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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время во многих лабораториях мира ведутся интенсивные исследования в области адаптации растительных организмов к неблагоприятным факторам окружающей среды, в том числе к одному из главных абиотических стрессоров - засолению. Большой интерес вызывает участие полиаминов в стресс-реакциях и адаптации растений к экстремальным условиям среды. Во многих работах показано, что полиамины в условиях адаптационного процесса проявляют защитные свойства (Galston et al., 1997; Bouchereau et al., 1999). При этом обращает на себя внимание тот факт, что в основном исследуется метаболизм и биологическая роль полиаминов семейства путресцина (путресцин, спермидин, спермин).

Гораздо менее изученным полиамином следует признать кадаверин. По сравнению с путресцином и его производными (спермидин и спермин) специальные исследования по аккумуляции кадаверина при действии на растения абиотических стрессоров практически не проводились. Только спорадически единичные сведения об его аккумуляции в растениях в стрессорных условиях можно встретить в публикациях.

Известно, что регуляция полиаминами физиологических процессов осуществляется в тесном взаимодействии с этиленом. Подавляющая часть проведенных в этом направлении исследований также касается лишь полиаминов семьи путресцина, что вполне естественно, поскольку у этих полиаминов с этиленом имеется общий предшественник - S-аденозилметионин (SAM) (Altaian, 1986; Kaur-Sawhney, 1995).

В подобных исследованиях практически не уделялось внимания кадаверину, хотя процессы биосинтеза этилена, полиаминов (спермидина и спермина) и кадаверина косвенно связаны, поскольку кадаверин образуется в боковом ответвлении аспартатного пути, ведущего к биосинтезу метионина и SAM.

Тем не менее, в ряде работ еще в 90-е годы было установлено необычное поведение кадаверина в отношении этилена и полиаминов группы путресцина у некоторых кадаверин-содержащих видов растений (Apelbaum et al., 1985; Bakhanashvili et al., 1985; Icekson et al., 1986). Недавно в ряде исследований (Дам, 1999; Kuznetsov et al., 2000; Кузнецов и др., 2000; Shevyakova et al., 2001; Kuznetsov et al., 2002) был обнаружен необычный характер взаимовлияния кадаверина и этилена у хрустальной травки в условиях теплового шока, который являлся не конкурентным, как в случае со спермидином, а скорее синергическим. Хрустальная травка отвечала на тепловой шок транзиторным выделением этилена и последующей межорганной транслокацией кадаверина, что могло быть связано с процессами адаптации и выживания растений в экстремальных условиях.

Однако, особенности аккумуляции кадаверина при действии других абиотических стрессоров, в частности засоления, а также характер отношений между кадаверином и этиленом в этих условиях, в настоящее время практически не изучены. Не выяснена также биологическая роль кадаверина при стрессе. Изучение данных вопросов способно внести определенный вклад в выяснение общих механизмов адаптации растений к действию абиотических стрессоров.

Цель и задачи исследования. Настоящая работа является продолжением выше указанных исследований в направлении более углубленного изучения способности растений хрустальной травки аккумулировать кадаверин при солевом стрессе (NaCl), выяснения механизмов индуцирующего действия этилена, установления связи аккумуляции кадаверина с функционированием С4М-метаболизма и возможной физиологической роли кадаверина в условиях засоления.

В связи с этим были поставлены следующие задачи:

1. Определить содержание кадаверина у растений трех возрастных групп в норме и при засолении NaCl и сравнить его с изменениями в

активности лизиндекарбоксилазы (ЛДК) и содержанием полиаминов семейства путресцина.

2. Установить изменения в эндогенном уровне этилена у хрустальной травки при действии NaCl и исследовать взаимовлияние экзогенного этилена и кадаверина в опытах с изолированными листьями.

3. Исследовать механизмы индуцирующего действия этилена на аккумуляцию кадаверина в опытах с изолированными листьями при экспонировании их в присутствии предшественника этилена 1-аминоциклопропан-1-карбоксиловой кислоты (АЦК) и при действии NaCl.

4. Выяснить, включаются ли процессы фосфорилирования/дефосфорили-рования белков как компоненты цепи трансдукции этиленового сигнала в образование кадаверина, проведя для этой цели ингибиторный анализ.

5. Исследовать, вовлекается ли кадаверин и этилен в индукцию САМ-типа фотосинтеза, применив для этой цели оценку уровня мРНК гена ключевого фермента С4М-метаболизма фосфоенолпируват-карбоксилазы (ФЕПК) - Ррс 1 с помощью метода обратной транскрипции - полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР).

6. Изучить влияние экзогенного кадаверина на процесс растяжения гипокотилей проростков и рост корешков проростков хрустальной травки и арабидопсиса и сравнить с действием на эти параметры АЦК, а также выяснить влияние долговременной обработки растений хрустальной травки экзогенным кадаверином на накопление биомассы надземными органами и корнями и определить изменения в составе полиаминов.

7. Исследовать суточную динамику содержания кадаверина в корнях и листьях растений хрустальной травки в период протекания САМ-фотосинтеза.

Научная новизна. Впервые продемонстрировано, что компетентность растений хрустальной травки к аккумуляции кадаверина в норме находится под онтогенетическим контролем, а в регуляцию их эндогенного уровня при действии солевого стресса включается этилен. Подтвержден ранее установленный характер взаимодействия в системе этилен/полиамины: синергический в отношении этилен-*-»кадаверин и реципрокный в отношении этилен<-»спермидин. Впервые установлено, что этилен-индуцированное образование кадаверина в листьях хрустальной травки могло быть опосредовано процессами фосфорилирования/дефосфорилирования белков на этапе трансдукции этиленового сигнала. Впервые представлены экспериментальные доказательства того, что аккумуляция в листьях хрустальной травки кадаверина и повышенное образование в них этилена не имеют отношения к регуляции экспрессии стресс-индуцибельного гена ФЕПК (Ррс 1) на уровне аккумуляции соответствующей мРНК. Впервые установлены суточные колебания содержания кадаверина в листьях и корнях хрустальной травки в фазе С4М-фотосинтеза. Показана двойственность действия кадаверина на процесс растяжения гипокотилей проростков хрустальной травки: стимуляция при низких концентрациях диамина (0,2-1,0 мМ) и торможение растяжения при высоких (свыше 2,0 мМ), что может иметь адаптивное значение в условиях засоления.

Практическая значимость. Полученные в работе теоретические данные о механизмах аккумуляции кадаверина и полиаминов семьи путресцина у хрустальной травки в условиях засоления имеют существенное значение для выяснения хода формирования адаптивных процессов у галофитов и при разработке технологии создания трансгенных модельных растений с повышенной солеустойчивостью. Теоретические обобщения и совокупность экспериментальных данных работы могут использоваться в курсах лекций для студентов биологических факультетов вузов страны.

Апробация работы. Результаты исследований докладывались на международной конференции «Актуальные вопросы экологической физиологии растений в XXI веке» (Сыктывкар, 2001), на международном симпозиуме «Plant under Invironmental Stress» (Москва, 2001), на V Съезде общества физиологов растений России и Международной конференции «Физиология растений - основа фитобиотехнологии» (Пенза, 2003).

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 9 работ.

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания объекта и методов исследований, изложения полученных результатов, обсуждения, заключения и выводов. Работа изложена на 138 страницах машинописного текста, включая 6 таблиц, 35 рисунков; библиография содержит 199 названий, в т.ч. 170 на иностранных языках.

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Общие представления о полиаминах и их биологической роли

Природные алифатические полиамины - низко молекулярные органические катионы, найденные во всех прокариотических и эукариотических организмах. В растениях полиамины представлены в основном диаминами (путресцин, кадаверин), триамином (спермидин) и тетрамином (спермин) (Рис. 1).

Путресцин: H2N(CH2)4NH2 M=88,2

Кадаверин: H2N(CH2)5NH2 М=102,2

Спермидин: H2N(CH2)3NH(CH2)4NH2 M=145,2 Спермин: H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2 M=202,3

Рис. 1. Химические формулы и молекулярные массы полиаминов.

У некоторых водорослей и архебактерий, для которых характерна устойчивость к экстремальным факторам внешней среды (термофильные и галофильные экотипы) обнаружены так называемые необычные полиамины (норспермидин, норспермин, кальдопентамин и др.) - производные спермидина и спермина (Hamana and Matsuzaki, 1982; Oshima, 1983; Yamotomo et al., 1983). В настоящее время такие необычные полиамины найдены также у растений в условиях действия гипертермии (Roy, Ghosh, 1996).

Со времени обнаружения в растениях обычных полиаминов представления об их биологической роли претерпели значительную эволюцию.
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Путресцин и кадаверин впервые были описаны Бриггером в 1885 году как продукты разложения белков гнилостными бактериями и названы "трупными ядами" (Brieger, 1885-1886).

Вскоре после открытия диаминов стало известно, что они сравнительно широко распространены в животных организмах и являются для них сильными ядами. Затем (1905-1914 гг.) путресцин и его более высокомолекулярные производные (спермидин и спермин) были выделены из различных микроорганизмов, высших грибов и растений, и с их присутствием связывали высокую токсичность отдельных представителей (гриб мухомор, растения семейства пасленовых: белена, белладонна).

В 1954-1956 гг. английские ученые Ричарде и Кальман (Richards, 1954; Coleman and Richards, 1956) обнаружили аккумуляцию путресцина в листьях ячменя при дефиците калия и связали появление некрозов с проявлением токсического действия высоких концентраций этого диамина. Это открытие привлекло внимание отечественных физиологов растений, изучающих механизмы повреждающего действия засоления (NaCl) на растения. В результате в 1961 г. впервые появилась публикация Б.П. Строгонова и Н.И. Шевяковой (Строгонов, Шевякова, 1961) о накоплении диаминов при солевом отравлении листьев конских бобов и ячменя. В последующие годы вплоть до настоящего времени аккумуляция полиаминов в тканях растений при действии самых различных абиотических стрессоров (засоление, дефицит питательных элементов, засуха, низкие температуры и др.) показана во многих исследованиях (Bouchereau et al., 1999).

Почти одновременно с открытием токсичности высоких концентраций диаминов у многих организмов был обнаружен эффект стимуляции низкими концентрациями ростовых процессов. В 50-60-е годы были обнаружены рост-активирующие свойства этих соединений для микроорганизмов (Herbst and Shell, 1948; Sneath, 1955; Razin et al., 1959). Вскоре было обнаружено, что в тканях растений повышенное содержание полиаминов приурочено к периодам
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активного роста (Bagni et al., 1966), а при обработке растений низкими концентрациями экзогенных диаминов (путресцина и кадаверина) было показано проявление их рост-активирующих свойств (Шевякова, 1966). В последующие годы появился ряд работ, подтверждающих участие полиаминов в регуляции роста растений (Bagni and Serafmi-Fracassini, 1974; Altman and Bachrach, 1981; Smith, 1985; Galston and Kaur-Sawhney, 1995).

С 50-х годов прошлого столетия и до настоящего времени изучение метаболизма и физиологической роли полиаминов ведется в двух направлениях: как регуляторов роста и развития растений и как низкомолекулярных протекторов и сигнальных соединений при адаптации растений к негативному действию биотических и абиотических стрессоров.

За последние полвека представления о роли полиаминов у растений значительно углубились и расширились (Galston et al., 1997; Walden et al., 1997; Bouchereau et al., 1999; Kakkar, Sawhney, 2002). В настоящее время подтверждено участие полиаминов в управлении такими жизненно важными для растений процессами, как деление и растяжение клеток, активность меристем, морфогенез, цветение, созревание плодов, старение растений.

Однако, до сих пор полиамины не причислены к классу гормональных веществ, несмотря на экспериментально доказанную их способность к акропетальному и базипетальному транспорту по растению (Friedman et al., 1986; Rabiti et al., 1989; Antognoni et al., 1998; Shevyakova et al., 2000, 2001; Кузнецов и др. 2002), участие в каскаде передачи сигналов как вторичных мессенджеров у животных (Bueb et al., 1992) и индукции экспрессии генов у растений (Hiraga et al., 2000; Аронова и др., 2005), обнаружение специфических для полиаминов (спермидина) транспортных белков у растений (Tassoni et al., 1996, 1998), а также регуляцию полиаминами движения устьичной щели (Liu et al., 2000) и другие присущие фитогормонам свойства.

Благодаря наличию двух и более аминогрупп полиамины при физиологических рН ведут себя в клетке как основания (рКс=9-10). По этой
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причине их часто называют органическими катионами. Именно с катионной природой полиаминов чаще всего связывают их биологическую активность. Полиамины способны легко и прочно связываться с отрицательно заряженными группами различных биополимеров: нуклеиновыми кислотами, фосфолипидами, анионными группами мембран и клеточных стенок, а также многими типами белков. Эти ионные взаимодействия очень важны в регуляции структуры и функции этих макромолекул, а также их биосинтеза в растениях (Bouchereau et al, 1999). Основное отличие от таких катионов как Mg и Са заключается в поливалентности полиаминов и их способности к многоточечному связыванию с различными биополимерами, вследствие чего они способны стабилизировать вторичную трехмерную структуру этих биополимеров и таким образом воздействовать на их биологическую активность. Имеются данные о стимуляции полиаминами многих процессов, связанных с синтезом ДНК, РНК и белков (Kaur-Sawhney, 2003). Таким образом, взаимодействие полиаминов с липидами, белками и нуклеиновыми кислотами может рассматриваться как механизм, который определяет многие физиологические функции полиаминов в эукариотических организмах.

1.2. Общие представления о биосинтезе главных полиаминов (путресцина, спермидина и спермина).

Метаболизм полиаминов у растений достаточно хорошо изучен, но в основном это касается полиаминов семьи путресцина. Путресцин является не только обязательным предшественником, но и ключевым соединением в биосинтезе спермидина и спермина у растений (Рис. 2). В растениях существует несколько путей биосинтеза путресцина. Этот диамин может образовываться при декарбоксилировании трех аминокислот орнитинового цикла: орнитина, цитруллина и аргинина. Из орнитина и цитруллина путресцин образуется в результате прямого декарбоксилирования, катализируемого
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орнитиндекарбоксилазой (ОДК) и цитруллиндекарбоксилазой (ЦДК), соответственно (Slocum, 1991).

Путь образования путресцина из цитруллина обнаружен у весьма немногочисленных видов растений и только на определенных стадиях онтогенеза.

Путресцин также может образовываться непрямым путем через серию промежуточных продуктов, включая агматин, при декарбоксилировании аргинина аргининдекарбоксилазой (АДК). Агматин гидролизуется агматин-иминогидролазой (АИГ) до N-карбамоилпутресцина, который превращается в путресцин при участии N-карбамоилпутресцин амидогидролазы (Шевякова, 1981). Скорость-лимитирующим ферментом биосинтеза путресцина является аргининдекарбоксилаза.

В растениях функционируют как аргининовый, так и орнитиновый путь биосинтеза полиаминов. Однако, несмотря на непрямое образование путресцина из аргинина, этот путь биосинтеза является основным для большинства растений, особенно при действии на растение негативных факторов. Тем не менее, вопрос о характере взаимодействия и взаимной регуляции двух биосинтетических путей остается дискуссионным (Bouchereau et al., 1999). Эта проблема представляется особенно интересной в силу различной компартментации этих ферментов. Предполагают, что ОДК локализована в основном в цитоплазме, тогда как АДК - в тилакоидных мембранах хлоропластов (Borell et al., 1995; Walden et al., 1997; Kakkar, Sawhney, 2002). Только в одной работе локализация ОДК в растениях установлена в ядре (Slocum, 1991). В то же время в клетках животных функционирование ОДК тесно связано с ядром (Dodds et al., 1990).

Таким образом, благодаря различной локализации ферментов, два пути биосинтеза (через АДК и/или ОДК), приводящие к образованию путресцина, оказываются пространственно разделены. Высказано предположение, что полиамины, образованные разными путями биосинтеза, возможно, играют
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различную физиологическую роль (Hiatt, 1989). Так, оказалось, что полиамины, образующиеся через ОДК-путь, играют роль в пролиферации в активно растущих растительных тканях, тогда как полиамины, образующиеся через АДК-путь, главным образом включаются в процессы растяжения клеток и адаптации растений к абиотическим стрессам (Galston et al., 1997; Bouchereau et al., 1999).

Путресцин является родоначальником целой семьи полиаминов (спермидина, спермина, и ряда необычных полиаминов). Наращивание алифатической цепи путресцина с образованием спермидина и спермина идет путем последовательной полимеризации с помощью присоединения пропиламина, образующегося при декарбоксилировании SAM S-аденозилметиониндекарбоксилазой (SAM/JK). Реакция, катализируемая 8АМДК, является скорость-лимитирующим шагом в биосинтезе полиаминов. Сначала пропиламин полимеризуется с путресцином (образуется спермидин), а затем со спермидином (образуется спермин). Последовательно протекающие реакции полимеризации катализируются спермидинсинтазой и сперминсинтазой, соответственно (Шевякова, 1981, Bouchereau et al., 1999).

SAM является предшественником не только при биосинтезе полиаминов путресциновой группы, но и при биосинтезе этилена. Биосинтез этилена включает следующую цепь реакций:

АЦК-синтаза л а \

SAM --------------> АЦК (1-аминоциклопропан-1-карбоксиловая кислота)

АЦК-оксидаза _. 1ПО.. ---------------> этилен (Yang, Hoffman, 1984).

АЦК-синтаза определяет скорость образования этилена и ее активность зависит от влияния фитогормональных факторов, факторов среды, а также от фазы онтогенеза растения (Kende, 1993; Zarembinski, Thoelogis, 1994). АЦК-оксидаза является зависимым от кислорода и СОг ферментом, а также может регулироваться различными индукторами образования этилена, хотя и в значительно меньшей степени (Dong et al., 1992; Kende, 1993). Таким образом,
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Рис. 2. Схема биосинтеза полиаминов
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синтез полиаминов и этилена связан через общий предшественник (SAM). Ряд работ предоставляют убедительные доказательства, что взаимодействие полиаминов и этилена носит конкурентный характер (Altaian., 1986; Galston, Kaur-Sawhney, 1995). Кроме того, имеет место переключение соответствующих биосинтетических путей в зависимости от доступности пула SAM, так как SAM является главным донором многих реакций метилирования как в животных клетках, так и у растений (Bouchereau et al., 1999).

Регуляция активности ферментов биосинтеза полиаминов (ОДК, АДК, БАМДК, SAM-синтазы и др.) показана как на транскрипционном, так и трансляционном уровне (Walden et al., 1997; Bouchereau et al., 1999; Kakkar, Sawhney, 2002). Предполагается (Xiong et al., 1997), что большинство ферментов биосинтеза полиаминов проходят посттрансляционную модификацию, так как они образуются сначала как проферменты (неактивные предшественники). Посттрансляционный процессинг у растений показан для SAMflK (Xiong et al., 1997) и для АДК (Borell et al., 1996; Tiburcio et al., 1997).

1.3. Катаболизм и превращение полиаминов у растений

Внутриклеточная концентрация полиаминов, как и всех известных регуляторов роста растений, зависит не только от интенсивности их синтеза, но также от других процессов, включая окислительную деградацию и конъюгацию. Катаболизм полиаминов в растениях менее изучен, хотя ферменты (диаминоксидаза, полиаминоксидаза), окисляющие полиамины, были идентифицированы во многих растениях (злаки, бобовые и др.) еще в 70-80-х годах (Smith, 1977; Suresh, Adiga, 1979). В процессе катаболизма терминальные аминогруппы путресцина подвергаются окислительному дезаминированию медьсодержащими диаминоксидазами (ДАО). При этом образуются аминоальдегиды, перекись водорода и аммиак. Аминоальдегиды спонтанно циклизуются с образованием 1-пирролина (Рис. 3).
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