучения Солнца они превращаются в О3.
Образование озона в этих реакциях и его приток в тропосферу усиливаются также за счет интенсификации ультрафиолетовой радиации, поскольку стра​тосферный озон, формирующий защитный экран от УФ-излучения Солнца, все больше разрушается. Это связано с действием радикалов С1- и Br-, которые возникают при облучении С1- и Br-, содержащих промышленных фреонов, аэро​золей и растворителей.
Накапливающийся в воздушной среде О3 повреждает растения. Отрицатель​ное действие озона проявляется в снижении скорости фотосинтеза, поврежде​нии листьев, подавлении роста корней и побегов, ускорении старения и сни​жении урожая. Растения различаются по их способности противостоять дей​ствию озона. Устойчивость к озону обеспечивается как механизмами избежа​ния, так и механизмами резистентности. Подавляющее действие озона на рас​тения, индукция процессов защитной программы и участие этилена в запуске этой программы отражены на схеме.

Одним из механизмов избежания действия озона у растений является зак​рытие устьиц - главного канала, через который он проникает в организм.

В основе другого механизма избежания действия О3 лежат повреждения ли​стьев, которые развиваются по типу реакции сверхчувствительности при по​ражении растений несовместимыми расами (штаммами) патогенов. При высо​ких дозах О3, как и в случае поражения патогенами, в листьях образуются некрозы. Гибель клеток в некротизированных тканях - это запрограммирован​ная реакция (апоптоз). Вокруг погибших клеток живая ткань формирует барь​ер, препятствующий дальнейшему распространению окислительного процес​са, аналогично тому, как в реакции сверхчувствительности окружающие не​кроз ткани не позволяют патогену распространяться дальше. В клетках, приле​гающих к некрозу, происходит «взрыв» активности антиоксидантных систем и наблюдается лигнификация клеточных стенок. При относительно низких дозах О3 некрозы не образуются, происходит системное распространение процессов ОМ и ускоряется старение растений.

Реакции резистентности основаны прежде всего на индукции антиоксидан​тных систем клетки, ликвидирующих АФК, систем детоксикации и, возмож​но, на процессах репарации. Озон, проникающий через устьица в межклеточ​ные полости листьев, вступает во взаимодействие с компонентами клеточных стенок и образует АФК – НО•, 02• и Н2О2•- Молекула озона полярна и поэтому плохо проникает в клетки через плазматическую мембрану. Первичные по​вреждения растений озоном связаны с АФК-индуцированным перекисным окислением липидов и белков ПМ и с их окислительной модификацией. По​врежденная в результате атаки АФК плазмалемма становится более проницае​мой для озона. Попадая в цитоплазму, он вызывает образование АФК внутри клеток. Вызываемые озоном повреждения ПМ сопровождаются нарушениями ее функции, в частности, ингибированием Н+-АТФазы, диссипацией элект​рического потенциала, усилением поглощения Са2+ из апопласта и др.

Среди клеточных органелл наиболее чувствительны к разрушительному дей​ствию озона хлоропласты. Повреждающее воздействие на них проявляется в торможении фотосинтеза, падении активности ферментов и подавлении син​теза хлоропластных белков. Один из наиболее общих эффектов О3 - подавле​ние активности ФСI и ФСII. У многих растений при обработке озоном умень​шается содержание РБФ - карбоксилазы в хлоропластах. Это происходит как за счет О3-индуцированной деградации уже синтезированного фермента, так и вследствие торможения его синтеза. Деградация фермента происходит, как правило, в созревших листьях и связана с их ускоренным старением при дей​ствии О3.

Торможение синтеза РБФ - карбоксилазы связано со снижением уровня транскриптов малой субъединицы фермента rbcS. Уменьшение содержания мРНК, вызванное озоном, было обнаружено и у других хлоропластных белков, коди​руемых ядерными генами, в частности у хлорофилл (α/b)-связывающего белка cab и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (gapA и gapB). Снижение содер​жания мРНК в значительной степени обусловлено деградацией уже синтези​рованных мРНК активируемыми при действии О3 РНКазами. Вклад в умень​шение содержания транскриптов вносит также подавление транскрипции, ин​дуцируемое этиленом. Продукция этого гормона в тканях при обработке расте​ний озоном существенно возрастает.

Таким образом, О3-индуцированное образование АФК, с одной стороны, повреждает биополимеры клетки, а с другой - приводит к индукции антиоксидантных систем. В пути сигнальной трансдукции, активирующие защитные системы, включен этилен. Биосинтез этилена активируется сразу после обра​ботки клеток озоном. Возросшая продукция этилена связана с ускорением био​синтеза его предшественника 1-аминоциклопропан-1-карбоновой кислоты (АЦК) за счет индукции АЦК - синтазы. Активация экспрессии АЦК - синтазных генов при действии О3 осуществляется на транскрипционном уровне. При больших дозах озона или высокой чувствительности к нему растений окисли​тельная модификация биомолекул клетки может принять масштабы, приводя​щие к непрограммируемой гибели клеток.

Контрольные вопросы:

1. Когда возникает в растениях окислительных стресс?
2. Какие процессы происходят в растениях при высоком содержании АФК?

3. Каковы концентрация АФК в клетке в норме?
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