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СЕРЕБРА

Aime RIIKOJA. Ulrich HÕDREJÄRV. Cd-, Hg- JA Ag-SOOLADE MÕJUL INDUTSEERITUD UUDIK-
VALGUD KARTULI LEHTEDES

Aime RIIKOJA and Ulrich HÕDREJÄRV. Cd2+-, Hg2+-, AND Ag+-INDUCED FORMATION OF
STRESS-PROTEINS IN POTATO PLANTS

У растений под воздействием различных факторов (резкие колебания
температуры и влажности, инвазия вирусов, бактерий и грибов, химиче-
ские соединения) развивается стрессовое состояние, характеризующееся
комплексом общих изменений в их биохимических и физиологических
процессах. Одним из типичных проявлений стрессового состояния явля-
ется образование новых белков (Косаковская, 1988). Установлено, что
под влиянием вирусов, вироидов, бактерий и химических соединений в
растениях образуются одинаковые новые белки (Pierpoint et ai., 1981;
van Loon, 1983; Tapia et ai., 1986; Granell et ai., 1987).

Предварительные исследования нашей лаборатории с растениями
картофеля показали, что стрессовое состояние, вызванное обработкой
солями серебра и тяжелых металлов выражено четче, чем состояние,
вызванное воздействием на растения вирусами. Это наглядно прояви-
лось также в изменениях на уровне белков. У обработанных растений
под влиянием названных солей легко образовались новые фракции бел-
ков и быстро развивалась типичная для стрессорных воздействий кар-
тина общих изменений в составе белкового комплекса.

В настоящей работе исследован этот феномен с тем, чтобы выяснить
базовые белковые характеристики у растений картофеля в условиях
стресса и на основе этого создать предпосылки для расшифровки физио-
логических механизмов действия вирусов, поражающих картофель. Ра-
бота была выполнена на оздоровленных методами термотерапии и мери-
стемной культуры растениях 12 различных сортов картофеля ('Адретта',
'Андо', 'Агра', 'Эба', 'Йыгева коллане', 'Мате', 'Мавка', 'Олев',
'Премьер', 'Превалент', 'Сулев' и 'Вигри'). В качестве стрессорных аген-
тов использовали 0,5%-ные растворы AgN0 3, CdS04 и HgCl 2 .

Опытные растения опрыскивали указанными растворами в фазе 5—6
листьев. Через 5—6 дней после обработки листья собирали и подвер-
гали вакуумной инфильтрации (30 мин при комнатной температуре) в
буферном растворе 0,025 М Tns-HCI (pH 7,8) в смеси с 0,5 М сахарозы,
0,01 М MgCl2, 0,01 М СаС1 2 и 0,005 М 2-меркаптоэтанола. Инфильтриро-
ванный раствор вместе с растворенными в нем белками выделяли из
листьев центрифугированием в течение 20 мин при 1000 g (Parent, Asse-
lin, 1984). Таким же образом экстрагировали белки и из листьев здоро-
вых (контрольных) растений. Полученные экстракты подвергали элек-
трофорезу в 10%-ном полиакриламидном геле (буфер 77ч5-глицина,
pH 8,3, напряжение 200 В). Локализация отдельных фракций белков в
геле устанавливалась путем их окрашивания кумасси синим.
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Электрофореограмма растворимых белков
картофеля сорта 'Превалент' в 10%-ном
полиакриламидном геле: а необработан-
ное растение; б обработанное HgCb; в
обработанное CdS04 ; г обработанное
AgN03 . Стрелками показаны новые белки,
точкой отмечен белок, количество которого

увеличивается.

При сравнении между собой полученных электрофореграмм (рису-
нок) выяснилось, что под влиянием CdS0 4 и HgCl2 всегда появлялись
два новых белка (Rf 0,34—0,36 и 0,37—0,39). Те же самые фракции
новых белков регулярно образовывались и в результате действия AgN0 3,

лишь у сортов 'Эба' и 'Йыгева коллане' этого не наблюдалось. Однако у
некоторых сортов появлялась еще и фракция нового белка с большей
подвижностью {Rf 0,60—0,61), например, у сортов 'Адретта' и 'Премьер 7

под действием CdS04 , у сортов 'Адретта', 'Мате' и 'Премьер' под дей-
ствием AgN0 3 . При обработке растений раствором HgCl2 указанный
третий белок индуцировался у большинства сортов и лишь у растений
сортов 'Эба', 'Сулев' и 'Вигри' появление его не было установлено.

Дополнительно к появлению трех новых белков у всех сортов почти
во всех случаях обнаруживалось увеличение количества фракции белка
с R f 0,18—0,21.

Итак, изменения в составе белков, индуцированные тремя изученны-
ми ионами, были в принципе аналогичными, различаясь только коли-
чественно. Самое сильное влияние оказывала соль Hg (II) (рисунок), на
воздействие которой реакция растений была более выраженной, чем в
случае других металлов. Самым слабым оказалось влияние соли Ag(I).
На основе этого можно предположить, что изменения, вызываемые в
белковом комплексе растений под влиянием солей тяжелых металлов
зависят не столько от типа указанных металлов, сколько от степени
окисления их ионов. Оба двухвалентных иона обладали более сильными
индуцирующими свойствами, чем одновалентный ион серебра.

Если сравнивать между собой изученные сорта картофеля, то они по
ответной реакции к использованной химической обработке друг от друга
существенно не отличались. Все обнаруженные на электрофореограммах
различия отдельных сортов можно считать часто количественными, кото-
рые вытекали, по-видимому, из несколько различной их чувствитель-
ности к воздействию. Слабее всего на обработку реагировали, как пра-
вило, сорта 'Эба' и 'Йыгева коллане', сильнее других сорта 'Адретта'
и 'Премьер'.
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Из полученных результатов следует, таким образом, что под влия-
нием AgN0 3, CdS0 4 и HgCl 2 в растениях картофеля образуется специ-
фический комплекс новых белков. Эти белки с большой вероятностью
идентичны с белками, которые возникают в растениях картофеля под
влиянием вирусной инфекции. Исходя из этого, дальнейшей задачей
наших исследований должно служить детальное сравнение обнаружен-
ных изменений с изменениями, которые в белковом комплексе растений
картофеля возникают при заражении вирусами, и выявление условий
вирусного стресса, при которых такие изменения во фракционном
составе белков реальны и с достаточной четкостью развиваются.
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	Места сбора материала в Эстонии. 1 Лооде; 2 Пихтла; 3 Сандла; 4 Вырсна; 5 Суурепси; 6 Хюти; 7 Лаэлату, Пухту; 8 Карузе; 9 Таэбла; 10 Ору; И Пуйзе; 12 Оллимяги; 13 Метса; 14 Куййыэ; 15 Яаника; 16 Вазалемма; 17 Нийтвялья, Охту; 18 Кейла, Валингу; 19 Вяэна, Вяэна-Йыэсуу; 20 Мурасте, Раннамыйза, Табасалу; 21 Вескимяги, Мустамяэ, Рокка-аль-Маре, Хаберсти, Харку, Ыйсмяэ; 22 Пяэскюла, Хийу, Сауэ; 23 Виймси, Мяхе, Мууга, Иру, Пирита, Козе; 24 Юлемисте; 25 Ягала; 26 Арукюла; 27 Харутеэ, Алликамяги; 28 Кийза; 29 Хагери; 30 Хагуди, Лоху; 31 Куйметса; 32 Википалу; 33 Мустйыэ; 34 Янийыэ; 35 Раквере; 36 Виру-Яагупи; 37 Яама, Пермискюла; 38 Ярваканди; 39 оз. Кайсма, Сууръярв; 40 Тори; 41 Мыйзакюла; 42 Кивикупитсамяги; 43 Каансоо; 44 Лаатре; 45 Кярстна; 46 Мелески; 47 Тамме; 48 Лаанеметса; 49 Эхиярве; 50 Севели; 51 Тохкре; 52 —■ Вана- Койола; 53 Ряпина.
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	Fig. 1 Location of sample areas; 1 Nõva, Riguldl and Vihterpalu forest districts, \ “Valgejõe forest district, 3 Alajõe forest district, 4 Värska forest district, 5 Taheva and Hargla forest districts, 6 Lodja forest district. (Emoc, Emor Einf, Eint, Emb, Esup, Emed, Eel, Aalt, Eor geobotanical regions.)
	Fig. 2. The distribution frequency (%) of more widespread species analysed in dwarfshrub (/—6), herb (7—17), moss {18—22), and lichen layers {23—26).
	Mean cover, % Fig. 3. Distribution of the mean cowberry cover, %
	Regular Random v Regular – Random – (- nonaggregated) (-noncggregated) aggregated aggregated Fig. 4. Distribution types of the cowberry cover (cover is the same in all types).
	Ramet length} cm Fig. 5. Distribution of the cowberry ramet length (%) in different forest site types.
	Fig. 6. Relation between the mean length of cowberry ramets and the age of the tree stand in different forest site types.
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	Fig. I. G.errba banded (G-banded) karyotype of the Estonian quail (100X1,5X12 5)
	Fig. 2. QFQ-banded karyotype of the Estonian quail (100x1,5x12,5).
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	Fig. 6. QFH-banded idiogram of the Estonian quail’s macrochromosomes.
	Microns Fig. 7. Location of especially bright QFH-bands (A-T-rich DNA regions) in Estonian quail’s macrochromosomes. Distributed as medons in the chromosome field. (Roman numerals to the right of chromosome arms indicate on the number of arms of the same length.)
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	Sciophila pseudoflexuosa sp. n., hypopygium, dorsal view.
	Fresh . weight of a ramet, g Fresh weight of ramets on 10 dm2, g Fig. 1. Distribution of the mean fresh Fig. 2. Distribution of the fresh weight of weight of one cowberry ramet, %. cowberry ramets on 10 dm2, % * Eesti Teaduste Akadeemia Zooloogia ja Botaanika Instituut (Institute of Zoology and Botany of the Estonian Academy of Sciences). 202400 Tartu, Vanemuise 21, Estonia.
	/Й 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 Fresh weight of romets on 10 dm2, g Fig. 3. Relation between the ramet length and the fresh weight of the cowberry ramets on 10 dm2.
	Biomass, kg/hp Fig. 4. Distribution of the biomass of cowberry rarnets. %.
	Fig. 5. Relation between the biomass of cowberry rarnets and the mean fresh weight of one ramet.
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	1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 Specimen no. Fig. 1. DNA content and cell volume (characterized by mean channel number of cyto meter) of di- and triploid rainbow trouts.
	1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 Specimen no. Fig. 2. Average erythrocyte cell length and nucleus length of di- and triploid rainbow trouts.
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	Fig. 1. Principal scheme of the respirometer combined with a differential thermocouple calorimeter. 1 glass capillary half-filled with ethanol; 2 source of the ray of light; 3 photodiode; 4 simple current amplifier; 5 respiration chamber block; 6 thermocouple calorimeter; 7 compensation chamber; 8 oxygen generating unit with electrodes; 9 CO2 absorbent flask.
	Fig. 2. The heating-breathing movements of an undisturbed 7th instar larva from the respirometer recording at the end of the wandering stage at 130—135 h at 20 °C. Arrows indicate periods when the body volume is slowly decreased (body mass 0.130 g; metabolic rate 1490—1500 mm302 h/g; R.Q. = 0.95).
	Fig. 3. Respirometric recording of cyclic C02 release with a muscular activity period of a mobile prepupa in cocoon at 27 °C (body mass 0.105 g; metabolic rate 970— 980 mm302/h/g; R.Q. = 0.91).
	Fig. 4. Respirometric recordings at cyclic CO2 release of a pharate pupa at 170—172 h after ecdysis at 27 °C (body mass 0.120 g; metabolic rate 635—640 mm302/h/g; R.Q. = 0.84). Muscular microconstrictions are distinctly expressed on the falling line of the recording.
	Fig. 5. Respirometric recording of CO2 cycles of a male pupa at 72 h after ecdysis with 3 wriggling periods at 30 °C (body mass 0.102 g; metabolic rate 800—82Q mm302/h/g; R.Q. = 0.63).
	Fig. 6. Calorimetric thermogram with periodical rotation movements of a male pupa at 96 h after ecdysis at 27°C (initial body mass 0.108 g).
	Fig. 7. Recording of respirometer from respiratory rhythms with cyclic but slow CO2 release in female imago at 27 °C. Three higher peaks indicate the short periods of muscular activity (body mass 0.103 g; metabolic rate 1100—1120 mm302/h/g).
	Fig. 8. A detail from respirometric recording with periodic slow release of C02 in female imago at 27 °C, The clear “sawtooth” pattern is fixed on recording. Other dates as in Fig. 7.
	Fig. 9. The wavy shaped 02 uptake level in male imago on the respirogram at 22 °C (body mass 97 mg; metabolic rate 23Q—240 tnnFOa/h/g).
	Fig. 10. Catharometric qualitative record of cycles of a mobile prepupa in cocoon at 150—154 h after last larval ecdysis at 27 °C (body mass 0.125 g; metabolic rate 850—900 mnFOa/h/g; R.Q. = 0.85).
	Time, min ч— Tim Time, min Fig. 11. Synchronous records from a respirometer (Л) and calorimeter (В) of a male pupa at 70—74 h after ecdysis at 30 °C (body mass 0.112 g; metabolic rate 620 mnFCVh/g; R.Q.=0.68). Arrows indicate the phases of respiration cycle.
	Fig. 12. IRGA recording from peakes of COa microbursts on the falling line of a CO2 cycle of a pharate pupa at 10—12 n before pupal-imaginal eedysis at 22°C (body mass 0.113 g; metabolic rate 530—550 mm302/h/g; R.Q. = 0.80).
	Time, min Fig. 13. “Comb-tooth” pattern from respirometric actograms of a pharate pupa at 7—Bh before ecdysis at 27 °C (body mass 0.114 g; metabolic rate 1400—1420 mm302/h/g; R.Q.=0.78). **
	Fig. 1. A—D —■ Tricholauxania claripennis sp. n. A—В apical part of male hind tibia: A ventral view, В posterior view; C—D apical part of female hind tibia: C ventral view; D posterior view. E—H Tricholauxania praeusia (Fallen): E—F apical part of male, hind tibia: E ventral view; F posterior view; C—H apical part of female hind tibiae; G ventral view, D posterior view.
	Fig. 2. Tricholauxania claripennis sp. n. A hypopygium, caudal view, В hypopygium, lateral view, C female terminalia, lateral view, D female terminalia, dorsal view.
	Untitled
	Untitled
	Рис. 1. Траектории перемещения воздушных масс, проходивших над Чернобылем 26. 04. 1986 г. в 00, 06, 12 и 18 часов (Arvela и др., 1989). Fig. 1. TRADOS trajectories from Chernobyl 26 April 1986 (Arvela et al., 1989).
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	Fig. 1. Changes of chlorophyll a concentration in the small lakes of Estonia during 1978—1990.
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	1978 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 Fig. 3. Changes of chlorophyll a concentration in eutrophic lakes (Pühajärv, Pangodi, Verevi).
	Fig. 4. Changes of chlorophyll a concentration in the hypertrophic lake Pappjärv. 1982 83 84 85 86 87 88 89 90
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	Fig. 1. The distribution of collecting Fig. 2. Tiphia femorata F, localities.
	Fig. 3. Methocha ichneumanides Latr. Fig.A. Myrmosa atra Pz.
	Fig. 5. Mat Ula europaea L. Fig, 6. Mutilla marginata Baer.
	Fig. 7. Smicromyrme rufipes (F.). Fig. 8. Sapyga clavicornis (L.).
	Fig. 9. Sapyga quinquepunctata {F.). Fig. 10. Sopygo similis (F.).
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