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Augi dzivo vidg, kura nepartraukti izmainas. Vides faktori, gaismas intensitate
un kvalitate, CO2, O2, minerili, temperatira, ddens pieejamiba, mitrums un véjs,
augsnes struktara, citi augi un zalédaji dzivnieki, kukaini, mikroorganismi — visi
apkartéjas vides komponenti mainas no mirk|a uz mirkli, un biezi vien apstak|i nav
labvéligi optimalai aug8anai. Visi uzskaititie mainigie faktori var ietekmét augu augsanu
un attistibu, tatad, tiek uztverti $0nas. Bez aréjas vides mainiguma eksisté art iek3gjais
mainigums — augu $anas atrodas sareZgita ogl|hidratu, aminoskabju, mineralvielu,
adens, vitaminu un augdanas regulatoru maisijuma ar mainigu pH. Nav nekadu 3aubu,
ka 3i maisijuma sastavs mainas gan kvalitativi, gan kvantitativi; un mainas ari ta kustibas
atrums. Tapéc augu 5anam ir nepiecieamas metaboliskas kontroles sistémas, kas |autu
parvarét visu mainigo faktoru ietekmi un uzturét stabilu augdanu un attistibu attieciba
pret vides dezorganizéjoso iedarbibu.

Tpa3i svarigi agenti augu attistibas integracija mainigos aréjas vides apstaklos ir
augu hormoni, kas koordiné genétiska potenciala izpausmi. Vides faktoru izmainas
tiesi ietekmé hormonu metabolismu un sadalijumu auga. Tas, savukart, izsauc noteiktu
génu ekspresiju ar sekojosu olbaltumvielu sintézi un fermentu aktivitates izmainam.

Pédéjos desmit gados augu fiziologija sakulies intensivi pétijumi par skabekla
aktivacijas efektiem saistiba ar augu attistibu un vides stresa iedarbibu. Auga organisma
skabek|a aktivé3anas notiek ta redukcijas procesa par adeni, kas ir normala metabolisma
sastavdala. Pastiprinata aktiva skabekja formu veido3anas raksturiga noteiktam auga
attistibas stadijam, ka ari ta notiek vides stresa ietekmé. Evolacijas procesa augiem
attistijusas aizsargsistémas 3o toksisko skabek|a starpformu neitralizé$anai. Viens no
centralajiem fermentiem detoksificéjodo fermentu sistéma ir peroksidaze, kas piedalas
Gdenraza peroksida neitralizé§ana. Praktiski visi patologiskie stavok|i daZzadu stresu
ietekmé ir saistiti ar nepietiekamu detoksificéjoo fermentu darbibu. Tapéc ipasi
nozimiga ir tolerances mehanismu izpéte augu adaptacijas procesos.

Etiléns ir gazveida augu hormons, kur$ piedalas daudzu augu dzivibas aspektu
regulacija, kas ietver augsanu, attistibu, novecoanos u.c. Etiléns veidojas augos visa
to ontogenézes laika, bet ta izdali3anas ipasi pastiprinas stresa situacijas. Nemot véra
etiléna biosintézes indukciju ka visparéju un nespecifisku atbildi uz stresa faktoru
iedarbibu, varétu domat, ka etilfénam ir noteikta regulativa loma augu
aizsargmehanismu aktivé3ana. lespéjams, ka etiléns ir tiedi saistits ar stresa signala
parneses sistému.

Pa3reizéja mornenta ipasi aktuali ir p&tijumi par tiem mehanismiem, kas nodro3ina
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auga organisma normalu attistibu mainigos vides apstak|os, un kuri nosaka pareju uz
adaptacijas reakcijam stresa situacijas. Dotais darbs atspogulo virkni kompleksu
pétijumu, kuri tika veikti LZA Biologijas institdta Augu fiziologijas laboratorija un
Zviedrijas Lauksaimniecibas zinatnu universitates Augu fiziologijas institGta, un kas
vérsti uz etiléna un peroksidazu sistemas mijiedarbibas izpratni auga attistibas laika
un vides stresa faktoru ietekmé.

Galvenais darba mérkis bija izpétit etiléna biosintézes un peroksidazu sistémas
izmaipas augSanas un attistibas gaita, ka ari stresa ietekmé un stresa pielago3anas
procesa. [pasa uzmaniba tika pievérsta etiléna potenciilajam funkcijam augu attistibas
un adaptacijas regulacija.

Atbilstosi darba mérkim, tika nosprausti sekojosi eksperimentalie uzdevumi:

1. Noteikt etiléna biosintézes, peroksidazu sistémas un lignifikacijas procesa
izmainas intaktos augos saistiba ar to aug3anu un attistibu. Analizét iespéjamas etiléna
regulativas funkcijas intaktos augos.

2. lzpétit dazada veida stresa faktoru ietekmi uz etiléna biosintézi un
pretoksidativo fermentu aktivitati. Pétit faktorus, kas piedalas stresa atkarigo izmainu
regulacija.

3.Analizét izmainas augfana un lignifikacija, ka ari etiléna biosintézé un
peroksidazu sistémas, ko izraisa augu apstrade ar eksogéno etilénu un etiléna prieksteci
1-aminociklopropan-1-karbonskabi. Noteikt iespéjamo sakaribu starp eksogéno un
endogéno etilénu, no vienas puses, un askorbata peroksidazes aktivitati un potencialo
oksidativa stresa toleranci, no otras.
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1.1. Augu attistiba un adaptacija: visparigie regulacijas principi

Termins “attistiba” attieciba pret augu ka vienotu veselumu, kas rodas
dzimumvairo$anas cela, ietver sevi pakapeniskas un progresivas izmainas izmeéros,
struktara un funkcijas, kas noved pie pilnveértigi funkcionéjo3a, vairoties spéjiga auga
izveidoZanas no zigotas. Attistiba ka auga organisma funkcioné3anas pamatnoteikums
nav Zkirama no adaptacijas, kas tuvak raksturo struktdras pasorganizacijas ipasibu
sekmigi attistities un eksistét mainigos apkartéjas vides apstak|os. Ja attistibas pé&tijumi
parada organisma iek3éjas struktaras un funkcijas vienotibu, tad adaptacija atkl3j
attistibas plastiskumu — organisma spéju (vai nespé&ju) izmainit struktdru un funkcijas
atbilstosi aréjo apstakju izmainai.

Pretéji dzivnieku organisma unitarajai dabai, visu augstako augu organismi ir
veidoti ka pamatkonstrukcijas modulu atkartojums {Trewavas 1983). Virszemes dala
sadi moduli ir meristémas {(vai pumpuri} ar atbilstoajam lapam, augsné lokalizétaja
da)a modulus veido saknu meristému atkartojumi. 50 modulu skaits ievérojami varié
jebkura individuala auga dzives laika. Sada modulara uzbOves principa dé| augiem
nav centralizétas, subordinétas kontroles, un katra atsevi3kad meristéma auga var
darboties lidzigi individualam organismam, un augs var tikt uzskatits par $adu
organismu kopumu. Dzinuma meristémas atrodas konkuréjo$as attiecibas par gaismas
un cirkuléjoso mineralvielu, cukuru un Gdens sanemsanu. Atrak augo$as meristémas
sanem lielako daju no Siem pamatresursiem (White 1979). Ja lokalie aug3anas apstak]i
ir optimali, individualas dzinuma meristémas aug atri un sekmé zemakas pakapes
meristému augianu uz ta pasa dzinuma. Sliktos lokalas vides apstaklos aug3ana var
apstaties, jo mersitémas efektivak konkuré par mineralvielam un adeni.

S3ads auglanas atbilzu elastigums ir nepiecie$ams, lai optimizétu resursu
uznem3anu no apkartéjas vides, kuru daudzums un pieejamiba katra individuala auga
apkartné var ievérojami variét. Ta ka augi ir nekustigi organismi, bet to individualas
augsanas apstak|i ir krasi mainigi, individualo avgu struktdra un forma ir arkartigi
plastiska ( Trewavas 1983).

Katras atseviskas meristémas augsana ir atkariga gan no tas iek3é&jiem apstakliem,
gan ari no aréjo faktoru iedarbibas. Principiali batisks ir novérojums, ka dazadas auga
dalas var savstarpéji ietekmét cita citas augSanu un attistibu. Sadas korelacijas var
izsaukt gan pozitiva kontrole, pieméram, hormonu dabas, gan ari negativa kontrole,
kas saistita ar konkurenci uz izejvielam. Fitohormoni, at3kiriba no ziditaju dzivnieku
hormoniem, nenodrosina centralizétu attistibas vadibu, bet gan darbojas ka integréjosi
faktori auga attistiba, principali piedaloties mainigas aréjas vides signalu ietekmé uz
attistibu. Fitchormonu reguléjosa ietekme uz attistibu ir saistita gan ar attiecigo hormonu
koncentracijas izmainam konkrétajos audos, gan ari ar 30 audu jutiguma pret doto
hormonu izmainam (Trewavas 1981).
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Batiski ir uzsvért ari kadu citu augu organismu pamatipadibu — t.s. periodisko
augdanu. Normala situacija augdana nenotiek nemainiga atruma, bet ir partraukts
process, kas izpauZas ka zinams periodiskums vai ritmiskums, kas atkarigs gan no
aréjo apstak|u ritmiskas izmainas, gan ari no iek3&jiem faktoriem (Cumming & Wagner
1968). Augianas relativais raksturs izpauZas ari attieciba uz atsevitka auga dazadam
dalam, ka ari uz atseviku organu dazadam dalam. Paplasinot %o principu talak,
jaatzimeé, ka visa auga organisma funkcion&3ana sastiv no dazada garuma
fiziologiskajiem cikliem, no kuriem vislabak izpétitie ir cirkadie ritmi ar 24 h periodu
pat 3kietami nemainigos aréjas vides apstak]os, ka ari sezonas ritmi (Bunning 1956).
Jadoma, ka ¥adu ritmu pamata ir t.s. endogénas oscilacijas - biologiskais pulkstenis,
kas nodrosina visu svarstibu funkcionésanu. Tomér, lai ari ritmiskas paradibas augos
tiek visai plasi pétitas, $3ada vispariga mehanisma funkcionésana vél nav pieradita.

Viens no visparigakajiem biologiskajiem principiem definé katru dzivo organismu
ka rezultatu mijiedarbibai starp ta genétisko materialu un vidi. Genétiskais materials
nosaka organisma attistibas potences. Vide nosaka, kiada genétiska potenciala dala
reali izpauZas. Citiem vardiem sakot, augu forma un funkcija ir atkariga no to génétiskas
uzbdves un génu spé€jas izpausties caur olbaltumvielu sintézi. Vide ietekmé augu
auglanu, diferenciaciju un metabolismu, vadot genétiska materiala ekspresiju, kas
paradas ka ietekme uz olbaltumvielu sintézi un fermentu aktivitati. Visam augu $anam
piemit pilna genétiska kapacitate regenerét veselu organismu. Lai ari jebkurai
individualai dzivai $ainai auga organisma potenciali ir visas vesela organisma ipasibas,
normalas attistibas laika tas neizpauZas. Ja genétiski visas 30nas ir vienadas, kadi faktori
tad rada at3kiribas starp dazadam 3Sanam? Pa3reizéja darba teorija balstas uz
pienémuma, ka diferencétas dazadu veidu Sunas atskiras galvenokart péc fermentu
un citu olbaltumu veida un limena, kadus ta satur. Lidz ar to, diferenciacijas veids ir
atkarigs no ta, kadas olbaltumvielas tiks sintezétas 30na tas attistibas laika. Fitohormoni
ir tie agenti, caur kuriem izpauzas vides apstak|u izmainas ietekme uz génu ekspresiju,
reguléjot genétiska potenciala izpau3anos.
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1.2. Etilens ka augu attistibas un adaptacijas endogénais regulators

Etilens ir gazveida biologiski aktivs savienojums, kura molekulas vienkargiba ir
krasa kontrasta ar ta komplekso lomu augu fiziologija. Niecigie daudzumi, kas
nepiecie$ami biologiskas aktivitates izradisanai (pilnai aktivitatei pietiekama
koncentracija ir 1 pl/l), ilgstodi aizkavéja etiléna fiziologijas pétijumus. Tikai lidz ar
precizu metodiku izstradasanu etiléna analizei radas iespéja visaptverodiem etiléna
pétijumiem, un 3obrid etiléns ir salidzino3i visvienkar$ak pétamais un visvairak izpétitais
no visiem augu hormoniem.

Etilena biologiskas aktivitates atkladana bija tiesi atkariga no ta postosas ietekmes
uz kultdraugiem, un bija saistita ar deggazes lietodanu siltumnicu apgaismosanai
pagajusa gadsimta beigas (Abeles et al. 1992). Etiléna saturs $aja gazé bija 5 %. Lai ari
jau taja laika tika aprakstiti un izpétiti vairaki gadijumi par gazes izsaukto augu
novecosanos un lapu priekslaicigu nobirsanu, etiléna ka darbiga biologiski aktiva gazes
komponenta loma tika izpétita un pieradita tikai Ne|ubova eksperimentos ap 1910.
gadu. Tolaik aprakstita "triskarsa atbilde" etiléena ietekmeé (horizontali orientéta augsana,
linearas augianas inhibé%ana un audu uzbrieSana) tika izmantota ka biometode etiléna
noteik§anai visus turpmakos 50 gadus. Fakts, ka augi pasi izdala etilénu, tika noskaidrots
tikai trisdesmito gadu vida.

Revolucionars apvérsums etiléna fiziologijas pétijumos notika 1959. gada, kad

tika paradita gazu hromatografijas, ka etiléna analizes tehnikas, nozime (Burg & Stofwijk
1959).

1.2.1. Etiléna biosintéze

Lai art etiléns var veidoties nebiologiskas kimiskajas reakcijas, pieméram, no
askorbinskabes vara jonu klatbatné (Abeles et al. 1992), etiléna biosintéze ir dzivu
augstako augu audu raksturiga un neatnemama sastavdala: no vienas puses, lidz 3im
nav zinama augu suga, kuras audi neizdalitu etilénu, un, no otras puses, visos lidz
Sim zinamajos gadijumos, lidz ar audu dzivibas funkciju izbeig3anos partraucas ari
etiléna izdaliSanas no tiem. Pretstata baktérijam un séném, kur etiléns veidojas no
ketoglutarata un glutaminskabes, etiléna biosintéze augstakajos augos notiek no
metionina (metionina jeb Janga cel§, Abeles et al. 1992). Cikls sakas ar metionina
parverSanos par S-adenozilmetioninu (SAM) metionina adenoziltransferazes katalizéta
reakcija ar ATF piedali3anos. Ta ka 3ana SAM tiek parsvara izlietots citas kimiskajas
reakcijas, kas nav saistitas ar etiléna veido3anos (piem., poliaminu sintéze un
metil&Sanas reakcijas), relativi nelielais etiléna sintézé izmantotais daudzums nevar
batiski izmainit SAM stabili augsto limeni 3Gna. Tapéc normalos apstak]os
adenoziltransferaze nav etiléna biosintézi limitéjo3ais solis. Tie3ais etiléna priekstecis



ETILENS UN PEROKSIDAZES AUGU ATTISTIBAS UN ADAPTACIJAS REGULACIIA . ]’

ir 1-aminociklopropan-1-aminokarbonskabe (ACKS), kas veidojas no SAM ar
piridoksalfosfata atkarigas ACKS sintetazes (EC 4.4.1.14) starpniecibu. ACKS sintetaze
ir labils ferments gan in vitro, gan in vivo apstik|os, tas olbaltuma molekulas
inaktivacijas pusperiods ir tikai 30-50 minates (Acaster & Kende 1983). ACKS sintetazes
olbaltums sastida tikai 0.001-0.003 % no kopé&ja olbaltuma daudzuma ievainotos
auglu audos, kas intensivi izdala etilénu. Molekularie pétijumi ir paradijusi, ka ACKS
sintetaze eksisté atdkirigas formas, kuras kodé génu grupa (Kende 1993). Atsevidkie
ACKS sintetazes geni tiek dazadi ekspreséti ka atbilde uz attistibas, vides un kimisko
faktoru izmainam. Ta ka ACKS sintetazes géna ekspresija ar sekojo3u fermenta
aktivitates pieaugumu tiek inducéta prakstiski visas tajas situacijas, kad noveérots etiléna
izdalisanas intensitates pieaugums, ACKS sintetazi var uzskatit par galveno limitéjo3o
posmu etiléna biosintézé (Kende 1993). Bez tam, ACKS sintetazes aktivitates pieaugums
parasti ir paraléls ACKS satura pieaugumam.

Etilena izdalisanos augstakajos augos var inhibét vairaki savienojumi, kurus
auglanas vidé izdala mikroorganismi. Pazistamakais no 3adiem savienojumiem ir
rizobitoksins, kur§ inhibé 75 % etiléna izdalisanas no augiem (Owens et al. 1971).
Pétijumos pladi tiek lietots sintétisks rizobitoksina analogs aminoetoksivinilglicins
(AVG), kur3 inhibé ACKS sintetazes aktivitati. Cits fermenta inhibitors ir
aminoocksietikskabe (Amrhein & Wenker 1979).

Etiléna prieksteca ACKS inaktivacija var notikt, veidojoties malonil-ACKS, kas ir
etilénu neveidojosa starpforma (Yang & Hoffman 1984). Malonil-ACKS veidojas D-
aminoskabju maloniltransferazes darbibas rezultata situacijas, kad ACKS koncentracija
audos ir augsta un ACKS oksidaze ir piesatinata ar substratu. Malonil-ACKS ir atrasts
visas auga dalas, bet N-maloniltransferaze ir raksturota ka konstitutivs ferments (Martin
& Saftner 1995). Tomer, faktori, kas regulé malonil-ACKS uzkrasanos un funkcijas
augos lidz galam nav noskaidroti. Tiek uzskatits, ka ACKS malonilé3ana ir islaicigs vai
atgriezenisks process, lai samazinatu etiléna veido3anas intensitati. Pédéja laika
pétijumi ir paradijusi, ka augos eksisté vél viena ACKS konjugéta forma - 1-(y-L-
glutamilaminojcikiopropan-1-karbonskabe (Martin et al. 1995). iespéjams, ka 3i
konjugata veidosanos katalizé y-glutamiltranspeptidaze. Dati rada 3is ACKS
konjugacijas pozitivu regulaciju ar etilénu, vismaz klimaktérisko aug|u nogatavosanas
procesa (Martin et al. 1995).

Pédéjo posma soli, ACKS parvérianos par etilénu, katalizé t.s. etilenveidojo3ais
ferments (EVF) jeb ACKS oksidaze. Vairakus gadu desmitus EVF aktivitate tika noteikta
tikai in vivo, piesatinot augu audus ar substratu ACKS, jo fermenta aktivitate izzuda,
audus homogenizéjot ( Yang & Hoffman 1984). Zinama EVF aktivitate tomér saglabajas
vakuolas, kas ir izdalitas no lapas mezofila (Guy & Kende 1984), ki ari membranu
pUslidos sula, kas izspiesta no kivi augliem (Mitchell et al. 1988). Tomér, 3is sistémas
saglaba tikai 1 % (Porter et al. 1986) vai pat mazak (Mitchell et al. 1988) no sakotnéjas
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in vivo aktivitates, un aktivitate izzad pavisam, ja membranu integritate tiek sagrauta
(Porter et al. 1986, Mayne & Kende 1986).

Agrinie darbi par EVF pilniba nostiprinaja uzskatu, ka fermenta aktivitate ir
atkariga no membranu integritates (Yang & Hoffman 1984}, vai pat no protonu
parvietosanas cauri plazmas membranai un membranu potenciala saglabasanas (John
1983). No otras puses, tika atklats liels skaits bezitnu sistému, kuras bija spéjigas
parvérst ACKS par etilénu, tacu to darbiba bija atkariga parsvara no lipoksigenazes
generéto brivo radikalu nefermentativas reakcijas ar ACKS (Yang & Hoffman 1984).

Autentiska EVF atklasana sakas ar pTOM73 géna izdali3anu no tomatu augliem,
kura izpausme sakrita laika ar etiléna izdali3anas indukciju. Ta ka genétiski parveidoti
augi, kuriem 8i géna darbiba bija blokéta, bija ar batiski pazeminatu etiléna izdalisanas
limeni, vargja izdarit secinajumu, ka pTOM 13 kodé EVF vai vismaz EVF polipeptido
komponentu {(Hamilton et al. 1990). 5i polipeptida aminoskabju seciba paradija augstu
korelacijas pakapi ar flavonona-3-hidroksilazes sekvenci, kas piedalas flavonolu un
antocianidu sintézé. Neraugoties uz 3adu homologiju, nav nekadas fermentativas
sakaribas starp flavonona-3-hidroksilazi un EVF. Ta ka flavonola-3-hidroksilazes
aktivitates stabilizacijai in vitro ir nepieciesama Fe2+ un askorbata klatbatne (Britsch
& Grisebach 1986), 3adi izolacijas apstak|i izradijas nepieciesami ari EVF aktivitates
saglabaanai 3kisto3a forma (Ververidis & John 1991). 3is atklajums deva iespé&ju uzsakt
pladus pétijumus par EVF, ACKS oksidazi.

ACKS parvérsanos par etilénu var inhibét ACKS strukturalie analogi, pieméram,
aminoizosviestskabe. Citi etiléna veido3anas inhibitori, kas darbojas ACKS oksid&3anas
limeni, ir kobalta joni, n-propilgallats, salicilskabe u.c. (Abeles et al. 1992). Etiléna
izdali¥anos inhibé ari brivo radikalu partvéréji (Parups 1984).

ACKS oksidé3anas reakcija par etilénu ir saitita ar cianoskudrskabes ra3anos, kas
augu audos parvérsas par CO2 un cianadenradi (HCN). HCN reagé ar cisteinu, veidojot
B-cianoalaninu reakcija ar B-cianoalanina sintetazes piedalisanos.

Neraugoties uz visai pilnigajiem pieradijumiem par etiléna biosintézes vispariga
cela darbibu, ietverot ACKS ka tie$o priek3teci, eksisté hipotéze par to, ka zinamas
stresa situacijas etiléns no augu audiem var izdalities ari citu reakciju rezultata,
pieméram, no membranu lipidu peroksidacijas. Par pilnigi pieraditu {izmantojot
radioaktivi iezimétas potencialo etiléna priekiteCcu molekulas) var uzskatit etiléna
veido3anos membranu bojajumu rezultata Gdensauga Spirodela oligorrhiza audos,
kas apstradati ar vara joniem (Mattoo et al. 1986, Matto et al. 1992). Sis mehanisms
ietver nepiesatinato taukskabju peroksidaciju. No ACKS neatkariga etiléna veido3anas
mehanisma darbiba tika aprakstita ari ar skabo miglu apstradatu eglu branajas skujas
(Chen et al. 1990). ACKS sintetazes inhibitoru lieto3anas rezultata tika izdarits
secinajums par to, ka ari zalas, stresam nepak|autas eg|u skujas no ACKS neatkarigais
etiléna veido3anas ce|3 darbojas paraléli parastajam etiléna biosintézes celam (Chen
& Wellburn 1991).
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1.2.2. Etiléena veidoSanas endogéna un vides atkariga regulacija

Etilena veido3anas intensitate ir principiali atkariga no konkréta objekta aug3anas
un attistibas stadijas. Attieciba pret aug3anas procesiem, visaktivak etilénu izdala tiesi
meristematiskas 3unas, kas izpauZas ka etiléna izdali3anas intensitates samazinasanas
virziena no apikilajiem uz diferencétiem audiem (Satler & Kende 1985, Atwell et al.
1988, Taylor et al. 1988, Schierle et al. 1989). Sads gradients paradas ari attieciba uz
ACKS limeni un EVF aktivitati. Atklata ari zinama pozitiva sakariba starp etiléna
izdalitanos un lapu vai starpposmu aug3anas atrumu (Roberts & Osborne 1981, Boyer
et al. 1983). Audu kultira maksimalais etiléna izdalisanas atrums korelé ar svaigas
masas uzkraSanas maksimumu (Huxter et al. 1979, Martins-Loucao & Rodriguez-
Barrueco 1983). Atseviki pétijumi ir paradijusi augstas etiléna izdali38anas intensitates
saistibu ar augstu endogéna auksina limeni attiecigajos audos (Abeles & Rubinstein
1964, Chkanikov et al. 1985). Ta ka taurinziezu hipokotila aka attistiba ir saistita ar
endogéna auksina koncentraciju asimetriju, interesi izraisa dati par to, ka auksina
asimetriju pilniba atspogulo dazada ACKS sintetazes indukcija ar sekojosam etiléna
veido3anas at3kiribam dazadas pusés (Schierle & Schwark 1988}

Tomer jaatzimé, ka lielakaja daja pétijumu sakariba starp etiléna izdalitanas
intensitati un aktivu $0nu augdanu paradas, ja etiléna izdalisanos izsaka attieciba pret
svaigas masas vienibu. lzsakot etiléna izdaliS3anas intensitati attieciba pret audu sauso
masu, var novérot apgrieztu korelaciju starp etiléna veido3anos un audu augsanas
intensitati (Kevers et al. 1989).

Etiléna veido3anas pastiprinadanas raksturiga lapam un ziediem noveco$anas
stadija (Aharoni et al. 1979, Cook & Van Staden 1988}, ka ari aug|u nogatavo$anas
procesa (Ku et al. 1970). Tomér noveco$anas iniciacija ir saistita drizak ar etiléna
veidosanas samazinadanos lidztekus auksina satura kritumam (Roberts & Osborne
1981). Tikai lidz ar pastiprinatu hlorofila noardisanos paradas etiléena izdalisanas
pieaugums (Gepstein & Thimann 1981). Pédéja laika pétijumi ir pilniba pieradijusi,
ka endogéni veidojies etiléns ir galvenais iniciéjosais faktors to auglu nogatavo3anas
procesam, kuriem raksturiga elpoSanas pastiprinadanas un daudzkartigs sekundars
etiléna izdalidanas pieaugums (Yamamoto et al. 1995).

Etilenam ir izteikts atgriezeniskais efekts uz ta biosintézi. Eksogénais etiléns var
gan palielinat (autostimulacija), gan samazinat (autoinhibé3ana) etiléna veido3anos.
Etiléna atgriezeniska iedarbiba uz biosintézi notiek transkripcijas limeni (Woltering &
de Vrije 1995). Etiléna izdali3anas pieaugums aug|os ir tipisks pilnas autostimulacijas
piemérs, kur etiléns izsauc gan ACKS sintetazes, gan EVF aktivitates pieaugumu
(Sawamura & Miyazaki 1989). Daléja autostimulacija ir novérojama parsvara
vegetativajos audos, kur etiléna izdali3anas pieaugums eksogéna etiléna ietekmé ir
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saistits ar EVF aktivitates pieaugumu (Schierle et al. 1989). Etiléna veidosanas
autoinhibé&sanu izraisa ACKS sintazes limena samazinasanas (Liu et al. 1985, Philosoph-
Hadas et al. 1985, Hyodo & Fujinami 1989, Nakajima et al. 1990) vai EVF aktivitates
kritums (Ketsa & Herner 1989, Sawamura & Miyazaki 1989). Tomér, 3ajos
eksperimentos lietotas eksogéna etiléna devas batiski parsniedz tas intensitates, kadas
ir novérojamas endogéna etiléna izdalianas procesa, un ir jaattiecina drizak uz stresa
etiléna autoregulativo iedarbibu. Ir jaatzist, ka etiléna atgriezeniskas regulacijas nozime
normalos apstak]os nav noskaidrota.

Principiali svariga ir ari informacija par etiléna biosintézes izmainam atkariba
no citu fitohormonu limena augos. Parasti gan §adi eksperimenti tiek izdariti, palielinot
iek33unas hormonu koncentraciju, apstradajot audus ar eksogéniem hormoniem.
Visvairak pétita paradiba $ini zina ir etiléna biosintézes stimulacija ar auksinu (indolil-
3-etikskabi). Tipiska sliek3na koncentracija auksina stimuléjo3ajai darbibai ir 1 pM
(Abeles &Rubinstein 1964). NepiecieSams indukcijas nosacijums etiléna izdalisanas
stimuléSanai ar auksinu ir fag faze, kas var bat no 30 minatém lidz 1 stundai, pie kam,
garaka /ag faze novérojama augstaku auksina koncentraciju pielieto3anas gadijuma
(Chadwik & Burg 1967, Arteca et al. 1983). Ta ka papildus auksina avota likvidésana
izraisa pakapenisku etiléna izdali3anas intensitates atgrie$anos kontroles limeni (Shingo
& Imaseki 1971), var domat, ka etiléna izdali3anas paaugstinadanas ir tiei saistita ar
auksina limeni audos. To apstiprina ari eksperimenti, kuros endogénais auksina limenis
tiek izmainits citu savienojumu iedarbiba. Ta pieméram, auksina limena
paaugstinasanas brasinosteroidu ietekmé izsauca ari etiléna izdali¥anas pieaugumu
(Eun et al. 1989). Auksina inducétais etiléna veido$anas pieaugums ir atkarigs no
olbaltuma sintézes de novo un notiek caur ACKS sintetazes indukciju (Arteca et al.
1988).

Mazak informacijas atrodams par citu fitohormonu ietekmi uz etiléna biosintézi.
Salidzinot ar auksina efektu (vidéji 100-kartigs etiléna izdalianas pieaugums),
abscizskabes, citokinina un giberelina efekts uz etiléna izdali3anos ir relativi mazs
(parasti 2 lidz 4 reizes}, pie tam, iedarbibas veids izteikti varié atkariba no eksperimentos
lietoto augu sugas un darbigas vielas koncentracijas (Abeles et al. 1992).

Virkne pétijumu parada ari etiléna veido3anas intensitates saistibu ar neorganisko
un organisko endogéno savienojumu satura izmainam (Abeles et al. 1992). Visparinot,
neliels baribas vielu deficits apspieZ etiléna izdalisanos, bet ievérojama deficita
gadijuma var novérot etiléna veido3anas pastiprinasanos, it ipasi, saistiba ar nekrozu
attistibu. No organiskajam vielam visvairak izpétita ir dazadu cukuru stimuléjo3a
iedarbiba uz etiléna izdali$anos.

Dazadu vides faktoru izmainas var izsaukt ari etiléna veidoSanas intensitates
novirzes. Ta pieméram, etiléna izdalisanas ir tiedi atkariga no pozitivu, bojajumus
neizsauco3u, temperatiru izmainas. Etiléna veido3anas optimala temperatara ir
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apméram 30°C (Burg & Thimann 1959), bet, paaugstinot temperatiru virs 40°C, etiléna
izdali3anas vispar partraucas. Gaismas iedarbiba uz etiléna biosintézi ir atkariga no
ta, kadas fiziologiskas izmainas dotajam objektam tiek izsauktas gaismas faktora
iedarbibas rezultata (Abeles et al. 1992). Slégtas sistémas ar atdalitiem fotosintétiski
aktiviem augu audiem gaisma parasti inhibé etiléna izdalisanos. Atseviskos gadijumos
ir pieradits, ka 3ads efekts ir saistits ar CO2 patérinu 3ajas sistémas fotosintézes rezultita
(Philosoph-Hadas et al. 1986). Tomér, caurplides sistému lietodana izdalita etiléna
analizei no intaktiem augiem ir apstiprinajusi domu, ka gaismas faktoram ir stimuléjo3a
iedarbiba uz etilénveidojo3o sistému normalos apstak|os (Weckx & Van Poucke 1989).

Interesants ir ari jautdjums par etiléna veidoSanas intensitates izmainam atkariba
no diennakts laika vai gadalaika. Ja pirmaja gadijuma &is izmainas ir saistitas ar
fotoperioda darbibu, tad otraja gadijuma tas var atspogulot fiziologiska stavokla un
metabolisma izmainas vegetacijas perioda laika. Diennakts etiléna izdalisanas
ritmiskums noveérots vairakam augu sugam, t.sk., a|gém (Vanden Driessche et al. 1988),
kokvilnas digstiem (Rikin et al. 1984), tomatu augliem (E/-Beltagy et al. 1976), risiem
(Michiyama & Saka 1988) un priezu skujas (Yang et al. 1993). Lielakaja dala gadijumu
minimalam etiléna izdali¥anas limenim tumsas perioda vida seko maksimums daZas
stundas péc gaismas perioda sakuma. Atseviskam sugam novérota etiléna ritmiskuma
partrauk3anas, parvietojot augus tumsa, tacu ta saglabajas nepartraukta gaisma (Rikin
et al. 1984). Etileéna izdalidanas ritmiskums parasti ir paraléls ACKS koncentracijas
izmainam, kas apstiprina, ka ACKS sintetaze ir galvenais etiléna veidosanos reguléjosais
posms ari diennakts etiléna ritmu izpausmé (Rikin et al. 1984, Yang et al. 1994).

Etiléna biosintézes indukcija ir vispladak izpétita un visparigaka atbildes reakcija
jebkada veida stresa faktoru ietekmé (Abeles et al. 1992). To var izsaukt gan abiotiskas
(kimikalijas, temperatiras ekstrémi, sausums, hipoksija, gamma starojums, mehanisks
ievainojums, noliek3ana, augsnes pretestiba u.c.), gan biotiskas (slimibas, insektu
ievainojumi) dabas faktori, tapéc Sis mehanisms pla3ak pazistams ar kopigu
apziméjumu “stresa etiléns”.

Etilena fiziologijas izpratnei visbatiskakie stresa faktori ir mehaniskais
ievainojums, kimiskais stress un infekcija. Mehaniskais stress jamin pirmaja vieta, jo
apmeéram 95 % pétijumu par etiléna veido3anos ir saistiti ar audu atdalianas
ievainojuma inducétas etiléna izdalizanas likumsakaribu izpéti. Lidz ar to, analizéjot
jebkadu faktoru ietekmi uz etiléna veido3anos, eksperimentétiji péta pirmam kartam
doto faktoru ietekmi uz konkréto audu spéju sintezét ievainojuma inducéto etilénu.
Sada pieeja novedusi pie pretrunigu datu un interpretaciju eksistences, jo $ados
apstaklos principiala nozime var bat inkubacijas apstakliem. Paraléli pétijumi ar
intaktiem augiem caurplides sistémas un endogéna etiléna satura analize var
ievérojami uzlabot situacijas izpratni. Kimiska stresa iedarbibas pétijumus aktualizé
augsnes un gaisa piesarnojuma izraisitie augu bojajumi dabiskajos apstakjos un
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aizsargmehanismu izpétes nepiecieSamiba. Lidzigi tam, svarigi ir izprast etiléna
piedalisanos aizsargreakcijas pret slimibam.

Vegetativo audu mehaniska ievainojuma gadijuma novérojamas batiskas etiléna
izdaliSsanas parametru atdkiribas atkariba no p&tama objekta {skatit apskatu Abeles et
al. 1992). Pirmkart, /ag periods starp ievainojuma izdari3anu un pirmo batisko etiléna
izdali3anas pieaugumu var b0t no 16 lidz 55 minatém. Otrkart, at3kiras laiks péc
ievainosanas, kura paradas etiléna izdalidanas maksimums (39 lidz 133 mingtes).
Treskart, visizteiktakas atskiribas paradas relativaja etiléna izdali3anas intensitates
pieauguma pakapé ievainojuma rezultata — ta var variét no 1.4 reizém etiolétu miezu
koleoptilos lidz 24.8 reizém etiolétas kukurtuzas koleoptilos. Visparigi nemot,
viendig}lapjiem raksturigs relativi lielaks ievainojuma stresa inducétais etiléna
pieaugums, neka divdigllapjiem. Savukart, etioléti audi intensivak izdala etilénu atbildé
uz ievainojumu, neka tada pat vecuma fotosintétiski aktivi audi. Ceturtkart, atikiribas
paradas attieciba pret to, vai lielaka audu ievainojuma pakape izsauc intensivaku
etiléna izdali3anos uz audu masas vienibu.

Atdkiriba no vegetativajiem audiem, auglu un darzenu sakpu ievaino3anas
gadijuma paradas tie3a sakariba starp etiléna izdali3anas intensitati un ievainojuma
virsmas lielumu (pieméram, /maseki et al. 1968).

Visparpienemts ir uzskats, ka kimisko savienojumu spéja stimulét etiléna
veido3anos ir funkcija no to izraisita audu ievainojuma pakapes (Abeles et al. 1992).
To varétu pilniba attiecinat uz visparéjas darbibas biologiski toksiskiem savienojumiem,
pieméram, amonjaku, bisulfitu, metilbromidu, séra dioksidu, slapekja oksidiem,
trihloretikskabi u.c. Nevar noliegt ari, ka atsevidki metalu joni varétu tiea veida
ietekmét etiléna biosintézes fermentu aktivitati un stabilitati. Tpasa ir situacija attieciba
uz ozonu ka etiléna veidoSanas induktoru. Lai ari virkne pétijumu rada etiléna
izdaliS8anas pieaugumu ozona apstrades rezultata (Tingey et al. 1976, Pell & Puenta
1986), ir izvirzita hipotéze par to, ka ozona fitotoksiskums, kas izpau3as ka nekrotisku
ievainojumu paradi3anas uz lapam, ir tiedi saistits ar kimisko reakciju starp ozonu un
stresa etilenu, kas generé toksiskus brivos radikalus (Mehlhorn & Wellburn 1987). Ka
pieradijums tam kalpoja fakts, ka etiléna biosintézes inhibitora AVG lieto3ana pirms
apstrades ar ozonu reducéja etiléna izdali3anos par 85 % lidztekus ar redzamo
bojajumu samazinasanos no 50 % uz 5 %. Tomér vélakie eksperimenti 5o hipotézi
nav ne pilniba apstiprindjusi, ne ari noraidijusi (Zilinskas et al. 1990, Wenzel et al.
1995).

Gan auglu, gan vegetativo audu gadijuma stresa etiléna veido3anas ir saistita ar
ACKS sintetazes un atsevidkos gadijumos, ari EVF, indukciju atbilsto3o génu aktivacijas
un olbaitumu sintézes de novo limeni. Tatad, stresa etiléna biosintéze norisinas pa to
pasu celu, ka auksina inducéta etiléna biosintéze. Tomér, olbaltuma sintézes un
nukleinskabju sintézes inhibitoru lieto3ana nedod viennozimigu atbildi, kada ir
transkripcijas un translacijas loma stresa etiléna biosintézes regulacija. Ta pieméram,
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gan RNS (aktinomicins D), gan olbaltuma (cikloheksimids) biosintézes inhibitori var
izsaukt stresa etiléna veidosanos (Rasmussen & jones 1971, Saltveit & Larson 1983,
Mauch et al. 1984). Parsteidzoss ir atrums, ar kadu notiek stresa etiléna biosintézes
indukcija olbaltuma sintézes de novo limeni. ACKS sintézes indukcija sakas 8 lidz 10
mindtes péc ievainojuma, ko pavada etiléna izdalisanas pieaugums 15 lidz 20 mindtes
péc stimula (Konze & Kwiatkowski 1981). Tas liek domat, ka etiléna biosintézes
indukcija ievainojuma rezultata ir saistita ar kada atrdarbiga kimiska signala
atbrivo3anos, kurs ir $0nas struktiras sastavdala normala stavokli. Etiolétos zirnu digstos
Sis signals parvietojas ar atrumu 2 mm stunda (Saltveit & Dilley 1978).

1.2.3. Etiléna fiziologiska iedarbiba

Lai ari vispla3ak pétitais etiléna fiziologiskais efekts ir ta ietekme uz $Gnu augsanu,
etiléna iedarbiba paradas praktiski visu augu fiziologisko procesu norises gaita. Ta
pieméram, etiléns izsauc fotosintézes izmainas, tacu tas tiek saistitas ar etiléna netiefo
iedarbibu (Abeles et al. 1992). Ta ka etiléns izraisa audu novecodanas paatrinasanos,
elposanas fermentu pieaugums etiléna ietekmé, acimredzot, ir saistits tiedi ar 3o ietekmi.
Parasti 3ads efekts izpauZas ka alternativas, pret cianida iedarbibu nejutigas elpo3anas
intensitates pieaugums (Gude & van der Plas 1985, Duncan & Spencer 1987). Vél
viens netieds etiléna efekts saistits ar ta ietekmi uz asimilatu parvieto3anos (Abeles et
al. 1992).

Visai pretrunigi ir rezultati par etiléna ietekmi uz citu hormonu limeni audos un
to metabolismu {Abeles et al. 1992). Visticamakie ir dati par etiléna inhib&jodo ietekmi
uz auksina transportu (Sutt/e 1988). Tomér, ari $ajos gadijumos efekta pakape ir atkariga
no ta, vai etilena ietekme pétita eksperimentos ar veseliem augiem, vai ari ar augu
dajam, jo etiléna izsaukta auksina transporta inhibésana paradas tikai veselu augu
gadijuma (Wood 1985). _

Etiléna inhibéjo3a ietekme uz veselu augu linearo augsanu ir daja no visagrak
aprakstitas etiléna darbibas, un ir tipisks etiléna efekts. Stublaju linearas aug$anas
inhib&¥ana ir atra un atgriezeniska. Izolétu segmentu gadijuma inhibé3ana iestajas 1
lidz 3 stundu laika péc gazes pievienoianas (Nee et al. 1978), taéu intaktu augu
stiep3anas inhibé3ana ir atraka — fag periods var bat tikai 6 lidz 10 minates (Warner &
Leopold 1971). Péc augu ievieto¥anas atpakal parastaja gaisa vidé normala auglana
atjaunojas 21 mindtes laika. Lidzigi atra un atgriezeniska ir ari saknu linearas augdanas
inhibésana. Interesanti, ka piesaknes ir mazak jutigas pret etilénu, ka galvenas saknes
(Abeles et al. 1992).
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Lai ari linearas augianas inhibé3ana eksogéna etiléna ietekmé ir pladi izpétits

fenomens, tas mehanismi nav skaidri saprotami. Zinams, ka stumbru vai saknu aug3anu
regulé 3unu dalifanas, 3anu stiep3anas, auksina transporta un auksina darbibas
saskanota mijiedarbiba. Etiléns var ietekmét katru no 3iem procesiem. Daudzi no
eksperimentiem par etiléna ietekmi uz augSanu neizikir iedarbibu uz stiep3anos un
$tnu dalidanos. 5anu dali3anas inhib&3ana ir tiedi saistita ar etiléna aug3anu inhibgjo3o
iedarbibu veselos augos. Janem ari véra, ka etiléna iedarbibas pakape un virziens ir
atkariga no p&tamo $anu tipa attiecigajos audos (Mosejev et al. 1990). Tomér neatbildéts
paliek jautajums par to, vai etiléns piedalas linearas augSanas inhib&3ana ari normalos
apstak|os in vivo. Par pieraditu var uzskatit stresa faktoru izsauktas etiléna biosintézes
piedali3anos augianas inhibé3ana (Goesh/ et al. 1966). Jadoma, ka eksogéna etiléna
darbibas mehanismi tomér nav identiski endogéna etiléna darbibas mehanismiem
intaktos augos.

Pretstata inhib&jo%ajam efektam uz linearas augsanas inhibé3anu, ddensaugiem
etiléns izsauc stiep3anas aktivésanu (Ridge 1987). 51 paradiba ir saistita ar to, ka augiem,
kuri aug zem ddens, vai ari apstak]os, kad iespéjama applasana, tads mehanisms, kas
atlauj dalu auga eksponét gaisa un labakos gaismas apstaklos, dod zinamas
priekdrocibas. Appludinadana izsauc etiléna veido3anas strauju pieaugumu, kursg,
savukart, izraisa auga ass organu strauju stiepsanos garuma. Linearas augdanas
pastiprinasanas etiléna ietekmé ir saistita gan ar 3anu stiepanas, gan dali%anas
pastiprinasanos (Metraux & Kende 1984).

T.s. “triskar3as etiléna atbildes” divi paréjie komponenti bez stiepSanas augianas
inhibésanas ir horizontala aug3ana un audu “uzbrie3ana”. P&édéjo minéto paradibu
izsauc 3Unu izodiametriska paplasinasanas vertikala virziena. Ar etiléna darbibu saistita
audu uzbrie3ana parasti ir raksturiga intaktiem aktivi augosiem digstu audiem (Eisinger
et al. 1983). 5ads mehanisms var atvieglot séklu digdanu un digstu izaugSanu cauri
augsnei. Etiléna darbiba uzbrie3anas inducé3ana ir kompleksa, jo paradiba ir saistita
gan ar izmainam Sanapvalka sintézé, gan osmotiska potenciala izmainu. Péc apstrades
ar etilénu, celulozes mikrofibrilu orientacija izmainas no vertikalas uz horizontalu 6
stundu laika (Ridge 1973).

Etilénam ir raksturiga spéja stimulét seklu digianu, partraucot séklu miera stadiju
{(Abeles et al. 1992). Tomer 3is paradibas mehanismi lidz galam nav izpétiti. Probléma
ir saistita ar apstakli, ka uzbriedu3u séklu digdana var aizkavéties vairaku iemeslu dé|.
Pieméram, etiléns nevar veicinat digianu seklam, kuram nepiecie$ama stratifikacija.
citos gadijumos dig8anu aizkavé séklas apvalks, kas veido neparvaramu 3kérsli digla
augdanai. 5ada gadijuma etiléns var stimulét digstu aug3anu, lai tie iegltu nepiecie$amo
spéku 3kér3|a parvarésanai.

Rezultati pétijumos ar eksogéno etilénu un etiléna biosintézes inhibitoriem augu
3Gnu un audu kultaras liecina, ka etiléns piedalas morfogenézes regulacija kultivé3anas
procesa gaita. Bez tam, ta ka in vitro kultiras bieZi atrodas stresa apstak]os (audu
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ievaino%ana to atdalianas rezultata, nepareizu hormonu koncentraciju un kombinaciju
lietosana, slapek|a vielu pardozétana, paaugstinats mitrums, gazu uzkradanas
kultivé3anas vide, osmotiskais 3oks kultaras vides iefiltréSanas rezultata starpsanu telpa),
pastiprinata etiléna biosintéze stresa rezultata var izraisit nevélamas atbildes reakcijas.
Lidz ar to, etiléna veido3anas inhibitoru lietoana nevar dot pilnigu ieskatu par etiléna
piedalidanos morfogenézes regulacija normalos apstak|os. Problému ipa3i sareZgi tas
apstaklis, ka dazadas embriogenézes un morfogenézes stadijas ir ar dazadu jutibu
pret etilénu (Abeles et al. 1992).

Interesanta ir etiléna spéja samazinat apikalo dominé$anu. Ta pieméram, etiléna
biosintézes indukcija dzinuma apgrie$anas rezultata izsauc apikalas dominé3anas
zudumu {Prasad & Cline 1986). Lidzigu iedarbibu izsauc apstrade ar eksogéno etilénu
vai etefonu (Timm et al. 1986).

No daudzajiem efektiem, kuri raksturigi etilena iedarbibai uz augu attistibu, batu
japiemin saknu veidoSanas iniciacija, spurgalinu veido3anas indukcija, ziedé3anas
sekmé3ana, novecosanas paatrinasana, auglu nogatavosanas stimulésana (Abeles et
al. 1992).

Etiléna inducéta saknu iniciacija parasti raksturiga augiem, kam ir tipiska
adventivo saknu veido3anas. Plasos pétijumos par etiléna ietekmi uz sakno3anos, 15
no 27 augu sugam paradija pozitivu sakno3anas atbildi etiléna apstrades rezultata
(Abeles et al. 1992). Apsaknosanas ir daudzpakapju process, kas ietver saknes aizmetna
iniciaciju un aktivaciju, saknes paradi3anos un sekojosu stiep3anos. Aizmetna iniciacijai
ir nepiecieSama mitogéna iedarbiba un meristematisku audu veidosanas, ko stimulé
etiléns. Etilens inhibé saknu stiepsanos, tapéc ari etiléna pozitivais efekts uz saknosanos
vislabak paradas, ja isai apstradei ar etilénu seko inkubacija vidé bez etiléna (Robbins
et al. 1985). Lidziga apsakno3anos veicino3ajai funkcijai ir etiléna spéja izsaukt
spurgalinu veido3anos, kura ir novérojama ari regionos, kur normala situacija
spurgalinas neveidojas, ka ari augiem, kuriem to veido3anas nav raksturiga (Abeles et
al. 1992).

Noveco3anas ir komplekss process, ko vada dazadi faktori. Lai ari etilénu var
uzskatit par Joti svarigu signalu noveco3anas iniciacija, eksperimenti ar etilénnejutigo
Arabidopsis thaliana mutantu ir paradijusi, ka Sie augi noveco, tikai ievérojami lénak,
neka augi ar normalu jutibu (Bleecker et al. 1988). Tatad, etiléns ir drizak potenciali
aktivéjoés, nevis iniciéjo3s faktors novecosanas procesa. Lai ari daZzadi etiléna
biosintézes inhibitori un antietiléna vielas var novérst vai paléninat noveco$anos,
jaunakie dati liecina, ka ne visus noveco3anai raksturigos procesus regulé etiléns
(Philosoph-Hadas et al. 1994). Ipa&s noveco$anas gadijums ir ziedu novecoanas.
Daudzu sugu ziediem raksturiga t.s. apputeksné$anas inducétad novecoanas. Ta
pieméram, Phalaenopsis neapputeksnéti ziedi var saglabaties pat 3 méneius, kamer
Péc apputeksnédanas pirmas novecoanas pazimes paradas vienas dienas laika (Stead
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1992). Galvenais faktors, kurs izsauc pastiprinatu noveco$anos péc apputeksné3anas,
ir etiléna veidoSanas pieaugums. Tomér, sakotnéjais regulativais solis 3aja procesa ir
apputeksnésanas izraisits jutiguma pieaugums pret etilénu, kas, savukart, izraisa etiléna
biosintézes autostimulaciju ar sekojo3u novecosanos (Porat et al. 1995).

VEl viens piemérs par saskanotu etiléna jutiguma un etiléna stimulétu etiléna
biosintézes génu ekspresiju, kam ir kritiska nozime fiziologisko procesu regulacija,
saistas ar auglu nogatavo3anos (Abeles et al. 1992).

1.2.4. Etilena darbibas mehanisms

Neskatoties uz etiléna biosintézes cea un ta regulacijas aspektu saméra vispusigu
atklaganu pedeéjos desmit gados, ilgu laiku bija palicis neatrisinats pats galvenais etiléna
fiziologijas jautajums: ka augi atpazist o kimiski tik vienkarSo molekulu un ka notiek
signala parne3ana, kas izsauc kompleksas fiziologiskas atbildes reakcijas. Eksisté
visparigs pienémums, ka etiléna darbiba sakas ar ta molekulas piesaistisanos receptoram
un ka etileéna signala parneSana izraisa génu ekspresijas izmainas. Agrakie dati par
etilena iespéjamo darbibas mehanismu iegiti, izmantojot savienojumus, kas inhibé
etiléena darbibu. Pie nekonkuréjosiem toksikantiem, kuri inhibé metabolismu un ari
etiléna darbibu, var pieskaitit CO,, etiléna oksidu u.c. savienojumus (Abeles et al.
1992). No konkuréjosiem inhibitoriem jamin sudraba joni (Beyer 1976) un 2,5-
norbornadiéns un radniecigie cikloolefini (Sisfer & Wood 1988). Ir skaidri pieradits,
ka génu ekspresija mainas etiléna ietekmé, un ir klonéti vairaki etiléna inducéjami
géni {Abeles et al. 1992). Attieciba par signala parne3anu, ir zinams, ka vismaz
patogenétiskaja reakcija uz etilénu piedalas olbaltumu fosforilacija un kalcijs (Raz &
Fluhr1993). Bez tam, etiléna receptori ir pétiti eksperimentos ar etiléna piesaistisanos
augu ekstraktos; tacu atklata piesaistiSanas nav bijusi asociéta ar fiziologiskajam atbildes
reakcijam (Sisler & Wood 1988).

Iznemot augstak minétos piemérus, etiléna uztveranas un parneses mehanismi
bija pilnigi neskaidri lidz pat molekularas biologijas metoZu pielieto$anai problémas
risinaSanai dazu pedéjo gadu laika. lesp&ju genétiski sadalit etiléna atbildes reakcijas
celu ir devusi Arabidopsis thaliana mutanti, kas atSkiras péc atbildes reakcijas uz etilénu
(Kieber & Ecker 1993). Mutantu izolé3anai pielietota vienkar3a ar etilénu apstradatu
etiolétu digstu analize uz “triskarSo atbildi”. Ar 30 metodi ir atrasti vairaki mutanti,
kuriem iztrakst tipiskas atbildes reakcijas uz etilénu. Bez tam, digstu analize bez
apstrades ar etilénu ir devusi iespéju atklat mutantus, kuri konstitutivi reagé uz etilénu
vai ari parproducé etilénu. Géni, kuri izraisa mutacijas diviem no izolétajiem
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mutantiem, etr? un ctr? ir tikugi klonéti un raksturoti (Chang et al. 1993, Kieber et al.
1993). Sie atklajumi ir devusi iespéju izskaidrot atseviskus molekularos mehanismus
etiléna signala uztver$ana un parnesé.

Varétu domat, ka ETR1 ir saistits tie$i ar etiléna recepcijas funkcijam, jo
attiecigajam mutantam pilniba iztrakst atbildes reakcijas uz vairakam zinamam etiléna
izpausmém, ieskaitot séklu digsanu, etiléna biosintézi, peroksidazes aktivitati un
“triskar$o atbildi” (Bleecker et al. 1988). Bez tam, etiléna piesaistidanas intensitate in
vitro dotajam mutantam ir piecas reizes zemaka, neka normalajai formai. Interesanti,
ka 31 mutacija ir dominanta attieciba pret normalo tipu.

lespéjamais ETR olbaltums sastav no divam sekvencém, no kuram vienai (320
aminoskabju atliekas) nav lidzibas ne ar vienu no zinamajam olbaltumu secibam.
Tacu atlikusi daa izrada augstu lidzibas pakapi ar lielu grupu divkomponentu vides
signala parneséju, kas zinami dazadiem prokariotiem, pieméram, baktérijam (Chang
et al. 1993). 5i lidziba Jauj domat, ka ETR1 darbojas ka etiléna sensorais komponents.
Tadejadi ETR1 substrats varétu bat atbildi reguléjoss olbaltums ar uztvéréja doménu
un raiditdja doménu. ‘

Mutacijas Arabidopsis CTRT lokusa izsauc nepartrauktu etiléna atbildes reakciju,
kas fiziologiski izpauZas ta, itka augi visu laiku atrastos etiléna iedarbiba (Kieber et al.
1993). Tas norada, ka normalos augos CTR1 olbaltums negativi reguié etiléna atbildes
reakciju. 57 mutacija ir recesiva. lespéjama CTR1 olbaltuma sekvence raksturo to ka
tipisku proteinkinazi. Pasreizéja bridi ir grati pateikt, kada tipa saistiba ir starp ETR1
un CTR1. Var pienemt, ka eksisté tie$a mijiedarbiba starp $iem olbaltumiem. Jadoma
ari, ka etilena atbildes ce|3 ietver sevi ari virkni citu papildus komponentu, kadi nav
sastopami bakterialaja divkomponentu sistéma. Visticamak, ka tie3i olbaltumu

fosforilacijas kaskade piedalas etiléna signala parneses ce|a (Ohme-Takagi & Shinshi
1995).

1.2.5. Etiléns ka potencials aizsargmehéﬁismu regulators

Nemot véra etiléna biosintézes indukciju ka visparéju un nespecifisku atbildi uz
stresa faktoru iedarbibu, varétu domat, ka etilénam ir noteikta regulativa loma augu
aizsargmehanismu aktivédana. Tomer, lidztekus $adam uzskatam eksisté ari viedoklis,
ka etilens ir blakusprodukts reakcijas, kas saistitas ar metabolisma aktivaciju stresa
ietekmé.

Viena no hipotézém saista etilénu ka sekundaro signalmolekulu ar signalu
parneses sistému augos. Termins “sekundara signalmolekula” tiek lietots, lai apzimétu
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hipotétisku mehanismu augos, kur$ parnes aréju stimulu no membranas arpuses $anas
iekspusé un parveido 3o signalu tada forma, ko var uztvert un pastiprinat citozola
komponenti (Blowers & Trewavas 1989).

Pétijumos, pielietojot etiléna biosintézes inhibitorus, ir paradits, ka endogéni
veidotais etiléns nepiedalas fenilalanin-amonijliazes un fitoaleksinu sintézes indukcija
(Paradies et al. 1980). Tomeér, atseviskas aizsargreakcijas var tikt inducétas gan ar
infekciju, gan eksogéno etilénu, pieméram, hitinazes un glukanazes veido3anas (Boller
et al. 1983, Mauch et al. 1984), ka ari ar hidroksiprolinu bagatinatu glikoproteinu
uzkradanas (Roby et al. 1985). Tomér, etiléna biosintézes pilniga inhibé3ana tikai dalgji
noveérsa atbildes reakciju uz patogéniem, apliecinot, ka etiléns 3ajas sistémas darbojas
nevis ka sekundarais mesendzeris, bet gan k& modulators noteiktu aizsargreakciju
regulacija. Pédéja laika p&tijumi ar transgéniem augiem ir apstiprinajusi, ka noteiktu
ievainojuma atbildes génu indukcijai nav absolitas etiléna nepieciesamibas, bet etiléns
ir nepieciesams augstam ekspresijas limenim (Weiss & Bevan 1991).

Nevar izslégt ari iespéju, ka konkrétas etiléna funkcijas mainas atkariba no pétita
objekta. Ta pieméram, génu ekspresijas pétijumi burkanu saknés liecina, ka eksogénais
etiléns batiski palielina vairaku aizsargreakcijas iesaistitu fermentu mRNS saturu (Ecker
& Davis 1987).

Daudzskaitligi pétijumi liecina par to, ka gan gazveida etiléns, gan
etilénproducents etefons stimulé peroksidazes aktivitati dazados augos. 5adas visparigas
atbildes reakcijas pakape un raksturs parasti ir atkarigs no koncentracijas, kas lietota
apstradei, ka ari no tas ilguma un no pétijama objekta audu fiziologiska stavok|a un
specifikas. Ari peroksidazes aktivitates noteik3anai izmantota Gdenraza donora raksturs
var izmainit atbildes reakciju. Sadu peroksidazes aktivitates pieaugumu parasti saista
ar augdanas inhibé3anu (Ridge & Osborn 1970a, Arora & Bajaj 1981, Prasad & Cline
1987) vai sunapvalka stingribas palielinadanos (Ridge & Osborn 1971, Prasad & Cline
1987), ka ari ar noveco3anas stimulaciju etiléena ietekmé (Gahagan et al. 1968, Abeles
et al. 1988). Attieciba uz etiléna ietekmi uz ievainojuma inducéto peroksidazes aktivitati
eksisté pretruniga informacija. Ir paradits gan aktivitates pieaugums (Gahagan et al.
1968), gan ari peroksidazes sistémas nejutigums pret etiléna iedarbibu (Adams &
Galston 1974). Lidztekus peroksidazes aktivitates pieaugumam etiléna ietekmé,
novérojams ari specifisko peroksidazes mRNS pieaugums (Abeles et al. 1988, Ishige
et al. 1993, Ito et al. 1994). Ir aprakstita ari specifiska askorbata peroksidazes aktivéiana
ar etilenu (Mehlhorn 1990), ka ari askorbata peroksidazes cDNS transkriptu limena
pieaugums etefona ietekmé (Mittler & Zilinskas 1992), kas tiedi saistits ar etiléna
inducétajam pretstresa reakcijam.
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1.3. Peroksidazu biokimiskais un fiziologiskais raksturojums

1.3.1. Molekulara daudzveidiba un biokimiska polifunkcionalitate

Ar terminu “peroksidazes” médz apzimét veselu fermentu grupu, kuru primara
katalitiska funkcija ir daZzadu udenraZa donoru oksidédana, ka akceptoru izmantojot
H2O2:

AH2 + H202 < A + 2H20.

Peroksidaze ir pladi izplatita augstako augu, dzivnieku un mikroorganismu grupas.
Ipadi liela nozime peroksidazei ir augstiko augu fiziologija. peroksidaze piedalas
auglanas un diferenciacijas procesos, ka ari pretstresa aizsargreakcijas augos,
katalizéjot fiziologiski aktivu un biologiski svarigu savienojumu sintézi un katabolismu
(Gaspar 1986). Salidzinot ar citiem augu fermentiem, parsteidzosa ir peroksidazu
molekulara heterogenitate, biokimiskais polifunkcionalisms un fiziologisko procesu
daudzveidiba, kuru gaita notiek peroksidazes formu indukcija vai apspieana.

Ka olbaltumviela peroksidaze jaraksturo ka hému saturo3s glikoproteins, ka
ferments peroksidaze pieder divkomponentu fermentiem un sastav no apoproteina un
prostétiskas grupas. Peroksidazes prostétiska grupa - protohematins IX — sastav no
protoporfirina 1X un Fe3+. Tipiskaja gadijuma apofermenta primaro struktaru veido
viena polipeptidu kéde (apm. 300 aminoskabju palieku), vairdkas og|hidratu kédes
(lidz 20 % no molekulas masas} un kalcija atomi. Peroksidazes sekundaro struktiru
raksturo augsts (apm. 45 %) o-spirales saturs, bet terciaro struktiru veido hidrofobas
saites starp heminu un olbaltumu. Peroksidazes molekulai bez héma nav fermentativas
aktivitates (Stephan & van Huystee 1980). Interesanti, ka oglhidratu kéde, kas sastav
no oligosaharidiem, neietekmé fermenta stabilitati (Hu & van Huystee 1989).
Domajams, ka kalcija funkcija ir nodroinat molekulas terciaro struktaru (Ogawa et
al. 1979).

Katalitisko reakciju norises gaita peroksidaze var atrasties piecos daZados
oksidacijas stavok|os, kas atskiras ar héma dzelzs jona oksidacijas pakapi, un ir atkarigi
no fermenta molekulas mijiedarbibas ar H2O2, skabekla formam un Gdenraza
donoriem (Dunford 1986). UdenraZza donoru oksidésana notiek péc vienelektrona
mehanisma. Bez tipiskas reakcijas, kur par 0denraza akceptoru kalpo H202,
percksidaze var katalizét adenraza donoru oksidaciju ar molekularo skabekli:

AHz + O2 <+ A + H20».

Saja gadijuma var runat par peroksidazes oksidizes funkciju.

Sadalot dazadu augu audu fermentu ekstraktus ar elektroforézes, hromatografijas
vai izoelektrofokusé3anas palidzibu, paradas liels daudzums peroksidazes molekularo
formu, kuras pieder divam galvenajam grupam: skabas izoperoksidazes, kas
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elektroforézes procesa virzas uz anodu, un sarmainas, kuras virzas uz katodu.

Molekularo formu daudzums varié atkariba no pétijumu objekta, ka ari no fermentu
ekstrakcijas un sadali3anas tehnikas (Gaspar et al. 1982). Lidz ar to, pastav iespéja, ka
ne visas peroksidazes molekularas formas ir nativas molekulas, bet gan ir saistitas ar
nativo fermenta formu modifikacijam, kas notiek ekstrakcijas, sadalianas un
vizualizacijas laika.

Ir pieradijumi tam, ka ekstrakcijas gaita var notikt dazadu fenolu molekulu
pievienodanas peroksidazes molekulam ar udepraza un kovalento saisu palidzibu.
Ta, pieméram, augu ekstraktu apstrade ar jonapmainas svekiem Dovex 1-XI, kas atdala
fenolu savienojumus, parvérs piecas anodas izoperoksidazes ar dazadu elektroforétisko
kustigumu par vienu fermenta formu (Srivastava & van Huystee 1977b). Lidziga veida,
ekstrakta hromatografija ar Sephadex G-25 samazina izoperoksidazu joslu skaitu (Ros
Barcelo et al. 1987). Cits izoperoksidazu elektroforétiska kustiguma atskiribas iemesls
varétu bat oglhidratu kézu dazadais satavs peroksidazes molekulam, kuru olbaltuma
dalas ir vienadas {Gaudreault & Tyson 1988). Sadas atikiribas izraisa péctranslacijas
modifikacijas.

jaatzimé ari, ka izoperoksidazu nokraso3anas gélos ir atkariga no substrata
koncentracijas, vides pH un lietota ddenraza donora, kas var izsaukt papildus
noteik3anas kjGdas (Gaspar et al. 1982).

Neraugoties uz visam augstakminétajam peroksidazes molekularo formu analizes
problémam, var secinat, ka izoperoksidazu daudzveidiba, kas paradas in vitro,
atspogulo batiskas fermenta in vivo ipadibas. Pieméram, ir aprakstita atsevisku
izoperoksidazu specifiska lokalizacija noteiktos auga organos (Mills & Crowden 1968),
bet peroksidazu spektrs mainas atkariba no fiziologisko procesu norises un aréjo faktoru
ietekmé (Gaspar et al. 1982). Paradita ari tadu peroksidazu eksistence, kuras ir
specifiskas noteiktam organogenézes stadijam (Kay & Basile 1987). Bez tam, eksisté
ari zinamas at3kiribas atsevisku izoperoksidazu katalitiskajas ipasibas — daZas no tam
ir pilniba neaktivas apstak|os, kuri citam formam ir optimali (Evans 1970).

Cita probléma, kas saistita ar peroksidazes molekularo formu eksistenci, ir dalgjs
vai pilnigs specifiskuma trokums attieciba uz tdenraZza donoriem, ka ari iespéja, ka
atseviskas izoperoksidazes var piedalities neperoksidativa tipa reakcijas. Ir aprakstits,
pieméram, ka visam 7 izoperoksidazém no zemesrieksta $anu kultiras vides piemit
peroksidazes, IES oksidazes un polifenoloksidazes aktivitate, bet atskiras to specifiska
aktivitate un dazi katalitiskie parametri {Srivastava & van Huystee 1973). Lidziga
paradiba novérota ari citu objektu gadijuma (Shinshi & Noguchi 1975, Srivastava &
van Huystee 1977, Jaeger-Wenderer 1980, Grison & Pilet 1985). Tuvaki pétijumi
parada, ka 3adiem izofermentiem IES oksidazes un polifenoloksidazes aktivitatei ir
kopigs aktivais saits uz apofermenta (Srivastava & van Huystee 1973).

Frakcioné&jot audu ekstraktus vai ari izdarot citokimisko analizi, peroksidazes
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aktivitati var novérot praktiski visos augu 30nu kompartmentos: Sanapvalka,
plazmalemma, citoplazma, Goldzi aparata, vakuolas, tonoplasta, endoplazmatiskaja
retikuluma, ribosomas un hloroplastos (Gaspar et al. 1982). Lidz ar to, rodas jautajums,
vai ir iespéjams, ka tik reaktivs ferments, kada ir peroksidaze, tik plasi sastopams visa
¥0na, vai ari §i paradiba ir saistita ar artefaktu darbibu?

Vieniga peroksidazes lokalizacijas vieta, kura neizsauc 3aubas, ir 3Gnapvalks.
Citokimiskie novérojumi un audu infiltracija ar vakuumu apstiprina, ka 3anapvalks
satur peroksidazi, kura atbrivojas starp3anu telpa aktiva forma (Mdader et al. 1986).
Nav skaidrs, vai peroksidazes saistas pie sGnapvalka ta sintézes laika, vai ari péc tas
(Catesson et al. 1986). Ir aprakstita peroksidazes lokalizacija izolétas vakuolas (Boller
& Kende 1979, Perrey et al. 1989). Bez tam, pilnigi iespéjama peroksidazes lokalizacija
Goldzi aparata un endoplazmatiskaja retikuluma, kas principa saistits ar fermenta
sintézi un transportu, ta ka peroksidazes var uzskatit paf sekretoro olbaltumu (Mader
1992). Tomér, praktiski nav nekadas informacijas par peroksidazes molekulu
parvietodanos un piesaistianos. Peroksidazes lokalizaciju visos paréjos organoidos
var ap3aubit, jo ekstrakcijas laika sakara ar 3anas struktras komponentu sagrau3anu
var notikt fermenta molekulu nespecifiska saistiba ar dazadam 3anas struktdram ar
elektrisko ladinu un citu saisto3o spéku starpniecibu (Kiefer & Penel 1985). Bez tam,
citokimiskajas analizés iesp&jamais kjodu avots varétu bat dazadu fenolu dabas
inhibitoru klatbatne (Gaspar et al. 1986).

Peroksidazes at3kiras pé&c to saistibas stingribas pakapes ar 3anas struktdram.
Pétijumos peroksidazes visbiezak sadala sekojo3as frakcijas: 3kistosa peroksidaze
(ekstragéjas ar buferi, kuram ir zems jonu spéks), ar 30nas struktaram jonu saistita
peroksidaze (ekstragéjas ar buferi, kura saju koncentracija ir 1 M) un kovalenti saistita
peroksidaze (izdalas, apstradajot audus ar fermentiem, kuri sadala 3inu sienas). BiezZi
tiek izmantota ari ekstracelulara (izdala intaktu augu infiltracijas un sekojo3as
centrifugé$anas gaita) un membranu saistita peroksidaze. Daudzi pétijumi parada, ka
$adam peroksidazes aktivitates sadalijumam starp dazadam frakcijam ir zinama
fiziologiska jéga, jo aktivitates proporcionalais sadalijums mainas atkariba no audu
fiziologiska stavok|a un vides faktoru iedarbibas rezultata (Gaspar et al. 1982). Tadgjadi,
peroksidazes 3kistofo formu piesaisti3anas 3unas struktdram ir ar noteiktu nozimi
fermenta aktivitates un funkciju regulacija. Virkne pétijumu, pieméram, parada
peroksidazes saistianos ar membranam, ko inducé Ca2+ un Mn2+ joni (Rubery &
Fosket 1969, Gaspar 1982). 3ada saistiS8anas raksturiga tikai sarmainajam
izoperoksidazém. Saistibas liknu raksturs parada, ka eksisté tikai noteikts fermenta
piesaistiSanas vietu daudzums un reakcija ir piesatinama (Gaspar 1982). Ir pieradijumi,
ka $adai reakcijai nepieciesama peroksidazes molekulas oglhidratu kézu klatbatne
(Gaspar 1982). Interesanti ari atzimét, ka peroksidazu piesaisti3anas pakapei pie
membranam ir diennakts ritma raksturs (Kiefer et al. 1987).
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Lidzigs piesaistisanas mehanisms darbojas ari attieciba uz 3anapvalku (Ros

Barcelo et al. 1988). o procesu regulé H* un Ca2+ jonu koncentracija sinapvalkos.
Ir izteikts pienémums, ka skabo izoperoksidaZu saisti3anas ar 3anapvalku pasarga
fermentu no denaturacijas Gnu aktivas aug3anas laika un rada peroksidazes neaktivo
formu pulu (Ros Barcelo et al. 1989).

1.3.2. Peroksidazu katalizétas reakcijas

Indolil-3-etikskabes oksidésana (IES oksidazes funkcija)

Indolil-3-etikskabes (IES) oksidazes funkcija ir visvairak pétitda peroksidazes
reakcija. Tas ari ir labi saprotams, jo cits IES katabolisma ferments augu 30nas lidz $im
nav atrasts. Peroksidazes katalizétajai |ES oksidé3anas (dekarboksilésanas) reakcijai
nepiecieamie komponenti ir fenolu dabas kofaktors, Mn2+ un skabeklis. Reakcija
piedalas brivie radikali (IES-, O2- un izdalas CO32. Indol-3-aldehids un 3-
metilénoksindols ir galvenie produkti. Kofaktora funkcijas var izpildit monofenoli (2,4-
dihlorfenols, p-kumarskabe u.c.) un m-difenoli (Lee 1982). O- un p-difenoli darbojas
ka IES oksidazes inhibitori. Gadijuma, ja inhibé3ana notiek ar o-difenolu starpniecibu,
IES oksidésanas reakcija novérojams tikai noteikts fag periods, jo 3ie fenoli sadalas
dotaja sistéma. IES oksidé3anas mehanisms nav lidz galam izpétits un te eksisté daudz
pretrunu. Galvenas problémas saistitas ar jautajumiem par peroksidazes aktivaciju,
O3 patérétanu, iespgjamo H202 piedalianos, Mn2+ un fenolu kofaktora nozimi
reakcija. Tiek uzskatits, ka IES oksidé3anas notiek peroksidazes tie3a iedarbiba
(Macnicol 1966), tomér atseviski autori pienem, ka peroksidaze piedalas tikai kofaktoru
oksidésana, bet IES oksidé3ana notiek reakcija starp oksidéto kofaktoru un 1ES (BeMiller
& Colilla 1972, Machackova et al. 1975).

Nav skaidribas ari jautajuma par IES aktivitates molekularas lokalizacijas vietu.
Attieciba par peroksidazes un IES oksidazes aktivitasu strukturalo mijiedarbibu eksisté
tris pretrunigas hipotézes: (1) peroksidazes un IES oksidazes aktivitate ir saistita ar
divu atdkirigu fermentu darbibu, (2) peroksidazes un IES oksidazes funkcijas isteno
viena fermenta divas dazadas izoformas, (3) peroksidazes un IES oksidazes aktivitate
piemit vienam fermentam. Par pirmas hipotézes iesp&jamibu liecina pH optimumu
un termoinaktivacijas liknu at3kiriba, aktivitates saglabasanas dazadais ilgums,
ekstraktus glabajot, aktivita3u atdalisanas hromatografiskajas frakcijas (Sequeira &
Mineo 1966), ka arl dazadu savienojumu atdkiriga ietekme (Pilet et al. 1970). Savukart,
trefo hipotézi pamato dati par nespéju atdalit peroksidazes un IES oksidazes aktivitates
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gélfiltracijas un jonapmainas hromatografijas cela (Hoyle 1972, Srivastava & van
Huystee 1973, Shinshi & Noguchi 1975), ka ari par elektroforétisko spektru
identiskumu, kur izoperoksidazém ar augstu peroksidazes aktivitati piemita ari augsta
IES oksidazes aktivitate (Hoyle 1977). Tomér, visticamaka 3kiet otra hipotéze, kuru
apstiprina dati par nepilnigu aktivitiiu sakritibu frakcionésanas rezultata un
elektroforétisko spektru daléju identitati. Lielakaja dala gadijumu frakcionésanas
rezultata iespéjams iegat frakcijas ar peroksidazes aktivitati, ka ari frakcijas, kuram ir
abi aktivitates veidi, bet retos gadijumos — ari frakcijas ar vienigi IES oksidazes aktivitati
(Bryant & Lane 1979). Virkne pétijumu norada uz IES oksidazes saistibu tiesi ar
sarmainajam izoperoksidazém (Klisurska & Dencheva 1983). Uzskata, ka
izoperoksidazu spéja oksidét IES ir tiedi atkariga no to redokspoteciala, tapéc ari pasam
sarmainakajam izoperoksidazem ir visaugstaka IES oksidazes aktivitate (Mazza et al.
1970).

Tomeér jautajums par IES oksidazes darbibu |ES sadaliZana in vivo paliek stridigs.
Neraugoties uz datiem par to, ka vielas, kas izsauc IES oksidazes inhibé3anu in vitro,
stimulé augu augsanu, bet IES oksidazes stimulatori inhibé augianu (Gaspar et al.
1982), vairakos gadijumos $ada sakariba nav novérojama (Knyp/ 1973). Sadas pretrunas
izsaukusas divu pretéju koncepciju izvirzidanu attieciba par to, vai IES oksidazes sistema
generé augsanas stimulatorus (Bhattacharya et al. 1976) vai aug$anas inhibitorus
(Hofinger et al. 1980). Bez tam, lidztekus peroksidazes katalizétajai IES
dekarboksilésanas reakcijai, atklats ari cits IES katabolisma cel3, ar oksindol-3-etikskabi
ka galveno oksidacijas produktu (Reinecke & Bandurski 1988).

Lai ari fakts par to. ka peroksidaze var katalizét IES in vitro neizraisa $aubas,
jautajums par to, vai peroksidaze pieadalas in vivo IES dekarboksilacija, paliek atklats.
Viens no iespéjamiem pieradijumiem varétu bat atbilsto3o IES peroksidativo katabolitu
atklasana intaktos augos.

Oksikanéfskabes spirtu polimerizacija (ligninpolimerazes funkcija)

Uz histokimisko pétijumu pamata tika izteikts pienémums, ka peroksidaze
piedalas lignifikacija in vivo (Freudenberg et al. 1952). Sunapvalka peroksidazes
iespé&jamo darbibu hidroksiléto kanélspirtu polimerizacija netiedi apstiprina eugenola,
ferulskabes un kané|spirtu oksidativa polimerizacija par ligninam lidzigiem
savienojumiem peroksidazes darbibas rezultata (Stafford 1960, Bowling & Crowden
1973, Harkin & Obst 1973, Tanahashi & Higuchi 1981). Uzskata, ka izoperoksidazes,
kas piedalas lignina monoméru polimerizacija, ir lokalizétas tiegi lignificéjoios audos.
Sada specifiska lokalizacija ir paradita eksperimentos ar siringaldazinu — substratu,
kurg tika lietots histokimiskajos testos (Harkin & Obst 1973). Ta pieméram, mehaniski
ievainotos tomatu auglos bojajuma zona atrasta tikai viena izoperoksidaze ar augstu
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specifiskumu attieciba pret siringaldazinu ka adenraza donoru (Fleuriet & Deloire

1982). Atklats ari, ka siringaldazina oksidaze, kurai aktivitate ar siringaldazinu ir relativi
simts reizes augstaka neka ar gvajakolu, lokalizéta tikai papeles dzinuma lignificéjo3u
sanu sienas (Goldberg et al. 1983). Lidziga substrattieksme atklata ari siringaldazina
oksidazes aktivitatei no tabakas 3anapvalka (Goldberg et al. 1985). Ir ari pretéji pieméri,
ka nelignificéjosi kukurazas saknu audi, kuros siringaldazina oksidazes aktivitate ir
ievérojami augstaka, neka lignificéjo3os audos (Grison & Pilet 1985). Var secinat, ka
siringaldazins ir specifisks lignina monomérus polimerizéjo3as peroksidazes substrats
tikai atsevitkam augu sugam, ko, acimredzot, nosaka peroksidazes starpsugu
heterogenitate, vai ari at8kiribas dabisko ligninperoksidazes substratu proporcionalaja
pieejamiba augu sugam ar dazadu atseviiko fenola monoméru saturu nativaja lignina.

Daudzi pétijumi veltiti specifisku peroksidazu atklasanai, kuras piedalas
lignifikacija. Ir aprakstita zinama korelacija starp specifisku audu lignifikaciju un anodas
sanu sienas peroksidazes pieaugumu (Goldberg et al. 1983, De jaegher et al. 1985,
Imberty et al. 1985). Nemot véra labi zinamo $unpapvalka anodo peroksidazu spéju
oksidét koniferilalkoholu in vitro, ir logiski pienemt, ka 3is peroksidazes piedalas
fenoksi-radikalu veido3ana in situ. Tomér, atseviski darbi ir paradijusi, ka lignifikacijas
pieaugums sakrit ar jaunu katodas peroksidazes izoformu paradi3anos (Masuda et al.
1983). Varétu domat, ka 3is katodas §0nu sienas peroksidazes pieadalas H202
veido3ana, kas nepiecieSams fenoksi-radikalu polimerizacijai.

1-Aminociklopropan-1-karbonskabes oksidéSana (ACKS oksidazes funkcija)

llgu laiku tika uzskatits, ka peroksidaze piedalas etiléna biosintézé. Vél pirms
ACKS ka etiléna prieksteca atklasanas tika paradita etiléna veido3anas no metionala
un a-keto-y-metilbutirata peroksidazes ietekmé (Ku et al. 1967, Yang 1969). ACKS
lomas atklasana paradija, ka 3adam sistémam nav fiziologiskas nozimes.

Petijumi ar attiritu peroksidazi no kviesu un zirnu digstiem paradija, ka ferments
nevar oksidét ACKS par etilénu pat dazadu kofaktoru klatbutné (Machackova & Zmrhal
1981, Rohwer & Mader 1981). Tas dod iespéju secinat, ka peroksidaze tiesi nepiedalas
etiléna veido3ana. Tomer, attirita IES oksidaze no olivkoka lapam (Viogue et al. 1981,
Vioque & Viogue 1985) un mandarinu mizas (Shimokawa 1983) var oksidét ACKS
Mn2+, [ES, 2.4-dihlorfenola un piridoksal-5'-fosfata klatbGtné. Bez tam, ACKS
parver$anas par etilénu notiek attiritas katodas peroksidazes un Mn2+ klatbatné no
Bryonia dioica, kura piesaistita membranam (De Jaegher & Boyer 1986). Savukart,
marrutku peroksidaze oksidé ACKS par etilénu Mn un IES klatbatne, ko iespéjams
aizvietot ar indol-3-metanolu vai p-hidroksiacetofenonu {Osswald et al. 1989). Visos
minétajos gadijumos etiléna veido3anos no ACKS inhibé brivo radikalu partvéréji.

Tatad, lai ari etilena veido3anas no ACKS peroksidazes kiatbatné in vitro nekadas
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saubas nerada, nav nekadu datu, kas liecinatu, ka peroksidaze funkcioné ka etilénu
veidojo3ais ferments in vivo apstak|os.

Askorbinskabes oksidésana (askorbatperoksidazes funkcija)

Tiek uzskatits, ka askorbata peroksidaze izpilda tadu pasu funkciju
aizsargreakcijas pret aktiva skabek|a formam augu $0nas, ka glutationperoksidaze
dzivnieku 30nas (Dalton et al. 1987, Tomasi et al. 1987). Ta ka askorbata peroksidaze
péc tas ipasibam ir atsevidks, no tradicionalajam peroksidazém (gvajakola peroksidazes)
atkirigs ferments, tas Ipasdibas un fiziologija apskatita atseviska nodala (1.3.4.).

Krusteniskas saistiSanas reakcija (ekstensinpolimerazes un suberinpolimerazes

funkcija)

Augstako augu primarais sanapvalks satur sarmainu glikoproteinu - ekstensinu,
kur$ izcelas ar ipa3i augstu hidroksiprolina un tirozina saturu un sekretéjas caur
plazmalemmu $kisto$a forma un joniski saistas ar $inapvalka skabajiem polisaharidiem
(Lamport & Epstein 1983). Sunu stiep3anas partrauk3anas laika notiek ekstensina cieaka
sasaistiS8anas ar 3tinu sienu ekstensina molekulas tirozina paliekam oksidativi veidojot
krusteniski saistitu diméru, izoditirozinu (Fry 1982a). Jau agrak bija aprakstita tirozina
oksidacija ar peroksidazes starpniecibu (Gross & Sizer 1959), ka ari apgriezta sakariba
starp SOnu stiepSanas intensitati un peroksidazes aktivitates limeni (Fry 1982b). Bez
tam, histokimiskie pétijumi devusi iespéju paradit, ka peroksidazém sanapvalka var
bat papildus funkcija bez lignifikacijas (De fong 1966). Varétu domat, ka ekstensina
molekulu polimerizaciju katalizé tiedi starp3unu telpas peroksidaze (Fry 1982a).

Specifiskas ekstensinperoksidazes eksistenci apstiprina sekojo3i fakti: (1} ferments
no |éni augosas tomata 3anu kultiras H2O2 klatbatné krusteniski saista ekstensina
monomeérus, kas izoléti no atri augo3as kultdras; (2} 3is ferments nekatalizé citu
olbaltumu krustenisko saistifanos; (3) marrutka peroksidazes izofermentu maisijums
nekatalizé ekstensina saistiSanos (Everdeen et al. 1988).

Domajams, ka krusteniskas saisti3anas procesa piedalas sistéma peroksidaze-
askorbata oksidaze, jo askorbats ir pats efektivakais $adas reakcijas inhibitors, bet
S0napvalks satur askorbatoksidazi ar nenoskaidrotu funkciju (Cooper & Varner 1983).

Cits 3anapvalka krusteniski saistitais polimérs ir suberins, kur§ uzkrajas saknu
periderma. Pamatojoties uz rezultatiem par augstu korelacijas pakapi starp peroksidazes
aktivitati un suberina veido$anos kartupelu bumbulos bija izdarits secinajums par
iespéjamo peroksidazes piedalisanos suberinizacijas procesa (Borchert 1978). Pétijumi
paradija, ka specifiska anoda izoperoksidaze paradas suberinizéjo3os audos
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ievainoZanas un abscizskabes iedarbibas rezultata (Cottle & Kolattukudy 1982). Pie
tam, izoperoksidaze, ko inducé abscizskabe, nav identiska ar to, kuru inducé
ievainojums {Espelie & Kolattukudy 1985). Korelacija starp suberinizaciju un specifisku
izoperoksidazi atrasta ari pupinu saknés (Sijmons et al. 1985) un prieZu séjenos
(Johnson-Flanagan & Owens 1985). Pédéja gadijuma atrasta ari sakariba starp
suberinperoksidazes aktivitates pieaugumu un alternativo elpo3anu. Specifiskas anodas
peroksidazes piedalizanos suberina aromatiskas poliméras dalas sintézé apstiprina ari
imunohistokimiskas analizes rezultati (Espelie ef al. 1986). Pupinu saknés starp3inu
telpa lokalizéta suberinperoksidaze ir joniski saistita ar Sinapvalku, un nav atrodama
stublaja vai digstu lapas (Sijmons 1986). Tomér, 3adas reakcijas darbibas mehanisms
in vivo nav noskaidrots.

Jaatzimé ari, ka peroksidaze var piedalities krusteniskas saistibas katalizé3ana
starp ligninu un olbaltumiem (Whitmore 1978), ka ari starp 3anapvalka polimériem,
veidojot diferulskabes saites (Whitmore 1976). Diferulskabe ir atrasta vairaku
divdigllapju sunapvalka, un praktiski visu graudzaju sanapvalka (McDougall 1992).
Ir pieradijumi, ka diferulats 3anapvalka darbojas ka krusteniski saisto3ais agents.
Pieradijumi par peroksidazu piedalidanos diferulata krustsaistiana balstas uz
novérojumu par to, ka ferulskabi saturodu polisaharidu apstrade ar peroksidazi un
H2032 izsauc to Zelejveidigas struktdras veido3anos ar vienlaicigu diferulata
paradidanos (Geissman & Neukom 1973).

Citas iespéjamas reakcijas

Attirita peroksidaze var katalizét NADH un NADPH oksidé3anu fenolu kofaktora
un Mn jonu klatbatné (Halliwell 1978, Mader & Amberg-Fisher 1982). 5adas reakcijas
nozimi 3Gnapvalka peroksidazém varétu izskaidrot ar H2O2 molekulu piegadasanu
lignifikacijas procesam. Tomér, 3ada tipa reakciju darbiba in vivo nav pieradita.

Marrutku peroksidaze var katalizét ari hlorofila oksidé3anos H2O2 un 2,4-
dihlorfenola klatbatné, kas izpauzas ka substrata atkraso3anas (Matile 1980). Tamlidziga
reakcija dazadu fenolu klatbatné raksturiga ari peroksidazei no apelsina mizas (Huff
1982), tabakas lapam (Kato & Shimizu 1985), pétersila lapam (Yamauchi & Minamide
1985). Atseviski autori uzskata, ka 3ada sistéma varétu piedalities hlorofila degradacija
in vivo novecojosas lapas (Kato & Shimizu 1985).
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1.3.3. Peroksidazu izmainas attistibas un adaptacijas procesu gaita

Sanu aug$ana un diferenciacija

Salidzinot linearas augSanas atrumu un peroksidazes aktivitati var secinat, ka
principa starp Siem raditajiem pastav apgriezta sakariba — atri augosiem organiem ir
raksturiga zema peroksidazes aktivitate, kas palielinas lidz ar aug3anas atruma
samazinasanos (Chappet & Dubouchet 1972, Miidla et al. 1987). Augianas bremzé3ana
ar dazadu faktoru palidzibu (retardantu pielietoana, mehaniska ievaino3ana u.c.) ari
izsauc fermenta aktivitates pieaugumu (De fagher et al. 1985), bet augSanas
intensifikacija saistita ar peroksidazes aktivitates samazinasanos (Gardiner & Cleland
1974). Tapéc ir pienemts uzskatit, ka aktivi augo3as Sunas peroksidazes aktivitate ir
zema limeni, palielinoties lidz ar augfanas apstasanos un audu nobrie§anu. Tomér,
salidzinot peroksidazes aktivitates gradientus augo3os vegetativajos organos, kuriem
ir raksturigs noteikts S0nu attistibas gradients, var izdalit vairakus raksturigus
peroksidazes aktivitates sadalijuma tipus.

1. Zema aktivitate stiep3anas zona, kas palielinas lidz ar linearas augianas
partraukSancs un audu nobrieanu. 3ads sadalijums raksturigs peroksidazei, kas ar
jonu saitém saistita ar $tnapvalku (Ridge & Osborne 1970, Penel et al. 1979, Goldberg
et al. 1986, Goldberg et al. 1989), bet atsevidkos gadijumos ari 3kisto3ajai
{citoplazmatiskajai) peroksidazei (Parish 1969, Desbiez et al. 1981, Thaker et al. 1986).

2. Augsta aktivitate dali3anas zona, kura samazinas stiep3anas zona un saglabajas
zema lidz ar 30nu nobriefanu. 5ads sadalijums raksturigs 3kisto3ajai peroksidazei
(Goldberg et al. 1986, Goldberg et al. 1989), bet atseviskos gadijumos ari jonu
saistitajai peroksidazes aktivitatei (Chanda et al. 1986).

3. Augsta aktivitate dalianas zona, kura samazinas stiep3anas zona ar sekojosu
pieaugumu ar audu nobriesanu. 5ada sakariba atrasta gan 3kisto3ajai (Ridge & Osborne
1970), gan 3unapvalka peroksidazei {MacAdam & Nelson 1989).

Sadu pretrunu radanos var izskaidrot: (1) augu objekta un pétama organa
(hipokatils, koleoptils, lapa) ipatnibas; (2) at8kiribas, kas rodas, izsakot fermenta
aktivitati uz dzivo masu, sauso masu, olbaltuma vienibu; (3) aktivitates noteikianai
lietotais Gdenraza donors.

Atsevisku peroksidazes izoformu aktivitatei ari raksturiga noteiktu gradientu
eksistence atkariba no augianas procesiem. Ta pieméram, kviedu koleoptilés atrastas
izoperoksidazes, kas pieder pie tris atskirigam grupam (Chappet & Dubouchet 1975).
Pirmas grupas izoperoksidazu aktivitate ir apgriezti proporcionala augsanas atrumam,
otras grupas izoformam maksimala aktivitate sakrit ar maksimalo stiepsanos, bet tre3as
grupas izoformam aktivitate sak pieaugt tikai lidz ar aug3anas atruma samazinasanos
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un sasniedz maksimumu tikai péc pilnigas linearas aug3anas apstasanas.

Kukuriizas ziedu driksna atrastas izoperoksidazes, kuras var kalpot par 3anu
stiepSanas fazes markieriem (Cheignon & Schaeverbeke 1970). Ta pieméram, anoda
izoperoksidaze 6 izzad $anu stiepsanas laika, bet izoperoksidazes 7 aktivitate sak
palielinaties tiesi stiepanas laika. Sorgo stublaja posmos izoperoksidazes C3 daudzums
pieaug virziena uz posma pamatni (Stafford & Bravinder-Bree 1972). 51 izoperoksidaze
nav atrodama meristéma, bet izoformas A1 un A3 dominé tiedi meristémas zona.

Virkne darbu saistiti ar peroksidizes lomas izpéti pundurformu fiziologija.
Lieldkaja dala gadijumu pundurainiba ir saistita ar peroksidazes pieaugumu $tunapvalka
frakcija (Jupe & Scott 1989, Evans 1990). Pundurformu normalu aug3anu var atjaunot,
eksogéni pielietojot giberelinu, un tas ir saistits ar vienlaicigu peroksidazes sekrécijas
inhib&sanu (Fry 1980). Lidzigi rezultati ir iegati, lietojot |ES. Ta, IES augdanu stimuléjo3a
iedarbiba ir saistita ar atru $kisto3as starp3anu telpas peroksidazes aktivitates
samazinasanos (Ros Barcelo et al. 1989).

Visi augstakminétie dati par peroksidaZu iespéjamo saistibu ar aug8anas procesiem
irieguti eksperimentos ar veseliem augiem. Nav 3aubu, ka rezultatus, kas iegati vesela
auga limeni, ir visai sareZgiti interpretét. Tapéc var saprast censanos izdalit Sanu
augsanas, citodiferenciacijas un morfogenézes elementaros etapus arpus tam
korelacijam, kas nodro3ina auga organisma veselumu. Tada pieeja, protams, palidz
izskaidrot iegltos rezultatus, tacu rodas iespéja, ka lidz ar organisma veseluma
sagrausanu aug3anas un diferenciacijas procesu norise var atskirties no tas, kas norit
intakta auga.

Sini sakariba ir batiski analizét galvenas peroksidazes sistémas aktivitates izmainu
likumsakaribas augu 30nu un audu kultivéSanas laika un inducéjot diferenciaciju.
Pirmam kartam ir jaatzimé, ka ievieSot audus kultdra to peroksidazes aktivitate
palielinas salidzinot ar izejas aktivitati (Gaspar et al. 1982). Sanu suspensiju kultdras
maksimalas dali3anas fazé peroksidazes aktivitate ir zema limeni, taCu parejot uz 3nu
stiepianos, ta paaugstinas (Arnison & Boll 1976, Bredemeijer et al. 1985). Sanu kultaru
raksturiga ipatniba ir ievérojamu peroksidazes daudzumu izdalisanas kultivé3anas vide,
pie kam peroksidazes specifiska aktivitate vidé ir augstaka, neka 3unas (Bredemeijer
et al. 1985).

Visuma peroksidazes aktivitate palielinas paraléli kultdras dzivas masas
pieaugumam (Kossatz & van Huystee 1976, Bredemeijer et al. 1985). Citrona auglu
eksplantu kultGra peroksidazes aktivitate korelé ar masas pieaugumu, bet visas vielas,
kas stimulé augsanu, izsauc ari peroksidazes aktivitates pieaugumu {Altman et al.
1982). Interesanti ari atzimét, ka lidz ar laiku mainas ari fermenta lokalizacija: jaunas
$anas maksimala aktivitate lokalizéta citoplazma, bet lidz ar vecuma palielinasanos —
sanapvalka (Arnison & Boll 1976), kas var liecinat par peroksidazes funkciju izmainu.

Parasti par citodiferenciacijas kritériju tiek izmantota vadaudu elementu
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veido¥anas. Eksisté virkne darbu, kuros pétita lignifikacijas un daZzadu peroksidazes
formu dinamika, inducéjot vadaudu elementu veido3anos. Cinijas lapas mezofila sinu
suspensijas kultGra jonu un kovalenti saistitas peroksidazes aktivitate korelé&ja ar
vadaudu elementu diferenciaciju un lignina veido3anos, bet 3kistodas un starp3iinu
telpas peroksidazes aktivitate palielinajas neatkarigi no indukcijas (Masuda et af. 1983).
Jonu saistitas peroksidazes aktivitates pieaugums 3aja gadijuma sakrita ar visaktivako
lignina sintézes periodu.

Sakariba starp saistito peroksidazi un ksilemas diferenciaciju un lignifikaciju
paradita ari salatu serdes eksplantu kultdra (Miller et al. 1985). Uz 3ada veida
eksperimentu pamata izdarits secinajums par to, ka $tnapvalka saistita peroksidaze
var kalpot par citodiferenciacijas markieri (Fukuda & Komamine 1982, Miller et al.
1985). Tomer literatdra ir noradijumi, ka 3Gnas no suspensijas kultaram neatbilst tam
sanam, kadas ir vesela auga organisma ne strukturali, ne biokimiski (Street 1977}, un
ka ne suspensiju, ne kallusu kultGras nevar dro&i izmantot par citodiferenciacijas
modeliem to heterogenitates de]. Ta, pieméram, ievieSot téjas auga audus kallusa
kultora, mainas ne vien atsevitku peroksidazes formu aktivitate un lokalizacija, bet
visa lignifikacijas aina kopuma (Zaprometov et al. 1982).

Organogenéze

Peroksidazes lomas pétiana organogenézes procesos saistita ar tadu pasu gratibu
parvarédanu, ka aprakstits iepriek3€ja apaksnodala. Visparigi nemot, var secinat, ka
kopéja peroksidazes aktivitate mainas inducéjot organogenézi, ka ari izejot dazadus
tas etapus. Pieméram, vegetativo pumpuru veido3anas un kallusa iniciacija tabakas
eksplantu kultiird ir saistita ar peroksidazes aktivitates pieaugumu, bet ziedpumpuru
veido3anas sakrit ar zemu fermenta aktivitati (Thorpe et al. 1978). Virkné darbu par
peroksidazes aktivitates izmainam saistiba ar apsakno3anos ir paradits, ka indukcijas
perioda laika notiek sarmaino peroksidazu aktivitates pieaugums, kam seko aktivitates
samazinasanas iniciacijas perioda laika, turpretim skabo peroksidazu aktivitate
pakapeniski palielinas abu fazu laika (Gaspar et al. 1982). Ir paradits ari, ka
savienojumi, kuri izsauc saknu veido3anas pastiprinasanos (pieméram, paklobutrazols),
vienlaicigi stimulé peroksidazes aktivitati (Upadhyaya et al. 1986), bet atseviskos
gadijumos var novérot tiesu korelaciju starp peroksidazes aktivitati un sakno3anas
Spéju dotajam augam (Hirsch & Fortune 1986). Ziedé3ana saistita ar pretéji vérstam
kopéjas un sarmaino peroksidazu aktivitates izmainam indukcijas un iniciacijas fazés
(Thorpe et al. 1978, Gaspar et al. 1985). Lidziga sakariba starp peroksidazes aktivitati
un ziedésanu novérojama ari veselos augos (Sergeeva et al. 1984).

Lai izprastu peroksidazes funkcijas organogenézé nepiecieams nemt véra ari
peroksidazes molekularo formu eksistenci. Jau agrak tika pienemts, ka dazadas
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izoperoksidazes var piedalities atseviskos organogenézes etapos (Kahlem 1976, Fukuda
& Komamine 1982), tomér méginajumi izdalit atseviSkas peroksidazes izoformas, kas
piedalitos specifiskos organogenézes procesos nedeva pozitivus rezultatus (Thorpe et
al. 1978, Gaspar et al. 1988). Tikai pédéja laika ir paradijusies dati par to, ka specifiskas
peroksidazes izoformas tabakas eksplantu kultira korelé ar tadiem procesiem ka 3tnu
dalisanas iniciacija, vadaudu elementu nobrie3ana, lapu attistiba u.c. (Kay & Basile

1987).

Novecosanas un atbilde uz stresa iedarbibu

Augu noveco$anos raksturo tadas metaboliskas izmainas, kas var izsaukt visa
atiga vai ta atsevisku daju bojaeju. Raksturigakas pazimes ir brivo radikalu veido3anas
pastiprina3ands, membranu lipidu peroksidacija, olbaltumu un DNS noardidanas,
hlorofila sadalianas (Belver et al. 1988). Novecosanos regulé un inducé gan endogénie
faktori, gan aréjas vides iedarbiba: temperatara, gaisma, ievainojums, sasaldésana,
UV radiacija, herbicidi, patogéni. Peroksidazes aktivitates pieaugums novérojams ka
ievainojuma un patogénu iedarbibas gadijuma, ta ari normala noveco$anas procesa
gaita (Lagrimini & Rothstein 1987, Edreva et al. 1989). Noveco3anas procesam
raksturigs endogéna GdenraZa peroksida satura pieaugums audos (Gidrof 1989). Ta
ka katalazes aktivitate ar vecumu samazinas (Dhindsa et al. 1981), galvena nozime
H2O2 sadali3ana noveco3anas laika ir peroksidazei.

Gaisa piesarnojums ir viens no izplatitakajiem stresa faktoriem, kas ietekmé augu
augdanu un produktivitati lauka apstakjos. Lapas audu starp3tnu telpa ir pirma vieta,
kur iek|ast gaisa piesarnotaji pirms reakcijas ar plazmas membranu, kas ir visjutigaka
augu 3anu struktdra attieciba pret gaisa piesarnojumu (Castiflo 1992). Tapéc
30napvalka-citoplazmas membranas pétijumi ir batiski gaisa piesarnotaju un lapas
30nu mijiedarbibas izpratné. Ta ka starpianu telpa ir bagata ar peroksidazém, nav
Saubu, ka peroksidazu sistéma tiedi piedalas audu reakcija uz gazveida gaisa
piesarnotajiem. Var domat, ka relativi augstaks peroksidazes aktivitates limenis
starpSanu telpa parada relativi augstaku rezistenci pret gaisa piesarnotajiem. Ir pilnigi
pieradits, ka gaisa piesarnojums (ozons, SO32) izsauc ne tikai peroksidazes aktivitates
pieaugumu, bet ari atsevisku izoformu izmainpas (Endress et al. 1980, Varshney &
Varshney 1985). Batiska nozime 3aja procesa ir Ca jonu aktivétajai peroksidazes
sekrécijai starp3anu telpa (Sticher et al. 1981). Jadoma, ka 3ada reakcija ir saistita ar
peroksidu tipa savienojumu sadaliSanu, kas rodas ka atbildes reakcija uz agentu tie3u
mijiedarbibu ar 3onas struktdram. Vél viena apoplasta peroksidaZu funkcija varétu
bat SO detoksifikacija. Paaugstinatai peroksidazes aktivitate apstradatos augos tada
gadijuma batu aizsargfunkcija, oksidéjot sulfitu par mazak toksisko sulfatu (Pfanz &
Oppmann 1991).



ETILENS UN PEROKSIDAZES AUGU ATTISTIBAS UN ADAPTACIJAS REGULACIIA o 1.3,

Pé&tot peroksidazes atbildes reakciju patogéna (sénu, virusu, bakteriala infekcija)
un nepatogéna (toksiskas silu koncentracijas, starojums} stresa iedarbibas rezultata
un novecosanas gaita tabakas lapas ir atklats, ka fermenta reakcija nav atkariga no
stimula dabas, bet gan no ievainojuma pakapes un tipa (Edreva et al. 1989). Visos
minétajos stresa iedarbibas gadijumos paradas vienadas izoperoksidazu spektra
izmainas. Tapéc peroksidazes atbildi var uzskatit par nespecifisku reakciju uz 3tnu
ievainojumu daZadu stimulu ietekmé. Tomér ir informacija ari par to, ka peroksidaze
var tiei piedalities rezistences nodroginasana pret patogéniem (Gaspar et al. 1982).

Galvena probléma, kas saistita ar infekcijas izsauktajam izmainam auga
metabolisma, ir jautajums par to, vai tas ir saistitas ari ar patogéna metabolisma
iesleégianos, vai ari ir tikai saimniekorganisma metabolisma izmainas (Moerschbacher
1992). Esodie novérojami liecina, ka peroksidaZu aktivitates pieaugums notiek
saimniekauga metabolisma izmainu rezultata, ko izsauc patogéns. Pie tam, 3adas
izmainas nevar izskaidrot tikai ar ievainojuma vai paatrinatas novecosanas izsauktajam
izmaipam. Visparigi nemot, rezistentos augos peroksidazes aktivitates pieaugums
parasti ir atraks un izteiktaks, salidzinot ar uznémigiem augiem (Flott et al. 1989).
Tomér, jautajums par 3adas paradibas célonsakaribam joprojam ir iemesls diskusijam.
Citiem vardiem sakot, nav joprojam skaidrs, vai peroksidazes aktivitates pieaugums ir
paaugstinatas rezistences célonis vai ari sekas. Ta ka ne vienmér paaugstinata
peroksidazes aktivitate ir saistita ar vienlaicigu rezistences pieaugumu, varétu domat,
ka peroksidaze nav tiesi iesaistita rezistances nodroinaiana. Tomér, ja nem véra, ka
peroksidazes reakcijas produkti var bat toksiski patogénam, vai ari, ka peroksidazes
reakcija izsauc mehanisku barjeru pastiprinasanos, kas kavé patogéna izplatidanos,
bet 3adu reakciju norise ir atkariga ari no citu substratu klatbatnes, varétu pienemt, ka
paaugstinata peroksidazes aktivitate ir nepiecieSams, bet ne pietiekams priek3noteikums
rezistences attistibai (Moerschbacher 1992). Ta pieméram, gadijuma ar kvie3u rezistenci
pret rasas sénu infekciju, peroksidazes aktivitates pieaugums rezistentajas linijas ir
dala no koordinéta lignina biosintézes fermentu aktivitates pieauguma, kas izsauc
inficéto saimniek3anu lignifikacijas pieaugumu (Flott et al. 1989, Moerschbacher et
al. 1990). Saja sistéma peroksidazes reakcijas produktiem nav tie3a antimikrobiala
efekta, kas batu saistits ar rezistenci. Aprakstitais rezistences trakums 3aja sistéma
relativi augstas temperatiras apstak|os var bt saistits ar citu termolabilu lignina sintézes
cela fermentu inaktivaciju, ka rezultata netiek nodroginats pieteikams lignina sintézes
priekdte¢u daudzums.



1.3.4. Askorbata peroksidaze - galvenais tdenraza peroksidu

partverosais ferments augos
Biokimija un enzimologija

Lidz ar plaju pievérSanos augu fiziologijas pétijumu pielieto3anai vides
piesarnojuma problému pétijumos, pedéjos desmit gados uzkrajies ievérojams
informacijas daudzums par askorbata peroksidazes ipa3ajam funkcijam augos.
Askorbata funkcijas augos nebija skaidras lidz pat astondesmito gadu sakumam, kad
tika paradits, ka vismaz viena no tam ir saistita ar augu Sunu aizsardzibu pret
oksidativajiem vai fotooksidativajiem bojajumiem, partverot GidenraZza peroksidu ar
askorbata peroksidazes starpniecibu (Nakano & Asada 1981). Attistoties augu
molekularajai biologijai, hipotéze par askorbata peroksidazes ipaSo vietu peroksidazu
sistéma ir pilniba apstiprinajusies (Asada 1992, Asada et al. 1993).

Atbilsto3i pedéjo gadu pétijumiem, visas peroksidazes sadalas divas grupas
atkariba no to fiziologiskas funkcijas: (a) peroksidazes, kuru oksidétiem elektronu
donoru produktiem ir noteiktas fiziologiskas funkcijas auga, un (b) peroksidazes, kuru
funkcija ir partvert ddenraZza peroksidu vai organiskos peroksidus (Asada 1992).

Pirmas grupas peroksidazes, kuras apzimé par gvajakola peroksidazém (atbilsto3i
noteikiana plasi lietotam Gdenraza donoram) katalizé fiziologiski svarigas reakcijas
(uzskaititas nodala 1.3.2.). Udenraza peroksids vai organiskie peroksidi, kas
nepiecie$8ami 3a tipa peroksidazu reakcijam, veidojas efektivi regulétas viena elektrona
(O2-- veidojo$as) vai divu elektronu (H207 veidojo3as) oksidazu reakcijas vides un
$anu signalu ietekmé, kas nepielauj peroksidu parprodukciju. Otras grupas
peroksidazes piedalas Gdenraza peroksida un organisko peroksidu partver$ana. Ka
piemérus 3ai grupai var minét glutationa peroksidazi ziditajiem, citohroma ¢
peroksidazi raugam un NADH peroksidazi prokariotiem. Tomér, H2O? partvero3as
peroksidazes, kuras izmanto glutationu, citohromu c vai piridina nukleotidus augos
nav konstatétas, bet aprakstito funkciju izpilda askorbata-specifiska peroksidaze.

Salidzinot molekularas un fermentativas ipasibas divu augu peroksidazu
(gvajakola peroksidaze un askorbata peroksidaze) un rauga citohroma c peroksidazes
starpa, var secinat, ka augu askorbata peroksidazei un sénu citohroma ¢ peroksidazei
ir daudz vairak kopigu ipasdibu, neka augu askorbata peroksidazei un gvajakola
peroksidazei, un ka tas evoliicijas gaita ir célusas no kopéja priek3teca. Ta pieméram,
pretéji gvajakola peroksidazei, kura ir glikoproteins, ne askorbata, ne citohroma ¢
peroksidaze nesatur oligosaharidus (Chen & Asada 1989). Primaras struktdras
proksimala histidina apgabals parada sekven¢u homologiju visu tris peroksidazu starpa,
tacu homologijas pakape starp askorbata peroksidazi un citohroma c peroksidazi ir
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lielaka, neka starp askorbata un gvajakola peroksidazem augos (Mittler & Zilinskas
1991b, Chen et al. 1992). Arl jutiguma zina pret tiola reagentiem (Chen & Asada
1989), ka ari reakcijas katalitiskajos mehanismos ir vairak lidzibas askorbata un
citohroma ¢ peroksidazém (Asada et al. 1993).

Askorbata peroksidaze ir atrasta ne tikai hloroplastos, bet ari citozola dazadas
izoformas. Citozoliskajiem izofermentiem, kas izoléti no zirnu lapam (Mittler &
Zilinskas 1991a) un Arabidopsis (Kubo et al. 1992) nav tranzitpeptida, lai piesaistitos
Sanas organellam, tapéc par to lokalizacijas vietu var uzskatit citozolu, bet nevis
mitohondrijus. Tatad, citozola askorbata peroksidaze partver Gdenraza peroksidu, kur$
generéjas citozola. Hloroplastu izozims ir lokalizéts stroma 3kisto3a veida, bet stromas
tilakoidos — ar membranam saistita forma (Miyake & Asada 1992). Amino-terminala
apgabala aminoskabju sekvences tilakoidu askorbata peroksidazei no spinata un
stromas askorbata peroksidazei no téjas parada augstu savstarpéjas homologijas pakapi,
bet zemu homologiju ar citozola formam (Miyake et al. 1993). Savukart, citozola un
stromas askorbata peroksidazei ir homologas sekvences proksimala un distala histidina
tuvuma (Chen et al. 1992).

No reakciju katalizes viedok|a, askorbata peroksidazi raksturo augsts specifiskums
pret askorbinskabi ka elektronu donoru, kas ir ipasi izteikts tilakoidu un stromas
fermentu gadijuma. Citozoliska forma bez askorbata katalizé ari fenolu oksidaciju
(Chen & Asada 1989). Visu askorbata peroksidazes izozimu inhibé&sana ar tiolus
modificéjosiem reagentiem (hloromerkuribenzoats u.c.) ir no klasiskas gvajakola
peroksidazes atskiriga ipasiba. Bez tam, visu askorbata peroksidazes formu aktivitate
tiek apspiesta ditiotreitola, p-amincfenola, hidroksiurinvielas un hidroksilamina
klatbatne, kas nav novérots gvajakola peroksidazes gadijuma (Chen & Asada 1992).

Viens no iemesliem, kapéc askorbata peroksidaze netika atklata ilgu laiku, ir tas
nestabilitate bez askorbinskabes klatbatnes in vitro. Apméram 50 % no titakoidu un
stromas askorbata peroksidazes aktivitates zad 15 sekunzu laika, bet no citozola
askorbata peroksidazes aktivitates — 60 mind3u laika (Chen & Asada 1989, Miyake &
Asada 1992). Inaktivaciju novérs skabek|a izslégiana no vides, un daléji ari katalazes
pievieno3ana. Ta¢u pat anaerobos apstikjos H202 pievieno3ana nanomolara
daudzuma inaktive tilakoidu askorbata peroksidazi (Asada 1991). $ada ipasiba nav
konstatéta ne citohroma ¢ peroksidazei, ne gvajakola peroksidazei.

Askorbata peroksidazei askorbinskabe ir visefektivakais elektronu donors, bet
hloroplastu un citozola formas var katalizét gvajakola oksidéganu, lai ari ar intensitati,
kas ir tikai 5 % (hloroplasta peroksidazei) vai 25 % (citozola peroksidazei) no askorbata
okside3anas intensitates.

Primarais askorbinskabes oksidacijas produkts askorbata peroksidazes reakcija
ir monodehidroaskorbata radikalis. Lai askorbata peroksidaze varétu darboties ka
UdenraZa peroksida partvergjs, ir nepieciesama askorbata repeneracija. Visa askorbata
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partver§anas sistéma hloroplastos sastav no sekojoSiem posmiem:

(a) fotosistemas | producéta superoksida difuzija stroma;

(b) superoksida partversana, ko katalize ar tilakoidiem saistita periferiala

superoksiddismutaze;

(c) adenraza peroksida redukcija ar askorbatu, ko katalizé tilakoidu askorbata

peroksidaze;

(d) monodehidroaskorbata redukcija ar reducéto ferredoksinu;

(e) superoksida un adenraZza peroksida difazija uz stromu;

(f) superoksida partver$ana, ko katalizé stroma lokalizéta superoksiddismutaze;

(g) tdenraza peroksida redukcija, ko katalizé stromas askorbata peroksidaze;

{(h) monodehidroaskorbata redukcija ar NAD(P)H, ko katalizé monodehidroaskorbata

reduktaze;

(i) monodehidroaskorbata spontana sadalidanas par dehidroaskorbatu un askorbatu;

(j) dehidroaskorbata redukcija par askorbatu ar glutationu, ko katalizé dehidroaskorbata

reduktaze;

(k) NADP* redukcija ar reducéto ferredoksinu, ko katalizé ferredoksina NADP

reduktaze,

(I} glutationa redukcija ar NADPH, ko katalizé glutationa reduktaze (Asada 1994).
Atbilstoa askorbata regeneracijas sistéma citozola lidz Sim vél nav atklata, bet

citozoliska monodehidroaskorbata reduktaze jau ir aprakstita.

Fiziologiskas funkcijas un regulacija

Dazadi atmosféras gazveida piesarnojuma veidi, ka pieméram, slapek|a oksidi
(NO, NO2), ozons (O3) un séra dioksids (SO2) izmaina augu 30nas lidzsvaru starp
aktiva skabek|a veido3anos un uztversanu (Meyer et al. 1987). Piesarnojuma inducéto
endogéno oksidativo stresu pavada ievérojams askorbinskabes satura pieaugums, ka
novérots skujkoku skujas {Castillo et al. 1987, Mehlhorn et al. 1986) un vaskularo
augu lapas (Castillo & Greppin 1988).

Lidztekus tam, parasti novérojams paraléls askorbata peroksidazes aktivitates
pieaugums piesarojuma rezultata (Efstner et al. 1985, Tanaka et al. 1985, Mehlhorn
1990, Chen et al. 1991, Ogier et al. 1991, Badiani et al. 1993, Mittler et al. 1993). Tomér,
atseviskos gadijumos 3ada aktivacija nav novérota (Osswald et al. 1992). No otras puses,
H2037, kas ir viens no endogéna oksidativa stresa batiskiem agentiem, pielietots eksogéni,
izraisa askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu, vienlaikus inhibéjot katalazi (Mittler
& Tel-Or 1991, Zheng & van Huystee 1992). Ari citu stresa veidu atbildes reakcijas
(temperataras, sausuma u.c.), kuru laika notiek aktiva skabek]a formu pieaugums
{(Hernandez et al. 1993, Okuda et al. 1994), raksturigas ar askorbata peroksidazes aktivaciju
(Irigoyen et al. 1992, Mittler et al. 1993, Pastori & Trippi 1993).
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Principiala nozime varétu bat atklajumam par to, ka transgéni tabakas augi ar
paaugstinatu hloroplastu Cu/Zn-superoksiddismutazes aktivitati un ievérojami
izteiktaku rezistenci pret herbicidu metilviologénu (Sen Gupta et al. 1993a) izrada ari
Cetras reizes augstaku askorbata peroksidazes aktivitates un askorbata peroksidazes
mRNS limena atbilstoSu pieaugumu (Sen Gupta et al. 1993b).

Gaisma ka attistibas faktors izsauc askorbata peroksidazes aktivaciju caur
fitohroma darbibu neatkarigi no fotosintézes procesa norises (Thomsen et al. 1992}.
Tomeér, gaismas ka stresa faktora induktiva darbiba uz askorbata peroksidazes aktivitati
ir tieSi saistita ar fotooksidativo stresu (Wise & Naylor 1988, Thomsen et al. 1992).
Aktivo skabek|a formu fotogeneracija pastiprinas, ja augi, kuri atrodas augstas gaismas
intensitates apstaklos, tiek paklauti vides stresa iedarbibai, pieméram, zemam
temperataram sakpu zona, kas kavé asimilatu transportu. 5ada situacija palielinas
absorbétas gaismas energijas izmanto3ana fotosintétiskajai CO2 fiksacijai (Efstner et
al. 1988), bet ierobezotais NADP™ puls elektronu uznemsanai no fotosistémas | izsauc
pastiprinatu O3 aktivaciju. Askorbata peroksidazes pieaugums $ados gadijumos ir tiesi
saistits ar augu aizsargsistému un rezistences reakcijam (Anderson et al. 1992, Fuse et
al. 1993), it ipasi, nelabvéligos mineralas baro3anas apstak|os atsevisku elementu
traikuma gadijuma (Cakmak & Marschner 1992, Polle et af. 1992).

Pretéji visai plasi dokumentétajai askorbata peroksidazes nozimei stresa
aizsargreakcijas, literatlira atrodams visai maz informacijas par askorbata peroksidazes
izmainam normala augu metabolisma gaita. P&éc analogijas ar stresa situacijam, kas
izsauc pastiprinatu skabekja aktivé3anos ar sekojosu askorbata peroksidazes aktivitates
pieaugumu, varétu domat, ka, norisinoties tiem fiziologiskajiem procesiem, kas
raksturojas ar intensivu aktivéta skabek|a formu veido3anos, notiek ari paraléls
askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums.

Ta ka séklu digdanas agras stadijas, sakot jau ar séklu uzbrie$anu, ir saistitas ar
skabek|a patérina pieaugumu un mitohondrialas elpo3anas intensitates palielinasanos,
bitu janovéro ari askorbata peroksidazes indukcija 30 procesu gaita. So pienémumu
apstiprina eksperimenti ar digstosam kukurazas (De Gara et al. 1993) un kviedu
{Cakmak et al. 1993) séklam. Sausas séklas askorbita peroksidazes aktivitate nav
atrodama (De Gara et al. 1993), vai ari tas limenis ir loti zems (Cakmak et al. 1993).
Sausas séklas nesatur ari askorbatu (De Gara et al. 1993). Dig3anas laika askorbata
peroksidazes aktivitate pieaug vidéji 10 lidz 30 reizes 24-48 stundas no uzbriedanas
sakuma {K/apheck et al. 1990, De Gara et al. 1991, Cakmak et al. 1993, De Gara et
al. 1993),

Ari citds attistibas stadijas novérojamas fiziologiski nozimigas askorbata
peroksidazes aktivitates izmainas. Ta pieméram, Vicia faba L. séklu attistibas laika
novérota augsta askorbata peroksidazes aktivitate 3tinas, kuras atrodas dalisanas un
stieplanas stadija (Arrigoni et al. 1992).
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Parsteidzo3i maz informacijas atrodams par askorbata peroksidazes indukcijas
regulaciju. Par fitohormonu piedali3anos 3aja procesa var spriest visai netiedi péc
zinamas paralelitates starp askorbata peroksidazes aktivitati un etiléna veido3anos
(Kevers et al. 1992), ka ari no visai ierobeZotiem datiem par eksogénas abscizskabes
un etilénproducentu induktivo ietekmi (Mehlhorn 1990, Mittler et al. 1993). Var
pienemt, ka induktivais faktors ir ari peroksidazes substrati — H2O2 vai askorbinskabe,
it ipadi tapéc, ka eksogénais H2O2 var izsaukt askorbata peroksidazes aktivitates
pieaugumu (Mittler & Tel-Or 1991, Zheng & van Huystee 1992). Tomér, taja pala
laika, H2O2 ir ari askorbata peroksidazi inaktivéjoss agents gan in vitro(Chen & Asada
1992), gan in vivo (Svalheim & Robertsen 1993). Jaatzimé ari, ka aizsargmehanismu
attistiba augos stresa ietekmé sastav no divam fazém: (a) atra antioksidantu substratu
pieauguma un {b) léna antioksidativo fermentu aktivitates pieauguma (Ushimaru et
al. 1992).

Nav ari zinams, kadi molekularie mehanismi nodro3ina askorbata peroksidazes
indukciju. Var domat, ka 3aja procesa notiek askorbata peroksidazes géna ekspresija,
par ko liecina transkriptu daudzuma ievérojams pieaugums stresa iedarbibas rezultata
(Mittler et al. 1993). Ta ka askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums parasti ir
paraléls fermenta olbaltuma daudzuma pieaugumam, var pienemt, ka indukcija notiek
tiedi olbaltuma sintézes limeni un nav saistita ar péctranslacijas modifikacijam.
Interesanti, ka novérojama pretruna starp askorbata peroksidazes géna transkriptu
limena batisko paaugstinasanos stresa situacijas un relativi zemo aktivitates pieaugumu
(Mittler & Zilinskas 1994).
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1.4. Lignifikacijas biokimiskie un fiziologiskie aspekti

1.4.1. Lignina biosintézes reakcijas

Lignins ir sarezgits fenolu heteropolimérs, kur$ rodas, dehidrogenativi
polimerizéjoties trim dazadiem kané|spirtiem, monolignoliem, un kurs uzkrajas
noteiktu Stnu diferenciacijas beigu posma. Lignins nostiprina specializ&tas Siinas,
padara tas adensnecaurlaidigakas, un tam ir fundamentala nozime augu audu
mehaniskaja izturiba, $kidrumu vadiSana un aizsardziba pret slimibam. Biokimiskaja
limeni lignina sintézei ir raksturiga gara reakciju kéde no visparéja metabolisma caur
Sikimskabes ce]u, kopéjo fenilpropanoidu celu un specifisku lignina celu.

Kopéjais fenilpropanoidu cel§, kas sakas ar fenilalanina dezaminésanu un beidzas
ar hidroksikané|skabju kofermenta A (CoA} esteru veido3anos, ir kopiga sekvence liela
daudzuma dazadu fenolu savienojumu sintézei, kuri piedalas dazados augu attistibas
aspektos un aizsargreakcijas (Boudet et al. 1995). 5o ce|u var uzskatit par saisto3o
posmu starp t.s. primaro un sekundaro metabolismu, un taja piedalas fermenti (a)
fenilalanina amonijliaze (EC 4.3.1.5) , (b) kané|skabju hidroksilazes (EC 1.14.13.11),
(c) o-metiltransferaze (EC 2.1.1.6), (d) ferulskabes hidroksilaze un (e}
hidroksikané]skabju CoA ligazes (EC 6.2.1.12). Pédéja ir posma svarigaka reakcija, jo
taja radusies savienojumi ir ar augsti reaktivo tiolesteru saiti. No hidroksikanélesteru
CoA caur specifiskiem celiem rodas tadas savienojumu grupas ka flavonoidi, lignins,
stilbéni u.c.

Specifiskais lignina veido%anas zars sakas ar atbilsto3o hidroksikané|esteru CoA
parvérianos par aldehidiem reakcija, ko katalizé kané|skabju CoA reduktaze {EC
1.2.1.44). Lignina monomériskie priekste¢i (kumarspirts, koniferilspirts, sinapspirts)
rodas kané|spirta dehidrogenazes (EC 1.1.1.195) reakcija. Jautdjuma par fermentu,
kur§ piedalas lignina monoméru polimerizacija par nativo ligninu, joprojam nav
skaidribas. Klasiska pieeja vesta, ka 3tnu siena lokalizétas oksidazes parvérs
monolignclus par mezomeériskiem brivajiem radikaliem, kuri spontani palimerizéjas
par ligninu (Boudet et af. 1995). Bez tam, netiek izslégta arT iespéja, ka brivo radikalu
veidosanas ir nefermentativs process (kédes veido3anas reakcija). Ka jau aprakstits
nodala 1.3.2., ir visai daudz korelativu pieradijumu par peroksidazes piedalisanos
lignina polimerizacija. Tomér, noteikta peroksidazes izozima piedaliZanos lignifikacija
vél nav iespéjams definét bez pretenzijam. Pedéja laika atjaunojas ari diskusija par
to, ka par ligninu polimerizaciju ir atbildigs ferments lakaze (EC 1.10.2.2; Dean &
Eriksson 1994). Kritiskais moments, lai izikirtos par viena vai otra fermenta darbibu
$aja posma, ir iespéjama H20? ka kosubstrata piedalidanas, kas ir nepiecie$ama tikai
peroksidazes ka darbiga fermenta gadijuma. Lai ari dati par saistibu starp H20)
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veidoSanos un aktivu lignifikiciju ir parsvara korelativi (Ofson & Varner 1993}, ir
pieejami ari tie3aki pieradijumi par H202 nepiecieSamibu lignifikacijas procesa (Nose
et al. 1995).

1.4.2. Lignina uzkrasanas augu attistibas gaita un tas regulacija

Sanas attistibas laika lignina uzkrasanas notiek tris atsevisku stadiju veida, sekojot
oglhidratu uzkra3anas procesam dazados sekundara sanapvalka slanos (Terashima et
al. 1993). Pirma lignina uzkrasanas notiek $anas storos un vidéja plaksnité péc pektina
izgulsnéSanas partrauk3anas un aréjas lamellas (S1 slana) veido3anas sakuma. Otra ir
lénas lignifikacijas faze, kas saistita ar celulozes mikrofibrillu un mannana un ksilana
uzkradanos vidéja lamella (S2). Galvena lignifikacija notiek péc celulozes mikrofibrilu
nogulsnéianas sakuma iek3éjas lamellas (S3) slani.

lautajums par to, vai $anu sienu lignifikaciju var uzskatit par vienu no faktoriem,
kas izsauc 30nu linearas augsanas apstasanos, ir visai principials, lai izprastu augu
augsanas inhibésanas mehanismus. Paslaik gan nav neapgazamu pieradijumu 3adas
hipotézes pieradidanai, jo dati par sakaribu starp $anu aug$anu un lignina uzkrasanos
ir visai pretrunigi. Jaatzimé, ka daudzos gadijumos ir novérojama negativa korelacija
starp aug3anas atrumu un lignina saturu (Whitmore 1971, Ros Barcelo et al. 1989).
Lignina satura pieaugumu var novérot, inhibéjot augu aug3anu mehaniska stresa
rezultata (De faegher et al. 1985), mainot augu orientaciju {Prasad & Cline 1987), ar
retardantu apstradi (Marigo & Boudet 1980, Prasad & Cline 1987), sa|u stresa ietekmé
(Hagege et al. 1988). Tomér, pétot augsanas regulatoru ietekmi uz lignifikaciju kviedu
koleoptilés, nav atrasta céloniska sakariba starp augSanas inhibé&Sanu un lignifikaciju
atkariba no lietotas aug3anas regulatoru koncentracijas (Whitmore 1971). Uz
histokimisko testu pamata ir izdarits secinajums par to, ka ievérojama 3inapvalka
lignifikacija noteikta starpposma segmenta sorgo augiem sakas tikai péc dota segmenta
$unu linearas aug3anas apstasanas (Stafford 1967), ka ari par to, ka lapas platné lignina
uzkradanas nesakas pirms epidermas 3Gnu stiep3anas partraukianas (MacAdam &
Nelson 1989).

Lignina uzkrasanos 3anapvalka ir piepemts uzskatit par vadaudu elementu
diferenciacijas markieri. Audu vai 3anu kultaras lignifikacijas maksimums parasti sakrit
ar ksilemas elementu veido3anas stadiju, savukart, lignina veido3anas notiek tikai
kultivacijas vidé, kas inducé ksilemas veido3anos (Wolter & Gordon 1975, Fukuda &
Komamine 1982, Miller et al. 1985). Netiedi uz 3adas likumsakaribas pastavésanu
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norada ari pieaugo3s lignina satura gradients virziena no jaunakiem uz nobriedugiem
audiem augo3os vegetativajos organos (Higuchi 1957, Ros Barcelo et al. 1989). Tomér,
atseviskos gadijumos nav novérojama sakariba starp lignina saturu un diferencéto
$unu skaitu (Minocha & Halperin 1976).

Sunapvalka lignifikacijas aktivésanas notiek mehaniska (De Jaegher et al. 1985},
gravitacijas (Goliber 1989) un kimiska stresa, ka ari audu ievaino3anas rezultata
(Rittinger et al. 1987, Ke & Saltveit 1988} un ka atbilde uz patogénu infekciju (Ride
1975, Moerschbacher et al. 1989). Mehaniska stresa un audu ievainojuma rezultata
audos tiek inducéti mehanismi, kas izsauc bojatas virsmas izolaciju, samazinot iespéju
patogénu iek}G3anai. Viens no 3adiem mehanismiem ir stipri lignificétu 3anu slana
veidoSanas uz bojato audu virsmas vai to tuvuma (Ride 1975, Rittinger et al. 1987, Ke
& Saltveit 1988). Savukart, lokalizéta lignina veidoSanas inficétajos audos, ko induceé
rezistences mehanisms, ierobeZo patogéna izplati3anos (Ride 1975, Moerschbacher
et al. 1989). Bez tam, mehaniska kairinajuma inducéto lignifikacijas pieaugumu var
uzskatit par mehanismu, kas aizsarga pret iespéjamu dota faktora otrreizéju iedarbibu
(De faegher et al. 1985).

Fenilpropanoidu sintézes cela regulacija saistiba ar lignifikaciju ir visai neskaidra.
Vismaz tris svarigi jautajumi attieciba par 31 kopéja cela funkcionésanu paliek
neatbildéti. Vai dazadu hidroksikané|skabju esteru CoA atskirigais relativas veido3anas
atrums ir svarigs lignina monoméru sastava noteik3anai? Vai kopéja oglek|a plisma
caur celu ir limitgjo3ais faktors vai viens no limitéjosiem faktoriem lignina sintézé?
Vai lignina priekite¢u veido3anas lignificéjo3os audos ir saistita ar specifisku
fenilpropanoidu cela génu aktivitati? Citiem vardiem sakot, probléma ir attieciba par
to, vai lignifikaciju aktivéjoSais faktors izsauc kopiga génu kopuma aktivaciju, kas
athild par dazadu fenolu priekdtecu sintézi, vai ari aktivé multigénu grupu locek|us,
kas ir tiegi saistiti ar lignina sintézi. Skiet, ka vismaz uz pirmajiem diviem jautajumiem
var atbildét pozitivi. Attieciba uz treso jautajumu, lai arl fenilpropanoidu cela fermentus
kodé multigénu fermenti, tomér nav atrasti lignifikacijai specifiski grupu locek|i.
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1.5. Endogeénais oksidativais stress augos

1.5.1. Skabek|a aktivéSanas reakcijas augos

Primaraja Zemes atmosféra nebija skabek|a. Substratu metabolisms ta laika
organismos notika ar relativi vienkar3u elektronu transporta sistému starpniecibu, kur
elektronu plismam bija visai zema oksidé3anas spéja. Lidz ar fotosintézes rasanos,
tas gazveida produkts, O2, pieaugosos daudzumos uzkrajas atmosféra. Dala organismu
adaptéjas 3ai izmainai, ieslédzot jauno oksidétaju sava metabolisma, kas deva
ievérojamas priek3rocibas dazadu savienojumu oksidésana. Tomér, dzive ar skabekli,
lai ari |oti efektiva no energétiska viedok|a, nes sevi potencialas briesmas. Atmosféras
skabeklis sava pamata (tripleta; O2) stavokli ir relativi mazreaktivs, tacu tam ir augsts
oksidativais potencials. Skabeklis var pariet singleta stavokli (aktivéties} gan kimisku,
gan ari fermentativu un fizikalu reakciju gaita. Ta rezultata veidojas reaktivi savienojumi
(toksiskie jeb aktivie skabekla savienojumi), kurus raksturo ievérojama nestabilitate
biologiskajas sistémas — superoksida anjonradikalis (O32--), hidroksilradikalis (OH-)
un Gdenraza peroksids {H2072) (5alin 1987). Sie aktivétie skabek|a savienojumi var
izsaukt molekulu, membranu un citu 3Gnas struktaru bojajumus, galvenokart, reagéjot
ar nepiesatinatajam taukskabém un izraisot to peroksidaciju (Elstner et al. 1988). Sada
situacija, kad aktivie skabek|a savienojumi izraisa $unu bojajumus, tiek saukta par
endogéno oksidativo stresu.

Tadéjadi, lai ari skabeklis ir nepiecieSams aerobo organismu izdzivo3anai, to
eksistence ir tiedi atkariga no efektivas detoksificéjoso sistému darbibas ¥anas.
Evolicijas procesa visiem organismiem, it ipasi, augstakajiem augiem ka parvietoties
nespéjigai dzivibas formai, ir attistijusies mehanismi skabek]|a toksiskuma novérianai.
Pie tiem pieder gan kimiskas, gan fermentativas antioksidantu sistémas. Pédéjos desmit
gados ir uzkrajusies pieradijumi, kas liecina, ka |oti daudzi augstiko augu fiziologijas
aspekti ir tiedi saistiti ar skabek]a aktivaciju auga un ta detoksifikaciju (Alscher 1989).

Aktivo skabek|a formu rasanas notiek normala 3inu metabolisma rezultata visa
auga attistibas taika, Tpasi pastiprinoties vides stresa apstak|os. Fotosintez&jo%as %tinas
galvenais aktiva skabek|a formu avots ir hloroplastos notiekoSie procesi. O2 redukcija
par superoksidu tilakoidos notiek fotosistéma |, ka ari ar periferiala ferrodoksina
piedalianos (Asada 1992). Superoksids pats par sevi nav tik augsti toksisks, ka paréejie
skabek|a radikali. Tacu tas var piedalities virkné ar skabekli saistitu reakciju: lipidu
peroksidacija, membranu bojajumos, DNS bojajumos u.c. Domajams, ka superoksids
darbojas ka daudz efektivaka oksidanta, hidroksilradikala, generators reakcija ar H2O2.
Pie tie3ajiem O3 - efektiem var pieskaitit katalazes un glutationa peroksidazes
inaktivaciju (Fridovich 1986). Superoksida ra3ands atrums hloroplastos ir apméram
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240 pmol sekundé (Asada 1994).

Superoksida redukcija par H2O2 notiek ar fermenta superoksiddismutazes (EC
1.15.1.1) starpniecibu. Udenraza peroksids ir visstabilakais no visam aktiva skabek|a
formam, un tam nav radikala ipasibu. Tas var darboties gan ka oksidants, gan ka vajs
reducétajs. H2O2 ir relativi mazreaktivs, un nereagé efektivi ar organiskajiem
substratiem. Udenraza peroksida biologiskais toksiskums saistas ar SH grupu oksidaciju,
ka ari ar spéju veidot hidroksilradikali metalu katalizatoru klatbatné (Salin 1987).

H202 vienvalentas redukcijas produkts ir arkartigi reaktivais hidroksilradikalis
(OH-). Ta reakcijas atrumu kontrolé gandriz tikai difGzijas atrums, un tas iedarbojas
uz praktisiki visiem organiskajiem savienojumiem. Tapéc ta pussabruk3anas periods
Skidumos ir Joti iss un to ir griti noteikt. OH- augu audos praktiski reagé ar pirmo
pieejamo substratu — fermentiem, nukleinskabém, membranam u.c., ta destruktivais
un mutagénais potencials dzivajos audos ir milzigs. Tapat ka suproksids, ari
hidroksilradikalis iedarbojas ar $Ginas komponentiem tiesi sava radanas vieta (Asada
1994). Hidroksilradikali, pretstata O2-- un H2O2, ir parak reaktivi, lai tos varétu sagraut
fermentativi, bet to veido%anos ierobezo superoksida un odenraza peroksida
partversana.

Singletais skabeklis var veidoties dazadas kimiskajas, fotokimiskajas un
biologiskajas sistémas, kuras piedalas brivie radikali, lipidu peroksidi vai
fotooksidacijas. Fotosintezéjosos organismos singletais skabeklis rodas, hlarofilam
darbojoties ka fotonu absorbentam, izejas energiju nododot Oz molekulai (Safin 1987).
Singletais skabekiis ir augsti reaktivs un veido hidroperoksidus un endoperoksidus,
kas var izsaukt brivo radikalu kédes reakcijas. Biologiskajas sistémas singletais skabeklis
izsauc lipidu peroksidaciju, kas noved pie membranu struktiiras izmainas un
pavajinasanas. |

Mitohondriji ir otra svarigaka iek3$anas superoksida rasanas vieta (Rabinovitch
& Fridovich 1983). Mitohondriju elpo3anas kéde ir divas O2-- radanas vietas, saistitas
ar flavoproteina NADH dehidrogenazi un ubihinona-citchroma b segmentiem.
Superoksida dismutazes darbibas rezultata veidojas H2O2, kur$ var parvietoties no
mitohondrijiem uz citam organellam (Puntarulo et al. 1988). Lidz pat 2 % no
mitohodrijos patéréta skabekl|a piedalas H2O2 veido3ana. Superoksids un ta derivati
var veidoties ari citos $unas kompartmentos — mikrosomas, peroksisomas un
glioksisomas, plazmalemma, ka ari $unapvalka (Efstner & Osswald 1994). Ja paréjos
kompartmentos skabek|a aktivo formu veido$anis parsvara saistita ar endogéno
oksidativo stresu nelabvéligu apstak|u ietekmé, tad 3unapvalka skabekla aktive3anas
reakcijam ir kritiska nozime ¥0nas normalas fiziologijas nodrodinasana. Tas saistits ar
peroksidu piedaliZanos lignina polimerizacija un rezistencé pret patogéniem (E/stner
& Osswald 1994).

Normala auga attistibas gaita var izdalit atsevikus periodus, kas raksturigi ar
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augstu aktivéta skabek|a savienojumu veido3anas intensitati. Loti izteikti H2O)
veido$anas un sadalianas procesi notiek agras digsanas stadijas (Puntarulo et al. 1988).
Galvenais H202 avots 3aja laika ir elektronu parneses kédes mitohondrijos. Ta ka
aktivetas skabek)a formas ir ari fotosintézes blakusprodukts, tad pareja no etioléta
stavok|a uz aktivu fotosintézi, pieméram, digstam izaugot zemes virspusé, ari ir saistita
ar zinamu oksidativo stresu audos (Thomsen et al. 1992). V&l viena stadija, kas
raksturojas ar seviski augstu skabek]a toksisko formu saturu ar sekojosam destruktivam
izmainam, ir novecosanas (Brennan & Frenkel 1977, Chin & Frenkel 1977, Dhindsa
etal. 1981, Kumar & Knowles 1993). Minétajas attistibas stadijas, lidztekus pastiprinatai
skabek|a aktivacijai, notiek ari detoksificéjoso sistému indukcija.

Praktiski visu veidu stresa faktoru iedarbiba uz augiem ir saistita ar skabek]a
aktivaciju (Elstner et al. 1988). Ta saukto “septinu stresa faktoru” (gaisma, radiacija,
biologiskas ietekmes, mehaniskie faktori, kimiskie faktori, hidratacija un temperattra)
ietekme dabiskos apstakjos ir grati atSkirama, paradot, ka skabekla aktivé3anas $anas
ir nespecifiska, vispariga augu atbildes reakcija uz vides stresu. It ipasi jaakcenté
oksidativa stresa iespéjama piedaliSanas augu aizsargreakcijas, jo peroksidi var
darboties par starpniekiem signalu parneSanas procesos {Apostol et al. 1989). Par
pilniba pieraditu var uzskatit odenraza peroksida piedali3anos patogéna-auga
mijiedarbiba {Levine ef al. 1994). Patogéna infekcijas rezultata $ina veidojas H202,
kuram ir divéjada loma. Infekcijas skartajas 3anas H207 inducé programmétu lokalu
$unu bojaeju, ka ari blakus eso3o 3anapvalku olbaltumu krustsaistisanos, kas darbojas
ka fiziska barjera. Daja H2O2 parvietojas audos ka signalmolekula, izsaucot
aizsargsistémas génu transkripciju. Bez tam, H20O2 var izsaukt ari sistemiski iegato
rezistenci (Chen et al. 1993). Udenraza peroksida atkarigo génu ekspresijas mehanismi
vél nav noskaidroti. Jadoma, ka H2(O? darbojas ka redoks-jutiga parneséja modulators
(Inze & Van Montagu 1995). Varétu pienemt, ka H2O2 ir signdlmolekulas loma ari
citds situacijas, kas saistitas ar endogéno oksidativo stresu. Ta pieméram, H20O satura
pieaugums audos aprakstits ka reakcija uz inokulaciju ar patogénu ierosinatajiem
(Apostol et al. 1989, Devlin & Gustine 1992, Svalheim & Robertsen 1993), infekcijas
rezultata (Sekizawa et al. 1985, 1987), sa|u stresa iedarbiba mitohondrijos (Hernandez
et al. 1993), sausuma (lrigoyen et al. 1992, Pastori & Trippi 1993) un temperataras
stresa rezultata (Okuda et al. 1994, Gianetti et al. 1993), ka ari fotooksidativa stresa
apstak|os (Wise & Naylor 1988, Thomsen et al. 1992). Ta ka Gdenraza peroksids ir ari
labi zinams vairaku fermentu aktivitates inhibitors gan in vitro, gan in vivo, ta darbiba
signalmolekulas loma visparéjo stresa situaciju norises laika ir pretruniga probléma
(Inze & Van Montagu 1995). Visparigi nemot, atkariba no stresa faktora intensitates
un auga fiziologiska stavok|a, stresa iedarbiba var izsaukt metaboliskus vai transporta
blokus, kas izraisa raksturigas izmainas skabekli aktivéjoso vai dezaktivéjoso fermentu
ekspresija (Efstner et al. 1988).
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1.5.2. Fermentativas detoksifikacijas mehanismi un

antioksidativas rezistences pamati

Augsti energétiskas fotosintézes reakcijas, no vienas puses, un skabek|a
pieejamiba no otras, padara augu hloroplastus par bagatigu aktivo skabek]a formu
avotu. Antioksidativaja sistéma piedalas gan fermenti (superoksiddismutaze, askorbata
peroksidazes), gan nefermentativie komponenti - askorbats, glutations u.c. Eksisté
visparéjs pienémums par to, ka antioksidativie fermenti ir kritiskie komponenti, lai
novérstu oksidativa stresa situacijas augos (Allen 1995). Sada hipotéze balstas uz
vairakam pieradijumu grupam. Pirmkart, viena vai vairaku 3o fermentu aktivitate pieaug
augos, kas atrodas stresa situacija, un 3is aktivitates pieaugums korelé ar stresa
tolerances pieaugumu. Otrkart, augu pak|au$ana viena veida stresam var paaugstinat
toleranci pret cita sekojo3a stresa iedarbibu. 51 paradiba ir pazistama ka krusteniska
tolerance. Tregkart, augu linijam, kuras ir rezistentas pret herbicidiem, kas inducé
aktivo skabek|a formu veidoZanos (pieméram, metilviologéns), ir paaugstinata viena
vai vairaku 30 fermentu aktivitate, un tiem var izpausties krusteniskas tolerances
paradiba. Sie novérojumi parada, ka vides stresa ietekme var stimulét augus paaugstinat
to aktiva skabek|a partvéréju sistému efektivitati, un $is pieaugums acimredzot izsauc
visparéju stresa aizsardzibu. Lai ari visai acimredzami, ie novérojumi dod tikai netiesus
pieradijumus %o fermentu nozimei stresa aizsardziba, un faktiski nesniedz nekadu
informaciju par atsevitko fermentu specifisko lomu.

Tadéjadi, pédéjos gados uzkrata informacija ir par pamatu visparigas konceptualas
hipotézes izveido3anai par to, ka stresa toleranci ir iespéjams palielinat, palielinot
augu endogéno antioksidativo kapacitati. Principialu pieradijumu iegd3ana 3ai
hipotézei ir pasreiz notieko$o un netala nakotné planoto zinatnisko eksperimentu
uzdevums,

Salidzinodi nesen uzsaktie pétijumi, pielietojot aktiva skabekl|a formas sadalo3o
fermentu génu ekspresijas manipulaciju ar génu parne3anas tehnologijas palidzibu, ir
devusi iespéju talak raksturot pretoksidativo fermentu funkcijas (Foyer et al. 1994).
Lai ari pagaidam visai ierobeZoti, Sie eksperimenti ari norada uz to, ka hloroplastu
aktiva skabek|a sadalitanas sistéemas modifikacija var izraisit ievérojamas oksidativa
stresa tolerances izmainas, un dod zindmu noradi uz iespéju lietot 3adu metodiku
augu izturibas uzlabo3anai.

Loti daudzos gadijumos augi ar konstanti ekspresétu atsevisku pretoksidativo
fermentu aktivitates pieaugumu neizrada paaugstinatu stresa toleranci (Pitcher et al.
1991). Varetu pienemt, ka $ada situdcija ir tie3i saistita ar visas aizsargfermentu sistémas
aktivé¥anas nepiecie$amibu. Ta pieméram, transgéniem tabakas augiem ar triskartigi
palielinatu superoksiddismutazes aktivitati lidz ar ievérojamu oksidativa stresa
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rezistences pieaugumu bija novérojams ari triskartigs askorbata peroksidazes aktivitates
pieaugums (Sen Gupta et al. 1993b).

Antioksidativas aizsargsistémas aktivitatei jabat vienadai ar aktiva skabek]a formu
destruktivo potencialu gan normala metabolisma laika, gan stresa situacijas. Ir
acimredzams, ka antioksidativa aizsargsistéma augos ir visai ierobeZota tas kapacitaté
atbildét uz stresa iedarbibu. Atsevisku fermentu aktivitates parasti pieaug ne vairak ka
divkartigi stresa iedarbiba (Foyer et al. 1994). 51 visai mérena atbildes reakcija kjast
saprotama, ja nem veéra, ka sistéma ir ieprogramméta bojaejai, saskaroties ar ekstrému

- apstaklu iedarbibu. Ta pieméram, patogénu invazijas gadijuma ir nepiecieSama audu
un struktarolbaltumu destrukcija, lai ierobezotu infekcijas izplatisanos. Lidz3ingjie
dati neapstiprina piepémumu par to, antioksidativa sistéma reagé uz iespéjamo
bojajumu ar atru génu ekspresijas izmainu, bet drizak gan atbild tikai uz realas
bojajumu situacijas iestadanos. Pasreizéja bridi nevar atbildét pilniba apstiprino$i ari
uz jautajumu par pozitivas antioksidativo fermentu génu ekspresijas lomu pretstresa
reakcijas.

1.5.3. Lipoksigenaze un membranu lipidu peroksidacija

Lipoksigenaze (EC 1.13.11.12) ir augos plasi sastopams ferments, nehéma dzelzi
saturo3a dioksigenaze, kur3 katalizé cis,cis-1,4-pentadiénu sistému saturo3o
polinepiesatinato taukskabju un esteru hidroperoksidaciju (Siedow 1991). Augu
lipoksigenaze oksidé linolskabi par 9- vai 13-hidroperoksida C1 8 derivatiem. Sekojosas
fermentativas reakcijas veidojas dazadi C12 derivati, to skaita, ari jasmonskabe
(Sembdner & Parthier 1993). Pédgja laika pétijumi liecina, ka lipoksigenaze ir iesaistita
vairakas augu fiziologiskajas funkcijas. Pie tam pieder augsana un attistiba, aizsardziba
pret ievainojumu un patogéniem, novecoianas u.c. Ta ka lipoksigenaze ir nepiecie3ama
jasmonskabes sintézei, kura ietekmé daudzus fiziologiskos procesus (Cree/man &
Mullet 1995), var pienemt, ka atsevisku lipoksigenazes izofermentu piedaliZanas
fiziologiskajos procesos ir saistita ar to darbibu jasmonskabes sintézé. Ir ari dati par
to, ka séklas un lapas lipoksigenaze var izpildit rezerves olbaltuma funkcijas (Siedow
1991). Citas fiziologiskas funkcijas, kas nav saistitas ar jasmonskabes biosintézi, varétu
bt membranu degradacija hipersensitivas rezistences atbildes laika (Croft et al. 1990),
antimikrobialo taukskabju derivatu veido3ana (Ohta et al. 1990), abscizskabes sintéze
(Creefman et al. 1992).

Virkne faktu apstiprina hipotézi par to, ka lipoksigenize piedalas membranu
integritates zaudé&3ana novecolanas procesu laika (Droillard et al. 1993). Tas varétu
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bat saistits ar lipoksigenazes potencialo substratu lokalizaciju tiedi membranas, ka an
ar reaktivu produktu veido3anos, kuri var paaugstinat membranu caurlaidibu. Lidz3ingja
informacija gan liecina, ka lielaka dala augu lipoksigenaZzu, ieskaitot ari membranu
saistitas formas, dod prieksroku brivu taukskabju, nevis membranu taukskabiju,
oksidésanai (Hildebrand 1989). Var pienemt, ka p&c brivo taukskabju atbrivo3anas no
membranam lipaZzu darbibas rezultata, lipoksigenaze katalizé lipidu peroksidaciju
(Thompson 1988). Lipidu derivati un veidotie brivie radikali lidz ar to var izsaukt
membranu funkcijas zudumu.

Lielaka dala lipoksigenazu augos ir raksturotas ka 3kisto%i fermenti, kas lokalizéti
citoplazma (Siedow 1991). Imunokimiska iezimé$ana un frakcionésanas pétijumi
parada ari membranu formu esamibu (Vick & Zimmerman 1987).

Aftieciba uz vegetativajiem audiem, daudzos eksperimentos ir atklata augsta
lipoksigenazes aktivitate agras digstu attistibas stadijas (Vernovy-Gerritsen et al. 1983}
un aktivi augo3as lapas ar sekojosu krasu samazinasanos audu nobrie3anas laika
(Douitlard 1979, Douillard & Bergeron 1981, Hertel et al. 1987). Lapas lipoksigenazes
aktivitate korelé ar to dzivas masas pieaugumu (Kubacka-Zebalska & Kacperska-Palacz
1980). Raksturigi ari, ka lipoksigenazes aktivitate ievérojami paaugstinas noveco3anas
laika un visdazadakajas stresa situacijas (Dhindsa et al. 1981, Vick & Zimmerman
1987). Ta pieméram, lipoksigenazes aktivitates pieaugums un atsevisku izofermentu
izmainas ir novérotas péc infekcijas vairakam augu sugam (Croft et al. 1990, Koch et
al. 1992). Mehaniska ievaino3ana ari izsauc lipoksigenazes ekspresijas pieaugumu
gan lokali, gan sistémiski (Hildebrand et al. 1989). Lipoksigenazes transkriptu limena
pieaugums novérots 8 stundu laika péc ievaino3anas (Bell & Mullet 1991). Arabidopsis
thaliana atklati dazadi lipoksigenazes géni ar dazadu ekspresiju - tikai viens no tiem
tika aktivéts ievainojuma ietekmé (Bell & Muilet 1993). Visi fiziologiskie novérojumi
par lipoksigenazes aktivitates izmainam norada uz zinamu 3i fermenta saistibu ar etiléna
izdali3anos, jo visas aprakstitas situacijas ir raksturigas ar relativi intensivu etiléna
veido3anos (skatit 1.2.2.). Pirms nativa etilénveidojo3a fermenta dabas atklasanas tika
uzskatits, ka lipoksigenaze varétu piedalities etiléna biosintézé no ACKS (Vick &
Zimmerman 1987). Ta ka 3is in vitro efekts ir saistits ar brivo radikalu veido3anos
lipoksigenazes reakcija, bet nevis ar tieju fermenta darbibu, varétu domat, ka stresa
situacijas gan lipoksigenaze, gan etiléna biosintézes fermenti tiek aktivéti pa kopigu
signalu parneses celu.
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2. MATERIALS UN PETIJUMU METODES
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2.1. Augu materiala audzesana

2.1.1. Graudza|u digsti

Craudzalu séklas ieguva no Prieku|u Selekcijas un izméginajumu stacijas (rudzus
izmantoja ziemas rudzus (Secale cereale L., 3kirne Priekulu), ziemas kvieus (Triticum
aestivum L., 3kirne Mironovskaja 808) un miezus {Hordeum vulgare L., 3kirne Abava).
Visparéja séklu sagatavodana ietvéra dezinfekciju 0.1 % KMnO4 10 min ar sekojo3u
aktivu mazgasanu dadeni 10 min, péc ka séklas uzbriedinaja tdeni 6 h.

Etiléna izdalisanas un aug3anas ritmiskuma noteik3anai individualos digstos
(3.1.1.) séklas sadiedzé&ja Petri platés uz mitra filtrpapira. Digsto3as séklas, kuras atradas
aptuveni vienada attistibas stadija, izstadija individualas mégenés (12 x 120 mm, 7
mi) uz mitras vates. Kontroles digstus audzéja uz vates Petri platés. Séklas diedzéja
tumsa 36 h 25°C temperatara. Péc 20 h audzésanas tumsa, daju digstu parnesa augsanas
kamera balta fluorescentaja gaisma (25 W m2) ar fotoperiodu 16 h.

Paréjiem eksperimentiem (3.1.3. — 3.1.5. un 3.2.1. - 3.2.3.) séklas vienmérigi
1zs€ja plastmasas foto vanninas {32 x 25 cm) uz mitras vates. Lai pétitu etiléna indukciju
stresa ietekmé (3.1.2.), séklas izséja vannipas ar mitru vermikulitu. Péc inkubacijas
tumsa 25°C temperatdra, atkariba no eksperimenta apstak|iem, augus parvietoja gaisma
audzédanas kamera vai ari turpinaja audzét termostata tumsa. Audzésanas kamera
fotoperiods bija 16 h, temperatara 20°C un 17°C, attiecigi diena un nakti. Gaismu
nodrodinaja ar fluorescentajam spuldzém (LD-40 un LB-40), integrala radiacija augu
limeni 25 Wm-2. Augus laistija tikai ar krana adeni, vai ari pievienojot nepiecielamas
vielas attiecigaja koncentracija digstu apstradei. Apstradi ar etilénproducentiem
izdarija, augus apsmidzinot ar rokas miglotaju ar attiecigas koncentracijas 3kidumu
(10 ml uz vanninu). Apstrade notika ierobeZotas gaismas apstak|os un péc tas augus
turéja tumsa vél 2 h pirms parvietosanas pilna apgaismojuma. Tipiskaja gadijuma
apstradaja graudzalu digstus, kuru pirma lapa par 5-10 mm bija izaugusi koleoptiles
arpuse, '

Attieciga vecuma augu materiilu ievaca no rita 2 h péc gaismas perioda sak3anas
un izmantoja analizém nekavéjoties péc audu atdalidanas vai ari tos saldéja 3kidraja
slapekli un uzglabaja lidz analizém -25°C temperatira.

2.1.3. Priezu séjeni

Eksperimentos izmantotos 1 gadu vecos priezu (Pinus sylvestris L.) séjenus ieguva
no Olaines mezniecibas kokaudzétavas (3.3.3.) vai ari no Upsalas kokaudzétavas
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Zviedrija (3.3.2.). Séjenus izraka marta, parstadija 15 x 15 cm mala podos tradzemé
un audzéja augdanas kamera 12 h fotoperioda, apgaismoijot ar fluorescentajam lampam
(fotonu plasmas blivums 320 pmol m-2s-1). Temperatora bija 15°C diena un 10°C
nakti, Pumpuru attistibu inducéja ar apgaismojuma perioda pagarinasanu lidz 14 h
un pacelot dienas temperatiru lidz 20°C. Péc aktivas dzinuma stiep3anas sakuma
gaismas periodu pagarinaja lidz 16 h, bet temperatiru izmainija lidz 25°C diena un
15°C nakti. Augus laistija ar destilétu adeni ik dienas, bet sabalansétu baribas vielu
gkidumu lietoja laistiSanai reizi nedé|a.

In vivo apstradém séjenus migloja ar attiecigas koncentracijas $kidumu,
izmantojot rokas miglotaju, apméram 15 ml uz vienu séjeni. Séjenus apstradaja dienas
vidlG vaja apgaismojuma un palielinata mitruma apstaklos, lai kavétu kimikaliju
iztvaikosanu. Cetras stundas péc apstrades augus parvietoja atpakal kamera. Apstradi
ar inhibitoriem izdarija 4 h pirms pamatapstrades.

Skujas ievaca no rita un nekavéjoties lietoja analizém vai ari saldéja 3kidraja

| slapekli un uzglabaja -25°C temperatara.

Stresa etiléna biosintézes pétijumiem izmantoja skujas no zaru galiem, kas tika
ievaktas marta un aprili no dabiskos apstaklos augoliem prieZu kokiem Upsalas
dienvidu daja Zviedrija. Zarus uzglabaja 4°C temperatara, ievietojot polietiléna maisos.
Dajai eksperimentu izmantoja ari eglu (Picea abies (L.) Karst.) skujas.

2.1.4, Kartupelu dzinumu in vitro kultira

Materialu eksperimentiem no kartupelu {Sofanum tuberosum L. 3kirne Agrie
dzeltenie) stublaju eksplantu kultaras ieguva no Dr. Daces Gertneres (Latvijas
Universitates Augu audu kultaru laboratorija). Eksplanti no ilgsto3as kartupe|u dzinumu
kultaras tika klonéti bezhormonu agara barotné un audzéti stikla pudelés ar dazada
veida sléguma korkiem, ka ari etilénproducenta etefona (hloretilfosfonskabe, HEFS)
klatbatné. Lietoja sekojo3us sléguma veidus: {a) marles korkis, kas nodro3inaja gandriz
netraucétu gazu apmainu ar apkanéjo vidi; (b) butadiéna-stirola korkis ar taja ievietotu
cauruliti 3 mm diametra, kurd ielikta vate, kas uzturéja daléju gazu apmainu; (c)
butadiéna-stirola korkis pilnigai pudeles noslégSanai. HEFS pievienoja agara barotné
attiecigaja galéja koncentracija. Viena pudelé tika kultivéti 20 lidz 30 eksplanti. Augus
kultivéja aug3anas kamera Flora 25°C temperatara. Fotoperiods bija 16 h,
apgaismojums no fluorescentajam lampam ar intensitati 75 lidz 90 E m-2s-1 augu
limenn.

Sleguma tipa un etilénproducenta tielo ietekmi noteica, analizéjot paraugus,
kas bija kultivéti dazados apstak|os. Kultivé3anai izmantoja tikai lapu, tikai posmu,
vai ari posmu kopa ar lapu un pumpuru. Pédéja gadijuma analizéja ari peroksidazes
aktivitati jaunveidotaja dzinuma. Sléguma tipa pécietekmi noteica, parklonéjot
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materialu no pirma tipa eksperimentiem un audzéjot apstak|os ar gandriz neierobezotu
gizu apmainu, UdenraZa peroksida ietekmi noteica, pievienojot 3 ml 1 M H20)
mégenés augodiem eksplantiem 4 jauno posmu stadija. Mégenes aiztaisija ar korki un
inkubéja kultivéSanas apstaklos 24 h, péc tam noteica in vivo izdalito etilénu, bet augu
materidlu izmantoja peroksidazes aktivitates noteik3anai atseviski posmos un lapas.

2.2. Fermentative olbaltumu ekstrakcija

Graudzafu digstu fermentu aktivitates noteiksanai

Audus saldéja 3kidraja slapekli, sasmalcinaja ar porcelana piestinu porcelana
tigeli un ekstragéja 2 reizes ar aukstu acetonu (-20°C, 5 m! uz 1 g materiala), acetonu
atsica ar vakuumu Buhnera kolba, péc tam materialu 2avéja gaisa. Nepieciesamibas
gadijuma acetona pulveri glabaja -25°C temperatara.

Acetona pulveri ekstragéja ar 0.1 M natrija fosfata buferi pH 7.8 (3 m| bufera uz
0.1 g pulvera) 4°C temperatara 15 min, pievienojot 0.1 g neskisto$a polivinilpirolidona
uz 0.1 g acetona pulvera. Homogenatu filtréja caur kaprona sietu (# 80) un centrifugéja
10 min ar paatrinajumu 16 000 xg. Supernatantu lietoja 3kistoso fermentu aktivitites
noteiksanai {peroksidaze, lipoksigenaze). Péc ekstrakcijas atlikuso audu materialu
Mmazgaja 2 reizes 5-kartiga ekstrakcijas bufera apjoma ar sekojo3u centrifugésanu, un
ekstragéja 2 h 4°C temperatara ar 0.1 M natrija fosfata buferi pH 7.8, kas saturéja 1 M
KCl. Homogenatu filtréja un atkartoti centrifugéja. Supernatantu izmantoja jonu saistitas
peroksidazes aktivitates noteik3anai. Atlikudo audu materialu mazgaja 2 reizes buferi
ar 1 M KCl, centrifugéja un inkubé&ja 24 h istabas temperatira 0.1 M natrija fosfata
buferi 2.5 % pektinazes un 0.5 % celulazes klatbatné. Péc filtrésanas un centrifugésanas
materialu lietoja kovalenti saistitas peroksidazes aktivitates noteik3anai.

Starp$ainu telpas (ekstracelularas) peroksidazes aktivitates noteik3anai, 1 g lapas
audu infiltréja vakuuma 0.1 M natrija fosfata buferi (pH 7.8) 2 reizes pa 1 min,
izmantojot 10 ml medicinisko §irci. Apoplasta mazgajumu ieguva, centrifugéjot
infiltrétos audus 10 min ar paatrinajumu 1500 xg stobrinos ar perforétu ieliktni skidruma
savdkSanai (Rathmell & Sequeira 1974). Ekstraktu lietoja brivi $kisto3as starpsanu telpas
peroksidazes aktivitates noteik3anai. No 1 g graudzalu lapas audu ieguva apméram
250 pl ekstrakta. Tos padus audus atkartoti infiltréja (2 x 1 min) natrija fosfata buferi ar
1 M KCl. Pec centrifugélanas iegato ekstraktu izmantoja jonu saistitas Sanapvalka
Peroksidazes aktivitates noteik3anai. Atlikusos audus ekstragéja, ka aprakstits ieprieks,
lai noteiktu 3tinas palikugo (protoplasta) peroksidazes aktivitati.
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.Askorbata peroksidazes aktivitates noteik$anai graudzalu digstos un kartupelu
dzinumu audos

MieZu lapu un kartupe|u dzinumu audus sasmalcinaja 3kidraja slapekli, lietojot
porcelana piestinu un ekstragéja 4°C temperatira 25 mM morfolino-etansulfonskabes-
KOH bufert pH7.2, kas saturéja 1 % neskistosa polivinilpirolidona, 1 mM
etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals un 1 mM askorbinskabes. Uz 1 g audu
materiala lietoja 6 ml bufera. Ekstrakcija ilga 15 min. legito homogenatu filtréja caur
neilona sietu (# 80) un centrifugéja 15 min 15 000 xg paatrinajuma 4°C temperatara.
Supernatantu lietoja askorbata peroksidiazes aktivitites noteik3anai. Pirms analizes
ekstraktu uzglabaja 4°C temperatara ne ilgak par 4 h.

Askorbata peroksidazes aktivitates noteikSanai prieZu skujas

Priezu skuju paraugus sasaldéja 3kidraja slapekli, sasmalcinaja ar porcelina
piestinu porcelana tigeli un ekstragéja ar 50 mM HEPES buferi (pH 7.2, 6 mi uz g
dzivas masa), kas saturéja 1 mM etiléendiamintetraetikskabes diNa sals, 1 mM natrija
askorbata, 3 % neskisto3a polivinilpirolidona un 0.3 % Triton X-100. Ekstrakcija ilga
15 min 4°C temperatira. Homogenatu filtréja caur neilona sietu (# 80), centrifugéja
15 000 xg 15 min, un supernatantu lietoja fermenta aktivitates noteik3anai.

2.3. Fermentu aktivitates noteikSana

2.3.1. Peroksidaze

Peroksidazes aktivitati noteica spektrofotometriski. Reakcijas maisijums (3 ml
tilpuma) peroksidazes aktivitates noteik$anai sastavéja no 1.5 ml atbilsto3a bufera, 1
ml 0.05 M H207, 0.4 ml adenraza donora 3kiduma un 0.1 ml augu ekstrakta.
Absorbciju registréja uz spektrofotometra attieciba pret kontroli, kas H2O) vieta
saturéja 1 ml H20, 1 min péc reakcijas iniciacijas ar H2O2 pievieno3anu. Aktivitati
noteica liknes linearaja dala. Vilpa garums atbilda attieciga reakcijas produkta
absorbcijas maksimumam dotajos reakcijas apstakjos — benzidinam 600 nm, vanilinam
425 nm, gvajakolam 470 nm, dianizidinam 460 nm, kateholam 395 nm, kafijskabei
410 nm, feniléndiaminam 485 nm, ferulskabei 520 nm. So0s denraza donorus lietoja
0.01 M 3kiduma veida 25 % etanola, bet grati $kisto3os savienojumus lietoja piesatinatu
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skidumu veida. Askorbata peroksidazes aktivitati noteica, mérot askorbinskabes
absorbcijas kritumu pie vilpa garuma 290 nm ar divstaru UV-VIS spektrofotometru
Specord M40. Askorbatu lietoja natrija sals forma, galéja koncentracija 1 mM,

Aktivitates pH optimumu ar dazadiem adenraZa donoriem noteica 0.2 M acetata
buferi (pH 4.2, 4.6, 5.0, 5.4, 5.8) un 0.1 M natrija fosfata buferi (pH 5.8, 6.2, 6.6, 7.0, 7.4,
7.8). Atbilstosi iegatajiem rezultatiem, analizém lietoja sekojoSus buferus: gvajakolam,
vanilinam, dianizidinam, feniléndiaminam, kateholam, ferulskabei, kafijskabei - 0.1
M natrija fosfata pH 6.0; benzidinam un askorbinskabei - 0.2 M acetata pH 5.4.

2.3.2. Lipoksigenaze

Reakcijas maisijumu lipoksigenazes noteik3anai sagatavoija atbilstosi aprakstitajai
metodikai (Hertel et al. 1987). Vienu tilpumu linolskabes izikidinaja 4 tilpumos absolata
etanola. No iegita $kiduma 0.4 ml emulgéja 2 h ar magnétiska maisitaja palidzibu 50
ml H20, kas saturéja 0.6 mi 1 M KOH un 0.1 g Tween-20. tegutajai emulsijai pievienoja
50 ml 0.1 M natrija fosfata bufera pH 6.8 un 100 ml H2O. Fermenta aktivitates
noteik§anai pie 4 ml reakcijas maisijuma pievienoja 0.1 ml ekstrakta no 3kisto3as
fermenta frakcijas. Ar spektrofotometru redistréja absorbcijas pieaugumu 20 min laika
235 nm vi|na garuma, kas atbilst konjugéto diénu absorbcijas maksimumam.

2.4, Etiléna analize

2.4.1. Etiléna izdaliSanas no veseliem augiem

Etilena izdalisanas no intaktiem graudzalu digstiem tika noteikta, periodiski
aiztaisot mégenes, kuras digsti auga, ar gumijas korki un uzkrajot individualo digstu
izdalito etilenu 2 h. Ar medicinisko §|irci néma gazu vides paraugu un noteica etiléna
daudzumu ar gazu hromatografu Chrom-5. Péc katra 2 h uzkrasanas perioda mégenes
ventiléja 0.5 h. Péc katras etiléna analizes mérija digstu garumu.

Etiléna daudzumu gazu paraugd (1 ml) noteica péc kalibracijas liknes.
Hromatografs bija apgadats ar liesmas jonizacijas detektoru un stikla kolonnu, kas
pildita ar aktivetu Al203. Ka neséjgazi izmantoja héliju. Kolonnas temperatira bija
80°C, bet detektora temperatara ~ 110°C.
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2.4.2. Stresa etiléna izdalisanas no graudzalu digstiem

Eksperimentos lietoja fotosintétiski aktivus rudzu digstus, kuru garums bija
apméram 50 mm, bet pirma lapa bija izaugusi koleoptila arpusé 5 lidz 10 mm. Rudzu
digstus atbrivoja no vermikulita, uzmanigi noskalojot Gdeni. Etiléna analizei paraugi
no 5 digstiem tika inkubéti (intakti vai ievainoti, vai ari sadaliti ar skalpeli atbilsto3as
dalas; 300 lidz 400 mg) 15 m! tilpuma stikla pudelités, kas saturéja 0.1 ml adens
dehidratacijas novér§anai. Pudelites noslédza ar gumijas korkiem un inkubéja tumsa
28°C temperatura. 1zdalita etiléna daudzumu noteica péc 1 h. Atseviskos eksperimentos
skabek|a klatbatni inkubacijas vidé likvidéja, izphsot pudelites ar argonu, péc kam
tas inkubgéja ka parasti.

Lapu ievainoja, to sadurstot ar adatu desmit reizes, vai ari sadalot gareniski uz
pusém. DaZos eksperimentos lapu atbrivoja no koleoptila. Koleoptili parskéla gareniski,
neatdalot to no digsta, un lapu atbrivoja no ta aptvéruma. Noteica ari ievaino3anas
pakapes ietekmi uz etiléna izdalisanos no atbrivotam lapam - 5 lapas sadalija 2 lidz
14 segmentos un inkubg&ja 15 ml pudelités.

Etilena izdalisanas gradientu gar lapu noteica, dazada vecuma pirmo lapu, kas
bija atbrivota no koleoptila, sadalot attiecigajos segmentos. Atseviskos eksperimentos
lietoja ari sadalitas, no koleoptila neatbrivotas lapas. Etiléna izdalisanos noteica péc
1 h inkubacijas tumsa.

Noteica ari koleoptila atdalizanas ietekmi uz etiléna izdali3anas dinamiku. Sim
nolukam lietoja 1 cm garas sekcijas no digsta pamatnes, kas sastavéja no aptverosa
koleoptila segmenta un pirmas lapas ta iek3pusé. Vairakus paraugus (25 segmenti katrs)
glabaja mitra kamera noteiktu laiku (0 lidz 150 min), péc tam atdalija koleoptilu no
lapas. Dalai paraugu lapas segmentu vienlaicigi sadalija gareniski uz pusém. Péc tam
segmentu paraugus ievietoja pudelités un noslédza ar gumijas korkiem. Izdalita etiléna
daudzumu noteica katras 30 min. Péc katras analizes pudelites izphta ar saspiesto
gaisu un atkal noslédza. Par kontroli izmantoja lapas segmentus ar neatdalitu koleoptilu.

Etilena veido3anas dinamikas eksperimentiem, no koleoptiliem atbrivotas lapas
infiltréja ar H20 vai ar 0.1 mM cikloheksimidu un inkubéja tumsa. Etiléna daudzumu
noteica katras 10 min turpmako 4 h laika. Pudelites ventiléja ar saspiesto gaisu péc
katras analizes.

Etilénu analizéja ar gazu hromatografu ka aprakstits ieprieks (2.4.1.).

2.4.3. Etiléna izdaliSanas kartupelu eksplantu kultdra

Etiléna saturu kultivé3anas vidé noteica, nemot gazu paraugus (1 ml) ar
medicinisko 3]irci no kartupeju eksplantu kultaras attieciga sléguma veida pudeju gazes
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fazes 24 h péc parkultivésanas. Lai noteiktu sléguma veida pécietekmi uz etiléna
veido$anas intensitati, jaunveidotos dzinumus 10 dienas péc subkultivé3anas sakuma
vidé ar praktiski neierobezotu gazu apmainu sadalija attiecigajas dalas un inkubé&ja 4
h slégtas 15 ml stikla pudelités, péc tam noteica izdalita etilena daudzumu. H20?
ietekmi uz etiléna izdali¥anos no intaktiem eksplantiem noteica, kultivéjot lapas un
stublaju eksplantus pa vienam 35 ml tilpuma mégenés, lidz jaunajiem dzinumiem
attistijas 6 lidz 7 starpposmi. Péc apstrades ar 1 m| 0.5 M H202 uz mégeni, tas noslédza
un uzkraja etilénu 24 h.
Etilenu analizéja ar gazu hromatografu ka aprakstits ieprieks (2.4.1.).

2.4.4. Stresa etiléna izdaliSsanas no priezu skujam

Etiléna izdali3anas dinamikas eksperimentiem 0.5 g svaigi atdalitu skuju ievietoja
10 mi stikla pudelités, kas saturéja 1 ml atbilsto3as inkubacijas vides un noslédza ar
polipropiléna korkiem. Lai noteiktu, vai efektoru un inhibitoru lieto3anas veids ietekmeé
kimikaliju nonaksanu skuju audos, atdalitas skujas inkubéja veselas, sadalitas uz pusém
vai ari sadalitas 1 cm garos segmentos. Ta ka kimikaliju lietoSanas veids batiski
neietekméja etilena izdalisanas intensitati, visos eksperimentos tika lietotas tikai intaktas
atdalitas skujas. Pudelites apgaismoja ar fluorescento gaismu (350 pmol m-2 s-1) visa
inkubacijas perioda laika. Gazes paraugus analizém néma ar hipodermisko 3lirci ar 1
h intervaliem. Péc katra 1 h uzkra%anas perioda pudelites intensivi védinaja 10 s.

Citiem inkubacijas eksperimentiem, skuju paraugus (0.25 g) ievietoja 10 ml|
pudelités 1 ml atbilsto3as vides un inkubéja tados pa3os apstaklos, ka aprakstits ieprieks.
Péc noteikta laika intervidla pudelites noslédza un noteica uzkrata etiléna vai etana
daudzumu.

Stresa efektoru un inhibitoru galéjas koncentracijas inkubacijas vidé bija
sekojodas: 0.88 M (3 %) H202, 6 mM Na2520s5, 0.1 mM aminoetoksivinilglicina, 2
MM aminooksietikskabes, 5 mM CoCl2, 0.1 mM cikloheksimida, 2.5 mM
selenometionina. '

Etilena un etana daudzumu noteica ar Shimadzu GC-9A gazu hromatografu, kas
bija apgadats ar liesmas joinizacijas detektoru un stikla kolonnu, kas pildita ar aktivétu
Al203 (# 60-80, 2 m x 5 mm x 3 mm). Kolonnas temperatira bija 90°C, bet detektora
temperatdra - 120°C. Par neséjgazi izmantoja slapekli (30 ml min-1). Hromatografs
bija savienots ar Shimadzu C-R5A Chromatopac datoru gazu daudzumu noteik3anai.
Etiléna un etana piki tika identificéti pec standarta gazes paraugu hromatografijas
laikiem.,

87



I ———

2.4.5. Endogéna etiléna satura noteik$Sana

Endogénia etiléna saturu graudzalu digstu lapas noteica péc divam at3kirigam
metodém. Atbilsto3i originalajai metodikai, 3kidraja slapekli sasaldétus lapas segmentus
ievietoja 15 ml stikla pudelités, kuras par 50 % bija pilditas ar 3kidraja slapekli
atdzesétam stikla loditém. Pudelites hermétiski noslédza ar gumijas korkiem un kratija
3 lidz 5 min lidz audu pilnigai sasmalcina3anai. Pudelites uzsildija Gdens vanna lidz
istabas temperatirai un, nemot ar §jirci 1 ml gazu vides parauga, noteica etiléna
daudzumu.

Atbilsto¥i aprakstitajai metodikai (Abeles 1973), etilénu, kas atbrivojas no
saberztajiem lapas audiem, piesaistija ar dzivsudraba perhloratu. Apmé&ram 200 mg
audu saberza ar stikla ndjinu pudelité 1 ml dzivsudraba perhlorata klatbitné ta, lai
audi visu laiku batu apsegti ar $kidrumu. Talit péc tam pudelites noslédza ar gumijas
korkiem un péc 1 h injicéja pa 1 ml 4 mM LiCl caur korki. Atbrivota etiléna daudzumu
noteica péc 4 h.

Abas metodes deva identiskus rezultatus — netika atrasta statistiski bitiska atskiriba
atkariba no lietotas metodes.

2.4.6. Etiléena izdalisanas hidrolizes procesa

Augu audu hidrolizi izdarija 40 lidz 50 ml tilpuma mégenés. Lai noteiktu
hidrolizes procesa izdalita etiléna daudzumu, audu paraugu (1 g dzivas masas) vai 1
mt atbilsto%as analizéjamas vides (audu ekstrakts vai paraugvielu 3kidums) ievietoja
mégenés un izlidzinaja tilpumu lidz 5 ml ar ddeni. Lai iegiitu pH 12.5, pievienoja 5
mL 6% NaOH piesatinata Na2504 Skiduma. Mégenes iztaisija ar polipropil&na korkiem
un inkubéja 5 h 65°C temperatura. Péc atdzesé3anas lidz istabas temperaturai, gazu
saturs mégenu gazes fazé tika noteikts ar gazu hromatografu, ka aprakstits ieprieks
(2.4.4.). Lai noteiktu hidrolizes izdalita etiléna dinamiku, vairaki atkartoti paraugi tika
inkubéti un hidrolizi apstadinaja noteiktos laikos ar strauju atdzesé3anu.

Lai ekstragétu hidrolizé etilénu izdalo3as vielas, audu paraugus (15 g)
homogenizéja kafijas dzirnavinas un ekstragéja ar 50 ml destiléta H2O 1 h. Péc
filtrésanas caur stikla filtru, homogenatu centrifugéja ar paatrinajumu 10 000 xg 12
min. Dzidru supernatantu (8 ml) uznesa Sephadex G-15 kolonnai (12 x 150 mm), kas
bija izlidzinata ar H2O. Etilénu izdalo3as vielas eluéja secigi ar H20, 0.5 kalija-natrija
fosfata buferi pH 7.0, un kalija-natrija fosfata buferi pH 10. Plusmas atrums bija 30 ml
h-1, un 5 ml tilpuma frakcijas savaca un hidrolizéja, ka aprakstits iepriek3. Kontrolei
hromatograféja ACKS 3kidumu (10 ng 5 mi H20).
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2.4.7. Etilénveidojosa fermenta aktivitates noteikSana

Etilenveidojosa fermenta aktivitati rudzu digstu lapas noteica, infiltréjot lapas
segmentus (300 mg dzivas masas) vakuuma ar T mM ACKS (2 reizes pa 2 min). Audus
ievietoja 15 ml pudelités, nosiédza ar polipropiléna korkiem un inkubéja 28°C
temperatara 1 h. Etilénveidojo3a fermenta aktivitates dinamiku noteica, infiltréjot lapas
audus ar 1 mM ACKS vai T mM ACKS plus 0.1 mM cikloheksimida. Audus ievietoja
slégta pudelé un izdalita etiléna daudzumu noteica katras 10 min sekojo3o 4 h laika.
Etilénu analizéja ar gazu hromatografu, ka aprakstits ieprieks (2.4.1.).

Etilénveidojo3a fermenta aktivitati priezu skujas noteica, inkubéjot atdalitas skujas
1 mM ACKS 3kiduma slégtas 10 ml tilpuma stikla pudelités. izdalita etiléna daudzumu
noteica ar 1 h intervaliem. Etiléna analizes apstak|i bija ka aprakstits ieprieks (2.4.4.).

2.4.8. 1-Aminociklopropan-1-karbonskabes satura noteikSana

Rudzu lapu audus {1 g} ACKS satura noteik3anai sasmalcinaja $kidraja slapekli
un ekstragéja 30 ml 80 % acetona 60°C temperatarad 1 h. Homogenatu filtréja caur
filtrpapiru. Acetonu iztvaicéja rotacijas iztvaikotaja vakuuma 45°C temperatira. Sausas
nogulsnes iz8kidinaja 3 ml H20 plus 2 ml hloroforma. ACKS noteica tdens fazé
atbilsto3i aprakstitajai metodikai (Lizada & Yang 1979). pie 0.7 ml ekstrakta 15 ml|
stikla pudelité pievienoja 4 pmol HgCl2. Pudeliti aiztaisija ar gumijas korki un glabaja
ledusideni. Analizei apméram 0.6 ml atdzeséta NaOC! maisijuma ar 10 N NaOH
{2:1) injicéja ar §irci caur korki. Pudeliti sakratija 10 s, inkubgja 4 min ledustdent,
sakratija vélreiz 10 s un panéma 1 ml gazes fazes etiléna analizei. ACKS parvérianas
par etilenu efektivitate bija 60-70 %. Kopé&jo un saistito ACKS daudzumu noteica péc
hidrolizes skaba videé (Schierle & Schwark 1988). Malonil-ACKS daudzumu aprékinaja,
no iegata ACKS satura pirms hidrolizes atnemot iegiito ACKS daudzumu péc hidrolizes.

Lai ekstragétu ACKS no priezu skujam, 0.25 g audu parauga sagrieza 1mm
gabalinos un ekstragéja 2 reizes ar 80 % etanolu 4°C temperattra 2 h. Lai atdalitu
fenolu dabas savienojumus, ekstrakcijas videi pievienoja 4 % netkistoia
polivinilpirolidona. Homogenatus centrifuggja ar paatrinajumu 10 000 xg 10 min un
Supernatantus iztvaic&ja vakuuma 38°C temperat(ira, lietojot Savant SpeedVac AES2000
sistému. Nogulsni izgkidinaja 1 ml hloroforma plus 3 ml H20. Péc centrifugé$anas
(10 000 xg, 10 min) adens fazi lietoja ACKS satura noteikianai ka aprakstits ieprieks.
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2.4.9, Hioretilfosfonskabes analize

HEFS saturu noteica péc etiléna izdali3anas hidrolizes laika. Audu paraugu (0.5-
1.0 g dzivas masas) ievietoja 40 ml mégené, pielgja H20 lidz 5 ml tilpumam un
pievienoja 0.8 g Na2504 un p.8 ml 3.75 N HCI. Mé&genes hidrolizéja 1 h 65°C
temperatdra. Péc izvédinalanas pievienoja 5 ml 6 % NaOH piesatinata Na2SO4 un
hidrolizéja 65°C temperatdra 1 h, HEFS daudzumu aprékinaja ka starpibu starp etiléna
daudzumu, kas izdalijas no audiem, kas apstradati ar HEFS, un etiléna daudzumu no
kontroles audiem.

2.5. Olbaltumvielu satura noteiksana

Olbaltumvielu saturu noteica péc saistiSanas ar krasvielu Coomassie BB (Bradford
1976) atbilsto$a modifikacija (Spector 1978). Krasvielu pagatavoja, 60 mg Coomassie
BB G-250iz8kidinot 1 | 3 % HCIO, un izfiltréjot. Analizei pie 1.5 ml krasvielas 3kiduma
pievienoja 1.5 ml analizéjama parauga. Péc 20 min spektrofotometriski noteica
absorbciju vilna garuma 595 nm. Standartlikni noteica ar vér3a sirds albuminu.

2.6. Lignina noteik$ana

Lignina satura analizei lietoja iepriek$ aprakstitas metodikas (Johnson et al. 1961,
Alibert & Boudet 1979). Rudzu lapu materialu sasmalcinaja $kidraja slapekli un
ekstragéja istabas temperatura péc kartas sekojo3as vidés: (a) 2 reizes pa 10 min H2O,
(b} 2 reizes pa 10 min 1 M NaCl ar 2 % Triton X-100, {c) 5 h etanola-benzola maisijuma
(1:2). Péc izzavésanas paraugu hidrolizéja 2 h 70°C temperatira 2M NaOH un mazgaja
2 reizes pa 10 min H2O0 un 10 min acetona, kam sekoja Zavésana. Analizei pie 2 mg
materidla pievienoja 0.5 ml 25 % acetilbromida ledus etikskdabé un inkubé&ja 70°C
temperatard 30 min. Péc straujas atdzesé3anas pievienoja 0.5 mi 2 M NaOH un 0.1
ml 7.5 M hidroksilamina hidrohlorida un papildinaja tidz 10 m! ar ledus etikskabi.
Péc filtracijas caur filtrpapiru péc 1 h spektrofotometriski noteica absorbciju pie 280
nm. Lignina saturu aprékinaja péc ekstinkcijas koeficienta e=24 (fohnson et al. 1961).
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2.7. Lipidu peroksidacijas noteiksana

Liptdu peroksidacijas pakape tika analizéta, nosakot malondialdehida saturu ar
tiobarbiturskabi atbilstosi aprakstitajai metodikai (Heat & Packer 1968). Skujas sagrieza
1 mm segmentos, un 0.5 g audu ekstragéja 5 ml 1 % o-fosforskabes ar 0.5 %
tobarbiturskabes 45 min 95°C temperatira. Paraugus atdzeséja un filtréja caur stikla
filtru (# 3). Malondialdehida-tiobarbiturskabes kompleksu ekstragéja ar butanolu.
Ekstraktu dzidrinaja, centrifugéjot 10 min ar paatrinajumu 10 000 xg. Absorbcija tika
noteikta spektrofotometriski vijna garumos 400, 420, 460 un 535 nm, {ai noveérstu
pigmentu mijiedarbibas efektu. Realo malondialdehida koncentraciju aprékinaja,
lietojot ekstinkcijas koeficientu 156 mM-1 cm-1,

2.8. Elektoforéze

Lai sadalitu skabas un sarmainas izoperoksidazes, izmantoja poliakrilamida géla
elektroforézes metodi {(Davis 1964). $im noldkam lietoja vertikalas elektroforézes
aparatu LaborMIM OE-112.

Anodo elektroforézi izdarija 7.5 % géla ar pH 8.9, géla garums 6 cm. Par
koncentréjo3o gélu lietoja 1.5 % gélu ar pH 6.9, 1 cm garuma. Koncentréianu izdarija
ar 2 mA stravu uz gélu, sadaliSanu — 5 mA uz gélu. Tris-glicina buferi pH 8.3 izmantoja
sadali3anai.

Katodo elektroforézi izdarija 7.5 % géla ar pH 4.3. Koncentréjosais géls bija 1.5
% ar pH 6.7. Sadalizanai lietoja B-alanina-etikskabes buferi pH 4.5.

Uz katra géla uznesa pa 0.3 ml ekstrakta un 0.1 ml indikatora $kiduma
(bromfenolzilais anodai sadaliZanai un metilénzalais — katodajai). Peroksidazes
izoformu krasosanai lietoja tada pasa sastava reakcijas vidi, ka peroksidazes aktivitates
noteik3anai. Kraso%anas ilgums — 2 h. Zonu krasojuma intensitati noteica vizuali.
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3. REZULTATI UN TO ANALIZE
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3.1. Etiléna piedalisanas graudzaju digstu augsanas regulacija

3.1.1. Etilena izdaliSanas un augSanas ritmiskums intaktos digstos

P&tijumi par etiléna fiziologisko lomu augos lielakaja dala gadijumu tiek izdariti
ar atdalitam augu dajam vai organiem (Abeles et al. 1992). 5ada pieeja ir saprotama,
nemot véra auga organisma mijiedarbibu komplicéto raksturu. Tomér, lai ari t.s. stresa
etiléna veidosanas notiek identiski etiléna biosintézei intaktos augos, etiléna izdali$anas
izmainas ievainojuma rezultata var atspogulot audu metabolisma visparigo izmainu
sekundaro ietekmi. Tapéc principiali svariga ir informacija par etiléna izdalitanas
likumsakaribam intaktos augos.

Masu eksperimentu ietvaros tika izveidota dalgji slégta sistéma etiléna izdalisanas
noteik3anai no intaktiem etiolétiem graudzalu digstiem, audzéjot augus 7 ml tilpuma
stikla mégenés. Ta ka mégenes periodiski tika aizvértas ar polipropiléna aizbazniem,
lai uzkratu izdalito etilénu (2 stundu uzkrasana ar sekojosu 0.5 stundu ilgu ventilaciju),
bija japarliecinas, vai $adi aug8anas apstak}i neietekmé augu augianu. Sim nolikam
paraléli tika izdariti digstu garuma mérijumi eksperimentalaja sistéma un netraucétas
gazu mainas apstak|os. Dati 1. attéla skaidri parada, ka periodiska mégenu slégiana/
ventilacija neietekméja rudzu digstu auganu pat 62 stundu ilga eksperimenta apstaklos.
Vidgjais lapas paradisanas laiks arpus koleoptiles bija vienads abos variantos. Bez
tam, augdanas apstak|i neizmainija ari digstu reakciju uz ACKS pievieno$anu baribas
vide (1. attéls).

O medengs, kontrote @ rullos, kentrole @

L J
70 O mesense. ACKS @ cullos. ACKS
60 -
A

Garums (mm)

2 6 14 22 30 38 46 54 62
Relativais laiks (h)

l.attéls. Rudzu digstu augSanas dinamika dazados audzésSanas apstaklos
un ACKS ietekmé. Eticolétus digstus audzéja tumsa periodiski noslégtas
7 ml tilpuma mégenés vai ari filtrpapira rullos. Garuma noteik3anai
digstus 1slaicligi apgaismoja ar mazas intensitates neaktivu zalo
gaismu. Dati parada vidéjos no 100 augiem katram variantam. Bultas
apzimé ACKS pievienoSanas laikus.
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2.A attéls. Etiléna izdaliSands dinamika no individualiem miezu
digstiem médends nepdrtraukta tumsad vai fotoperioda apstdklos. Gaismas
apstak]lus apzimé linijas grafiku augSpusé. Bultas norada lapas
lzaugSanu koleoptiles arpusé.
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CH, (pmol h' digsts™)
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o
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2.B attéls. Etiléna izdaliSanas dinamika no individualiem kviesu
digstiem mégenés nepartraukta tumsa vai fotoperioda apstak]los. Gaismas
apstaklus apzimé linijas grafiku augSpusé. Bultas norada lapas
izaugsSanu koleoptiles arpuse.
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2.C attéls. Etiléna izdaliSands dinamika no individualiem rudzu
digstiem mégenés nepartraukta tumsa vai fotoperioda apstaklos. Gaismas
apstaklus apzimé linijas grafiku augspusé. Bultas norada lapas
lzaugSanu koleoptiles arpusé.
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Etilena izdaliganas dinamika no intaktiem individualiem mieZu, kviesu un rudzu digstiem

nepartraukta tumsa vai 20 stundu tumsa ar sekojosu gaismas/tumsas periodisku mainu paradita
2. attéla. Digstiem tumsa bija raksturigas etiléna izdali3anas intensitates fluktuacijas. MieZu un
kviesu digstiem etiléna izdaliSanas cikla ilgums bija 16 stundas, bet rudziem ~ 12 stundas.
Individualie digsti nebija sinhroni attieciba uz etiléna izdali3anas maksimumiem laika, bez
tam, etiléna izdalisanas amplitida atseviskiem augiem bija atskiriga. Gaismas ieslég3ana
neizmainija etiléna izdalidanas ciklisko raksturu, tatu gaisma izsauca koleoptiles augsanas
apstaganos un lapas izaug8anu ta arpusé 2.5 lidz 5 stundas péc gaismas perioda sakuma.
Lapas iznak3ana koleoptiles arpusé izraisija etiléna izdali3anas ritma izjuk3anu gan tumsa,
gan gaisma augosajiem digstiem. Sinhronizéjot individualo digstu etilena izdali$anas dinamikas
athilstosi laikam, kad notika lapas izaugSana koleoptiles arpusé, redzams, ka lapas izaugsanas
process saistits ar etiléna izdaliSanas pieaugumu (3. attéls). Etiolétiem digstiem 3is pieaugums
bija visai neizteikts, iznemot kviesu digstus (3.B attéls). Turklat, bija novérojamas atskiribas
starp sugam pieauguma paradisanas laika zipna. Salidzinot tumsa augo3us etiolétus un
fotoperioda apstak|os augo3us graudzalu digstus, jasecina, ka gaismas apstak|i statistiski batiski
neietekméja etiléna izdalianas intensitati kviesu un rudzu digstiem (3.8 un C attéls). Preté;i
tam, etiléna izdalisanas no etiolétiemn miezu digstiem 22 stundas péc lapas izaugsanas arpus
koleoptila pieauga apméram divas reizes, salidzinot ar fotoperioda ietekmétiem digstiem, un
sekojosi samazinajas 13 stundas vélak (3.A attéls).

—
*

| —@— tumsa
| =C— tumsa/gaisma
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C,H, pmol b’ digsts™)

24

C.H (pmoth™ digsts™)

CH, tpmol h digsts™)

-35 -25 215 5 5 15 25 35
Lalks péc lapas paradidanas (h)

3.attéls. vidéja etiléna izdaliSanads intensitdte péc lapas
izaugSanas koleoptiles arpusé mieZu (A), kviesu (B) un rudzu
{(C)digstiem. Dati ir vidéjie no vismaz 5 individualajiem digstiem
uz variantu +SE.
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4. attéls. Sakarlba starp masu un garumu individudliem etiolé&tiem
miezu digstiem.
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5. attéls. Sakariba starp etiléna izdaliSanas intensitati un digstu
darumu etioléetiem mieZu digstiem.

Ta ka starp graudzalu digstu garumu un masu eksisté tieSa lineara sakariba (4.
attéls), bija iesp&jams, nemot véra digstu garuma dinamiku, noteikt sakaribu starp
etilena izdalianos uz masas vienibu un digstu garumu. Ka redzams, neatkarigi no ta,
ka vidéjais izdalita etilena daudzums no individualiem digstiem lidz ar to garuma un
Masas pieaugumu izmainijas maz (3. attéls), etiléna veido3anas intensitate uz masas
vienibu samazinajas desmitkartigi (5. attéls).

Paraléli etiléna izdali3anas noteik3anai tika analizéta ari individualo digstu
auglanas dinamika. K3 redzams no datiem 6. attéla, visu analizéto graudzalu sugu
digstiem bija novérojamas auganas atruma fluktuacijas, pie kam, augSanas minimuma
Periodiem bija tendence sakrist ar attiecigo individudlo digstu etiléna izdalidanas
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6. attéls. AugSanas atruma
" dinamika individudliem etiolétiem
miezZzu (A), kvieSsu (B) un rudzu
12 (C)} digstiem nepartraukta tumsa
periodiski slégtas médgenés. Bultas
08 norada etiléna izdalisSanas
" maksimumus atbilstoSajiem

u_

digstiem.
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maksimumiem. Aprékinot vidéjos augSanas atrumus katra noteikta etiléna izdalitanas
cikia posma, var konstatét, ka vidéjais augianas atrums etiléna izdalisanas maksimuma
laika tieSam ir statistiski batiski zemaks par aug3anas atrumu paréja laika perioda (7.
attéls).
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7. attéls. Sakariba starp etiolétu miezu (A), kvieSu (B) un rudzu
(C) digstu augSanas atrumu un etiléna izdaliSands ritmu f&zém. Dati
Teprezenté vidéjos no 50 digstiem sSE.
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Lai parbauditu, vai augSanas atruma fluktuacijas nav saistamas ar mégenu
periodisko slégdanu/ventilésanu dota eksperimenta apstak|os, tika noteikta ari aug3anas
atruma dinamika individualiem miezu digstiem, kuri attistijas atklata sistema ar
neierobeZotu gazu apmainu. Ari $adiem digstiem bija raksturigas ievérojamas'aug%anas
fluktuacijas (8. attéls). Uz aug3anas atruma dinamikas datu pamata tika atrasti attiecigo
digstu augdanas minimuma periodi, kuri atkartojas ik péc 16 stundam. Nosakot vidéjos
augdanas atrumus lielakam skaitam digstu (n=100) atbilstodi hipotétiskajai etiléna
izdalifanas fluktuacijai, atklatas sistémas apstakfos ieguva teorétisko augsanas atruma
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8. attéls. Augsanas atruma dinamika etioclétiem mieZu digstiem
nepartraukta tumsa atklata sistéma.
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9. attéls. Sakariba starp etiolétu mieZu aug$anas atrumu atklata
sistéma un hipotétisko etiléna izdalisands ritmu fazi. Salidzinajumam
paradita attieciga eksperimentali ieguta sakariba periodiski noslégtas
mégenés.
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sadalijumu, kurd precizi atbilda dajéji siegtaja sistéma iegitajiem praktiskajiem
rezultatiem (9. attéls). Tatad, veseliem tumsa augosiem graudzalu digstiem raksturigs
etiléna izdali3anas cikliskums, bet maksimalas etiléna izdali3anas fazé notiek digstu
linearas augsanas atruma batiska samazinasanas.

Balstoties uz 3iem rezultatiem, var uzskatit, ka etilena izdalidanas oscilacijas ir
endogénas un tiek inducétas reizé ar dig§anas sakianos un nav atkarigas no citu aréjo
faktoru darbibas. Pretéji tam, lidz 3im noveérotais etiléna izdalisanas ritmiskums bija
diurnalas dabas, t.i., to inducéja gaismas-tumsas secigas izmainas (£/-Beltagy et al.
1976, Rikin et al. 1984, Vanden Driessche et al. 1988, Morgan et al. 1990).

Ir visai sarezgiti noteikt precizu ritmiskas etiléna izdali3anas lokalizaciju veselos
graudzalu digstos. Summaro etiléna izdalidanas limeni var veidot etiléns, kas izdalas
no atseviskam auga daljam, tai skaita, ari no sakném un séklas. Tomér, agrakie pétijumi
muisu un citas laboratorijas ir paradijusi, ka ievainojuma atkariga etiléna sintéze
pastiprinati notiek tiesi graudzaju koleoptiles aug3gala (Satfer & Kende 1985). Ari fakts,
ka etiléna izdali3anas oscilacijas tiek izjauktas péc koleoptiles augSanas apstaganas
un lapas izaug3anas tas arpusé (2. attéls), netiedi norada, ka etiléna izdalisanas
ritmiskums ir augo3u koleoptilu raksturiga iezime.

Atklats paliek jautajums par ritmiskas etiléna izdali3anas fiziologisko pamatu.
Citos augos novérotos atsevidku fermentu aktivitates un olbaltuma satura cirkados
ritmus kontrol€ ritmiska attiecigo génu ekspresija (Kloppstech 1985, Deng et al. 1990).
Tiek uzskatits, ka oscilacijas etiléna izdalisana no kokvilnas digstiem ir saistitas ar
svarstibam etiléna biosintézes fermentu aktivitaté (Rikin et al. 1984). Alternativa iespéja
varétu bat dazadu etiléna biosintézes endogénu efektoru satura ritmiskas izmainas
{Yang & Hoffman 1984), ~

Atrasta sakariba starp etiléna izdali3anos un auglanas atruma svarstibam ir saistita
ar visai batiskas fiziologiskas problémas atrisinasanu. Lai arf etiléns ir visparzinams
linearas augsanas inhibitors, ta fiziologiskas funkcijas stresam nepak|autos vegetativajos
audos ir pilnigi neskaidras. Esoos pieradijumus par etiléna darbibu attieciba uz linearo
augdanu var grupét sekojosi: pirmkart, augsanas inhibé3ana ir viena no atbildes
reakcijam uz eksogéna etiléna iedarbibu. Otrkart, etiléns ir viens no faktoriem, kas
izraisa stresotu augu linearas aug¥anas inhibésanu (Goeshl et al. 1966). Tretkart, 3ada
sakariba starp etiléna izdalizanos un augsanas inhibé3anu intakstos digstos lidz 3im
nav aprakstita. Paradoksals ir jau fakts, ka visvairak etiléna producé tiedi aktivi dalogas
un augo3as $onas (masu eksperimenti, Abeles et al. 1992). Dotie eksperimenti atklaj
jaunu pieeju $is problémas risin3ana, saistot individualu digstu etiléna veido3anas
fluktuacijas ar to augsanas atruma fluktuacijam. So sakaribu céloniska pamata atkladana
ir turpmako pétijumu mérkis.
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3.1.2. Etilena biosintezes indukcija stresa ietekmé

Etiléna biosintézes pieaugums mehaniska ievainojuma rezultata, pieméram,
sadalot augu dalas, ir viena no visvairak pétitajam paradibam etiléna fiziologija (Abeles
et al. 1992). Tomer, ievainojuma pakape, kas izraisa minimalo vai maksimalo etiléna
atbildes reakciju ir sugas specifiska pazime. Ir zinams, ka aktivi augo3i audi |oti intensivi
izdala etilénu (misu pétijumi — 5. attéls, Fuchs & Lieberman 1968, Saltveit & Dilley
1978, Satler & Kende 1985). Graudzalu digstiem 3adi lapas audi ir lokalizéti koleoptiles
(pirma lapa) vai aptvero3as lapas iek¥puse (otra un sekojo3as lapas) (Kemp 1980). Var
pienemt, ka 3ada lokalizacija ietekmé etiléna izdalisanos no stresotiem graudzalu
digstiem. Ta pieméram, izdarot vienkariu eksperimentu ar 4 dienas vecu kviedu digstu,
kuram koleoptiles iek3pusé atrodas apsléptas augo3as pirma un otra lapas, var
parliecinaties, ka digsti, kuriem lapas secigi atbrivotas no sedzo3o audu aptvéruma,
izdala ievérojami vairak etiléna, neka digsti ar segtam lapam (1. tabula). Tatad,
gadijuma ar graudza|u digstiem nevar runat vienkarsi par ievainojuma stresa inducéto
etiléna veido3anos. 5i paradiba tika tuvak pétita eksperimentos ar rudzu digstiem.

Gaisma augudu rudzu digstu sadaliSana sastavdalas izsauca etiléna veido$anas
indukciju (2. tabula). Vairak neka 80 % summara etiléna izdalija pirma lapa, tapéc
etiléna veido3anas dinamika tika pétita nogriezta rudzu lapa. Ka redzams no 10. attéla,
apméram 30 minG3u /ag periods bija nepiecieSams péc lapas atdali3anas, lai paraditos
statistiski butisks etiléna izdalisanas intensitates pieaugums. Maksimalais pieaugums

1. tabula. SedzoSo audu ietekme uz etiléna izdaliSanos no 4 dienas
vecu kviesu digstu lapas un koleoptiles audiem. Dati pardda vidéjos
no 4 paraugiem +SE.

1. lapa atbrivata no koleoptila 0.35+0.04

2, tabula. Etiléna izdaliSanas no vesela rudzu digsta un atseviskam
ta dalam. Dati parada vidéjos no 5 paraugiem +SE. Katra analize tika
izdarita divas reizes.

Pirma lapa 1.09+0.26 0.025+0.005

Sakne 0.11x0.01 0.004+0.001
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10. attels. Etiléna izdaliSanas dinamika no atdalitam, no koleoptiles
atbrivotam fotosintétiski aktivam 4 dienas vecadm rudzu pirmajam
lapam. Lapas inkubéja veselas vai péc infiltracijas ar 0.1 mM
cikloheksimidu. Dati rada vidéjos no 3 paraugiem, katrs 25 lapas,
:SE, kur SE bija lieldks par simboliem.

14 reizes parsniedza bazes intensitati. Lapu infiltracija ar 0.01 mM cikloheksimidu
talit péc lapu nogrielanas pilniba novérsa etiléna izdalidanas pieaugumu, liecinot par
olbaltumvielu de novo sintézes piedalidanos indukcijas procesa, kas novérota ari
agrakos pétijumos (Abeles & Abeles 1972, Saltveit & Dilley 1979, Konze & Kwiatkowski
1981). ACKS sintazes olbaltuma sintéze de novo ir aprakstita audu ievainojuma
rezultata (Boller & Kende 1980). Jaatzime, ka $ada etiléna izdali3anas dinamika principa
atgadina literat@ira aprakstito tipisko ievainojuma etiléna veido3anas dinamiku (Saltveit
& Difley 1978, Konze & Kwiatkowski 1981). Redzams, ka paraléli etiléna izdalisanas
pieaugumam atdalitas rudzu lapas tika inducéta ACKS sintéze, pie tam, process bija
neatkarigs no ta, vai lapa bija apsegta ar koleoptili, vai ari atbrivota (3. tabula). ACKS
satura pieaugumu pilniba blokéja apstrade ar cikloheksimidu. Tomér malonil-ACKS
saturs bija augstaks tajas lapas, kas tika inkubétas, parklatas ar koleoptili.

Etilena izdalitanas pieaugumu pavadija EVF aktivitates pieaugums (11. attéls),
kuru noteica, infiltréjot rudzu lapas talit péc nogrieSanas ar ACKS Skidumu piesatinosa

3. tabula. Koleoptiles ietekme uz endogéno etiléna saturu, ACKS un
mc'_llOnil—ACKS limeni pirmajads rudzu lapads, kas inkubétas mitra kamera.
Vidéjie no 3 paraugiem :SE.

90 0.12+0.03 4.74+0.15 6.71+0.38

% cikioheksimids 90 0.12+0.04 3.48+0.20 5.13+0.32
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11. attéls. EVF aktivitates dinamika no atdalitam, no koleoptiles
atbrivotam fotosintétiski aktivam 4 dienas vecam rudzu pirmajam
lapam. Lapas inkub&ja infiltrétas ar 1 mM ACKS vai péc infiltracijas
ar 1 mM ACKS plus 0.1 mM cikloheksimids. Dati rada vidéjos no 3
paraugiem, katrs 25 lapas, +SE.

CH, (nmol h'g' Fw

AGCKS (mM}

12. attéls. EVF aktivitates in situ atkariba no ACKS koncentracijas
infiltracijas sSkidumd. Dati rada vidéjos no 5 paraugiem *SE.

koncentracija (12. attéls). EVF aktivitates pieaugums turpinajas 90 mindtes péc lapas
nogrieanas, un fag periods pirms ta netika novérots {11. attéls). Priek3apstrade ar
cikloheksimidu novérsa apméram pusi no EVF aktivitates pieauguma. Jau agrak tika
noveérota stresa atkarigas EVF aktivitates apspieSana ar cikloheksimidu, liecinot par
fermenta sintézes indukciju de novo (Schierle et al. 1989, Boller 1990). Masu
eksperimentos novérotais EVF aktivitates pieaugums 30 min laika péc atdalizanas (gan
ar, gan bez cikloheksimida apstrades), acimredzot, ir saistits ar pakapenisku fermentam
pieejamas ACKS koncentracijas palielinasanos, ko izraisa relativi 1éna ACKS diftizija.
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Audu ievaino3anas pakapes ietekme uz etiléna izdalisanos ir paradita 13. attéla.
Etilena izdali8anas intensitate nebija atkariga no audu ievaino3anas pakapes, ja lapas
sadaliana tika izdarita 30 min03u laika péc tas atdalisanas. Tomér, 40 un vairak minates
péc lapas atdalidanas, tas audu sadaii3ana stimuléja etiléna veido3anos.

Rezultati 14. attéla ilustré novérojumu, ka etiléna izdalisanas pieaugumu lapa
izsauc drizak koleoptila nonem3ana no lapas, nevis vienkar3i tas ievaino$ana
atdaliS8anas procesa, jo, pieméram, saknu atdalidana neizsauca etiléna izdalidanas
pastiprina3anos. Taja pasa laika, koleoptiles nonemsana bez vienlaicigas lapas un
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Laiks no lapas atbrivo$anas {idz ievaino3anai {min}
13. attéls, Audu ievainoSanas pakdpes ietekme uz etiléna izdaliSanis
intensitati no rudzu lapam. Lapas nogrleza, atbrivoja no koleoptiles
un inkub&ja mitrd kamera 0-180 min, péc tam izdarija sadaliSanu
Segmentos. Dati rada vidéjos no 3 paraugiem :SE.

CzH4 inmol b’ g™ FWy

ki il

14. attels., Ftiléna izdaliSanas no rudzu digstiem ka atbilde uz
dazada veida ievainojumu. Shémas rada ievainojuma veidu, kas izdarits
tiesi pirms inkub&Sanas. Dati ir videjie no 4 paraugiem +SE.
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saknu sistémas savainoSanas inducéja maksimalu etiléna veido3anas pieaugumu. Tapéc

tika parbaudita koleoptila nonem3anas ietekme uz intaktu digstu lapas aug3anas
dinamiku. Koleoptilu nonemsana no digstiem, kuriem pirma lapa vél nebija izaugusi
koleoptila arpusg, izraisija to linearas augSanas inhibésanu, kada ir tipiska eksogéna
etiléna iedarbibai (15. attéls).
Vairaki novérojumi apstiprinaja domu, ka koleoptile veido barjeru, kas aizkavé
stresa etilena veidoSanos vai izdalisanos. Ta ka ACKS, etiléna priek3teca, satura
pieaugums tika inducéts neatkarigi no koleoptila klatbatnes (3. tabula}, varétu domat.
ka etilena veido3anas tiek blokéta pedéja posma ACKS par etilénu parvérianas stadija.
Gan etiléna izdali3anas intensitate, gan EVF aktivitate ar koleoptili segtas lapas bija
tikai 39 % no tas, kada novérojama atbrivotas lapas (4. tabula). Ta ka EVF katalitiskajai
darbibai nepiecieama skabek|a klatbatne, atbrivotas lapas tika inkubétas argona
_atmosféra. Bezskabek|a apstak|os no atbrivotam lapam izdalijas tikpat daudz etiléna,
" ka skabekla vidé no segtam lapam, kas tiedi liecina par EVF darbibas inhib&sanu
koleoptiles segaudu ietekmé. Bez tam, etiléna izdalisanas intensitates gradients, kas
bija novérojams no koleoptiles atbrivota lapa un kas samazinajas virziena no lapas
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15. attels. Koleoptiles nopemSanas ietekme uz pirmas lapas augSanas
dinamiku. Koleoptili nopéma no 3 dienu vecu digstu lapam to gareniski
ieSkelot un atvelkot uz saniem. Dati ir vidéjie no 4 paraugiem sSE.

O

4. tabula. Audu inkubéSanas vides ietekme uz etiléna izdaliSanos un
EVF aktivitati ar koleoptili segt@s un atbrivotas rudzu lapas.
Vidéjie no 3 paraugiem xSE.

Atbrivotas 0.38+0.06 100 0.,13£0.01 34 2.14+0.38 100
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16. attéls. Koleoptiles nonemsSanas ietekme uz etiléna izdaliSands
gradientu 4 dienas vecu rudzu digstu lapad. IeksSéjais grafiks rada
endogéna etiléna satura gradientu lapa. A-D, secigi lapas segmenti
virziena no pamatnes uz galotni. Dati ir vidéjie no 5 paraugiem sSE.
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17. attéls. Koleoptiles nopemSanas ietekme uz etiléna izdaliSanas
dinamiku no rudzu lapas 1 ¢m pamatnes segmentiem. Segmentus atdalija
no lapas, kas parklata ar koleoptilu, un inkub&ja mitra kamera.
Koleoptiles tika nonemtas dazados laikos péc segmenta atdaliSanas.
Dati ir vidé&jie no 3 paraugiem :SE.
Pamatnes uz galotni, neparadijas ar koleoptili parklata lapa (16. attéls). Tomér,
endogéna etiléna satura sadalijums intakta lapa principa atbilda etiléna veido3anas
intensitates sadalijumam, iznemot galotnes segmentu.

Tika ari parbaudits, kadu ietekmi uz etiléna izdaliSanos izsauc koleoptiles
nonemsana no ieprieks ievainotam lapam. 5im nolikam lapas apak3idalas segmenti
tika inkubeéti mitra vidé dazada ilguma periodus pirms koleoptiles nonems3anas.
Koleoptiles nopem3ana izsauca pakapenisku papildus etiléna veido3anas indukciju
(17. attels). Tomer, Sis papildus efekts bija novérojams tikai 30-90 mindtes péc koleoptila

9
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nonem3anas. Pie tam, ja vienlaicigi ar lapas segmenta atbrivo3anu no koleoptiles ta
tika sadalita gareniski uz pusém, etiléna izdali3anas intensitate bija lielaka, neka no
intaktas lapas.

Seit aprakstitie eksperimenti skaidri parada, ka ar koleoptili segta lapa tas
atdaliZanas rezultata notiek etiléna biosintézes indukcija ACKS sintézes limeni, tacu
bez papildus skiabek|a piepludes, ko kavé sedzo3ie audi, nenotiek etiléna veido3anas,
bet ACKS uzkrajas audos. Tomér, iegitie rezultati ir nepietickami, lai secinatu, vai
dota paradiba ir saistita vél ari ar citu faktoru piedali3anos. Jau agrak ir bijis atziméts,
ka zalaugu lapa saskaras ar straujam apkartéjas vides izmainam, tai izaugot arpus
vecako audu aizsardzibas (Begg & Wright 1962). Tapéc ir pamats uzskatit, ka lapas
izaugiana koleoptiles arpusé ir sava veida stress lapas audiem. To apstiprina ari 5aja
" darba iegutie dati par strauju islaicigu etiléna veidoSanas pieaugumu no veseliem
graudzaju digstiem, kas saistits ar lapas izaug3anu no koleoptiles (3. attéls).

Ta ka literatara nebija datu par etiléna izdalisanas intensitates izmainam saistiba
ar linearo aug3anu fotosintétiski aktivos juvenilos vegetativajos audos, etiléna
veido3anas intensitates dinamika un gradients tika tuvak pétits fotoperioda apstak|os
augosu rudzu digstu pirmaja lapa. Augo3ai lapai bija raksturiga augsta etiléna
izdalisanas intensitate (18. attéls). Etilena izdalisands pakapeniski samazinajas, bet
lidz ar lapas linearas aug3anas izbeig8anos (7. diena dotajos eksperimenta apstak|os,
24. attéls) ta nostabilizéjas bazes limeni. Ari EVF aktivitate, noteikta in situ bija augsta
strauji augo3a lapa un samazinajas lidz ar linearas aug3anas procesu izbeig3anos (19.
attéls). Ari gradienta pétijumi apstiprinaja domu, ka tiesi audi, kas satur aktivi augo3as
$anas, sintezé maksimalo daudzumu etiléna {20. attéls). Tomér, EVF aktivitates
sadalijums lapa ievérojami atskiras no etiléna intensitates sadalijuma (21. attéls). Pilnigi
diferencétos lapas audos EVF aktivitate sekundari paaugstinajas, salidzinot ar aktivi
augosiem audiem. Varétu domat, ka 3adas at3kiribas ir saistitas ar EVF aktivitates in
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18. attéls. Etiléna izdaliSanas 19. attels. EVF aktivitates
dianmika fotosintétiski aktivas dianmika fotosintétiski aktivas
rudzu lapas augSanas laika. Dati rudzu lapas augSanas laikd. Datl
ir videjie no 3 paraugiem +SE. ir vidéjie no 3 paraugiem zSE.
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20. attéls. Etileéna izdaliSanids intensitates gradients 4, 5, 7 un
11 dienas vecu rudzu digstu pirmaja lapa (A) un 5,8 un 12 dienas
vecu kviedu digstu pirmaja lapa (B). a-h, seclgie lapas segmenti
virziena no pamatnes uz galotni.
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21l. attéls. EVF aktivitates gradients 4, 5, 7 un 11 dienas vecu
rudzu digstu pirmaja lapa (A) un 5,8 un 12 dienas vecu kviesu digstu
Pirmaja lapa (B). a-h, secigie lapas segmenti virziena no pamatnes
Uz galotni.

Situ noteik3anas metodes nepilnibam, pieméram, ar eksogénas ACKS uznem3anas
ipatnibam pilnigi diferenciétos audos.

Misu pétijumi ar intaktiem graudzalu digstiem paradija, ka gaismas/tumsas maina
Neizsauc principialas etiléna izdalidanas intensitates izmainas. Tomér, literatara ir
Sastopama informacija, ka gaisma inhibé etiléna veido3anos vairakam augu sugam
(Weckx & Van Poucke 1989). Masu eksperimenti paradija, ka etiolétu graudzalu



I eDETS v

22, attéls. Etiléna
izdalisanas intensitates
gradients 5 dienas vecu
etiolétu mieZu digstu
pirmaja lapa. a-h,
seclgie lapas segmenti
virzienad no pamatnes uz
galotni. Segmenti £, ¢
un h lokalizéti
koleoptiles arpuseé
atrodosaja lapas dala.
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"', inkubats tumed
"g", inkubéte tumsa 23. attéls. Etiléena
"W, inkubts tumsa izdalisanas intensitates
F' inkub2ts gaioma izmainas mieZu lapas
9", inkub?ts gaisma galotnes dala, parejot no
W inlubta gaisma etiol&ta stavokla uz

: fotosintézi. Lapas
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digstu lapa stresa inducéta etiléna izdalidanas intensitates sadalijums ievérojami at3kiras
no sadalijuma fotosintétiski aktiva lapa (22. attéls). Principiala atikiriba saistas tiedi ar
to lapas dalu, kas ir izaugusi arpus koleoptiles. 5aja dala vérojams izteikts etiléna
izdali¥anas pieaugums uz lapas galotni, pie kam, intensitate vairakkartigi parsniedz
etilena izdaliSanas intensitati no fotosintétiski aktivam lapam. Var pienemt, ka 3ads
specifisks sadalijums ir saistits ar gaismas signala iedarbibas iztrikumu, kuram dabiskos
apstakjos jaiedarbojas talit péc lapas izaugSanas koleoptiles arpusé. Par to liecina ari
fakts, ka péc etiolétu digstu parvieto$anas gaismas apstak|os, lapas galotnes audu spéja
pastiprinati sintezét etilénu pakapeniski samazindjas (23. attéls). Ta ka intaktiem
etiolétiem digstiem tumsas apstiakjos 3ads etiléna izdaliSanas pieaugums nav
novérojams, var domat, ka audu spéja sintezét paaugstinatu daudzumu etiléna stresa
rezultata ilgstoSas etiolacijas apstaklos ir saistita ar kada neidentificéta faktora
uzkradanos $ajos audos. L oti iesp&jams, ka is faktors ir saistits ar potencialo gaismas
signala uztversanu.
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3.1.3. Digstu linearas augsanas inhib&Sana un lignifikacijas izmainas etiléna

ietekmé

Fotosintétiski aktivu rudzu digstu pirmas lapas platnes lineara augdana izbeidzas
6. diena, bet lapas maksts aug3ana — 8. diena (24. attéls). Intaktu digstu apstrade caur
lapam ar etilénproducentu HEFS (10 mM) vai etiléna biosintétisko prieksteci ACKS
(50 mM) izraisija gan lapas platnes, gan ari lapas maksts galéja garuma samazina$anos.
Ta ka virkne pétijumu parada zinamu sakaribu starp etiléna veido3anos un lignifikaciju
(De Jaegher et al. 1985, Miller et al. 1985, Prasad & Cline 1987, Hagege et al. 1988),
varétu domat, ka etilénproducentu inhibéjo3a darbiba uz rudzu digstiem maisu
eksperimentos ir saistita ar lignifikacijas pastiprinadanos.

Lai varétu raksturot lignifikacijas norisi rudzu digstu lapas attistibas laika, tika
noteikts lignina satura sadalijums augo3a lapa (5. diena) un lapa, kur lineara augdana
bija izbeigusies (7. diena). Redzams, ka augosa lapi bija novérojams izteikts lignina
gradients, ar ievérojami zemaku lignina saturu tajos audos, kur lokalizétas $anas
dalianas un aktivas stiep$anas faze (25. attéls). Nemainigs lignina limenis lapas platnes
augidala laika no 5. lidz 7. dienai liecina par to, ka lignifikacijas process 3ajas lapas
dajas 5. diena bija jau beidzies. Pretéji tam, aktivs lignifikacijas process 5. diena
norisinajas segmenta “b”, bet segmenta “a” bija zema lighina veido3anas intensitate,
kura pastiprinajas 7. diena.
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24, attéls. Fotosintétiski aktivu rudzu digstu pirmas lapas platnes
(1., gaisie simboli) un maksts (2., tumdie simboli) augSanas dinamika
Un tas izmainas etilénproducentu HEFS (10 mM) un ACKS (50 mM)
apstrades ietekmé. Dati ir vidéjie no 30 digstiem katra laika
Punkta katram variantam +SE.
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25. attéls. Lignina satura gradients 5 dienas un 7 dienas vecu
rudzu digstu pirmas lapas platné un t3 izmainas HEFS un ACKS
apstriades ietekmé. a-d, sekojoSie lapas platnes segmenti, virziena
no pamatnes uz virsotni. Dati rada vidéjos no 3 mérijumiem katra
laika punkt@ katrai apstradei +SE.

Var secinat, ka apstrade ar HEFS vai ACKS izsauca lignifikacijas intensifikaciju
5. diena, tacu tikai tajos segmentos, kur lignina saturs nebija sasniedzis maksimale
limeni (segmenti “a” un “b”, 25. attéls). Redzams art, ka HEFS un ACKS iedarbiba uz
lignifikaciju bija vienada péc rakstura. Varéja novérot tikai minimalas kvantitativas
atskiribas. Tatad, gan HEFS, gan ACKS izraisija islaicigu lignina saturu pieaugumu
lapas platné 5. diena ar sekojo3u izlidzina3anos starp kontroles un apstradatajam lapam
7. diena. No ta var secinat, ka etiléenproducenti izsauc lignifikacijas paatrinasanos. Ta
ka sanapvalka lignifikacija tiek uzskatita par vienu no faktoriem, kas ir saistiti ar §anu
stiep3anas partrauk3anos (Whitmore 1971, Marigo & Boudet 1980), musu
eksperimentos atklata sakariba starp lapu linearas aug3anas inhibé&3anu un lignifikacijas
paatrinasanos etilénproducentu ietekmé |auj pienemt, ka HEFS un ACKS izraisa $anu
stiepSanas paatrinatu izbeigianos un saisina parejas periodu uz diferenciaciju.

5. tabula. ACKS un kobalta ietekme uz lignifikaciju un lapas platnes
garumu. Rudzu digstus apstradaja ar 0.1 mM CoSO, sdkot no 3. dienas
un apmigloja ar 50 mM ACKS 4. diend. Skait]i iekavas rada % no
kontroles.

0.31 {103.3 0.41 (136.7 0.32 {106.7

0.47 (104.4 0.48 (106.7 0.42 (107.9)
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Dati 5. tabula parada, ka ACKS efekts uz lignina saturu samazinijas papildus
apstrades rezultata ar 0.1 mM kobaltu, kas ir etiléna biosintézes inhibitors. Lidziga
veida, ACKS apstradatu digstu lapas galéjais garums palielinjas kobalta iedarbiba.
Tomér, kobalts viens pats dotaja koncentracija neizsauca 3o parametru izmainu. Sie
rezultati liecina par to, ka ACKS darbiba ir saistita tiedi ar §7 savienojuma parvérianos
par etilénu lapas audos, jo kobalta joni inhibé ACKS fermentativo parvérsanos par
etilenu (Abeles et al. 1992).

Ta ka etiléns var izsaukt to génu aktivaciju augos, kuri piedalas normalas attistibas
programmas realizacija, ka ari aizsargmehanismos (Ecker & Davis 1987, Maunders et
al. 1987), var pienemt, ka etilénproducentu darbiba ir saistita ar lignifikacija iesaistito
fermentu génu islaicigu aktivaciju.



3.1.4. Etiléna biosintézes autoregulacija

Etilena autokatalitiskais efekts var paradities abos etiléna biosintézes posmos -
etiléna prieksteca ACKS sintézes reakcija un ACKS parvérianas reakcija par etilénu.
Visai daudz datu ir par eksogéna etiléna iedarbibu uz etiléna biosintézi augju
nogatavoZanas laika vai saistiba ar vegetativo audu noveco$anos (Abeles et al. 1992).
Praktiski Joti maz sastopama informacija par etiléna efektiem intaktos juvenilos augos.

Apsmidzinot intaktus rudzu digstus ar etilénproducentu HEFS vai ar etiléna
biosintétisko prieksteci ACKS, jau 15 minudtes péc apstrades novérojams etiléna
izdalisanas pieaugums no apstradato digstu lapam (26.A attéls). Paraléli etiléna
izdali3anas intensitates pieaugumam, HEFS ietekmé bija novérojama ari EVF aktivitates
palielinadanas lidztekus ar ACKS satura samazinasanos (26.B,C attéls). Ta ka abos
pédéjos gadijumos statistiski batiskas at3kiribas paradijas péc lag perioda ilgaka par
15 min, var secinat, ka izmainu indukcijai bija nepiecieama kada faktora, domajams,
fermentativas dabas olbaltuma, sintéze.

Novérojot etiléna biosintézes izmainas ilgaka laika perioda péc apstrades, var
secinat, ka visizteiktaka etilénproducentu ietekme uz etiléna veido3anos paradijas
tiedi laika starp 1 un 24 stundam péc apstrades (6. tabula). 24 stundas péc apstrades
etiléna izdali¥anas pieaugums bija se3as reizes, bet EVF aktivitates pieaugums — 1.7
reizes. Talakaja laika apstrades ietekme ievérojami samazinajas.

Ta ka etiléna izdalianas intensitate bija atkariga no lapas audos notieko3ajiem
auglanas procesiem (20. attéls), bija lietderigi parbaudit, kuras lapas dalas notiek etiléna
izdalisanas pieaugums HEFS apstrades ietekmé. Gradienta noteik3anas eksperimenti
paradija, ka principialais HEFS-inducéta etiléna izdalisanas sadalijums atbilst etiléna
izdali3anas sadalijumam kontroles digstu lapa (27. attéls). Tomér, galotnes segmenta
bija novérojama batiski paaugstinata etiléena izdali3anas intensitate. Savukart, izsakot
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26. attels. ACKS un HEFS inducétas etiléna izdaliSanas (A), EVF
aktivitates (B) un ACKS satura (C) agrads izmainas rudzu digstu
pirmaja lapa. Dati ir videéjie no 3 analizém katram laika punktam
+SE.
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6. tabula. IlgstoSais HEFS efekts uz etiléna izdaliSands intensitati,
EVF aktivitdti un ACKS saturu rudzu digstu pirmaja lapa. Dati ir
vidéjie no 3 paraugiem iSE.

24 0.31+0.08 5.1+0.2

168 0.20+0.03 2.7+0.1 1.64+0.10
24 1.80+0.20 8.7+03 - B
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27. atté@ls. HEFS ietekme uz etiléna izdaliSands gradientu rudzu
pirmaja lapd. Dati ir vidéjie no 3 paraugiem +SE.
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28. attéls. HEFS gradients rudzu pirmaja lapa. Dati ir vidéjie no 3
Paraugiem +SE.

HEFS iedarbibu attieciba pret kontroles etilena izdaliSanas intensitati attiecigajos
segmentos, var secinat, ka proporcionali vislielakais pieaugums ir galotnes segmenta
“f” (vairak neka 10 reizes) un segmenta “d” (7 reizes), kurs satur 3unas aktivas stiepianas
fazé. Ta ka dotaja eksperimenta tiedi galotnes segments ir ta lapas daja, kas pie apstrades
sanem visu etilenproducenta devu, varétu domat, ka papildus etiléna izdalisanas saistita
ar apstrades stresa situaciju dotajos audos vai ari ar augstaku HEFS koncentraciju
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7. tabula. Gazveida etiléna ietekme uz etiléna izdaliSands intensitati
un ACKS saturu rudzu digstu pirmaja lapa. Dati ir vidéjie no 3
paraugiem #SE.
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29. attéls. Etiléna izdaliSands intensitates izmainas rudzu pirmas
lapas attistibas laika (A) un HEFS (B) un ACKS (C) apstrades
ietekme, papildus apstradajot ar kobalta un sudraba joniem. No 3.
dienas baribas vidé pievienoja CoCl, (0.1 mM) vai sudraba tiosulfatu
({1 mM). Dati ir videjie no 4 paraugiem :SE katra laika punkta katram
variantam,

uzkradanos lapas galotné. Tapéc tika analizéts ari audu HEFS satura sadalijums laps
dazados laikos péc apstrades. legitie dati liecina, ka tie§i lapas galotnes dala notiks
ievérojama HEFS koncentré$anas, kas ipasi izpaudas ilgaku laiku péc apstrades, kame'
HEFS saturs paréjas lapas dalas pakapeniski samazinajas (28. attéls).
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Lai parbauditu, vai aprakstitie efekti nav saistiti ar specifisku etilénproducenta
HEFS iedarbibu, bet ir tiesi eksogéna etiléna darbibas rezultats audos, tika izdariti
papildus eksperimenti ar gazveida etilénu. Etilens digstu augianas vidé 0.8 ppm
koncentracija izsauca tadus pasus efektus uz etiléna biosintézi, ka HEFS, t.i., etiléna
izdalisanas intensitates pieaugumu un ACKS satura samazinadanos (7. tabula). Tatad,
var secinat, ka HEFS iedarbiba uz etiléna sintézi ir saistita tiedi ar etiléna darbibu.

Papildus apstrade ar kobaltu, ACKS parvérianas par etilénu inhibitoru, izsauca
etilena izdalifanas intensitates samazinasanos ka kontroles digstiem, ta ari digstiem,
apstradatiem ar HEFS un ACKS (29. attéls). 3is efekts bija ievérojami izteiktaks ACKS
apstrades gadijuma, apstiprinot, ka eksogéna ACKS péc iek|a3anas lapas audos aktivi
pasvérias par etilénu, kas ari izsauc aprakstitos fiziologiskos efektus. Interesanti, ka
sudraba, etiléna darbibas antagonista, pielietosana maz ietekméja etiléna izdalisanos
kontroles augiem, ka ari ar HEFS apstradatiem augiem, tacu ievérojami paléninaja
etiléna izdalisanas samazinasanos laika gaita ar ACKS apstradatiem digstiem. Varétu
domat, ka $i paradiba ir saistita ar sudraba jonu stabilizéjo3o iedarbibu uz ACKS
oksidazi (Matto & Lieberman 1982).

Aprakstitie rezultati atklaj eksogéna etiléna autokatalitisko darbibu juvenilos
vegetativajos audos un apstiprina piepémumu, ka ACKS oksidaze piedalas etiléna
veido3anas pozitivaja regulacija. To apstiprina ari fakts, ka ACKS saturs samazinas
paraléli EVF aktivitates pieaugumam ar identiskiem lag periodiem. Jadoma, ka lielaka
daja etiléna izdali3anas pieauguma HEFS apstrades ietekmé ir saistita ar audos uznemta
etilénproducenta sadaliZanos ta ka etiléna izdalidanas pieaug 6 reizes, salidzinot ar
EVF aktivitates pieaugumu 1.7 reizes. Atlikusi pieauguma daja nak no EVF aktivitates
pieauguma rezultata veidota etiléna no audos eso$a pieejama ACKS. Jadoma, ka ACKS
sintéze netiek aktivéta eksogéna etiléna iedarbiba, ka tas ir aprakstits aug|u
nNogatavosanas procesa (Sitrit et al. 1986) vai audu novecosanas situacija (Riov &
Yang 1982). Vegetativos audos lidzigs HEFS efekts noveérots tikai saulespukes sanu
kultdra, kur apstrade ar etilénproducentu izsauca vienlaicigu etiléna izdalizanas
Pieaugumu un ACKS satura samazinasanos (Sauerbrey et al. 1988).



3.1.5. Lipoksigenazes saistiba ar etiléna veidosanos

Augsta lipoksigenazes aktivitate atri augosos audos ir labi aprakstita paradiba
(Douillard 1979, Kubacka-Zebalska & Kacperska-Palacz 1980, Douillard & Bergeron
1981, Vernovy-Gerritsen et al. 1983). Tomér lipoksigenazes fiziologiska nozime augos
nav skaidra. Ta ka masu eksperimenti ir paradiju3i, ka aktivi augosiem graudzalu lapas
audiem raksturiga spé&ja intensivi veidot etilénu, varétu domat, ka eksisté sakariba
starp audu etiléna izdali3anas limeni un to lipoksigenazes aktivitati.

Skisto3as lipoksigenazes aktivitate tika noteikta dazada vecuma fotosintétiski
aktivu rudzu digstu pirmaja lapa. Visaugstaka lipoksigenazes aktivitate bija lokalizéta
jaunakajos lapas segmentos pie augo3as lapas pamatnes, krasi samazinoties parejot
uz diferenciétiem audiem (30. attéls). Ka aprakstits ieprieks, etiléna izdalisanas
intensitate no rudzu lapas segmentiem izradija 3adu pasu atkaribu no audu vecuma
un augdanas procesiem (20. attéls).

HEFS apstrades iedarbiba uz lipoksigenazes aktivitate tika analizéta 0-60 min
péc digstu apmiglo3anas ar 10 mM Skidumu. Apstradatos augos bija novérojams vismaz
15 min ilgs fag periods, péc kura lipoksigenazes aktivitate krasi pieauga (31. attéls).
Jau 60 min péc apstrades lipoksigenazes aktivitate parsniedza kontroles aktivitates
limeni par 60 %. Sads atrs aktivitates pieaugums norada uz to, ka ferments piedalas
agrinaja metaboliskaja regulacija hormonu lidzsvara izmainu rezultata. Lidziga HEFS
iedarbiba novérota ari attieciba uz EVF aktivitati (26. attéls). Batiska atSkiriba
lipoksigenazes aktivitaté starp kontroles un HEFS-apstradatiem augiem bija novérojama
lidz pat rudzu lapas linearas aug3anas apstadanas bridim 7. diena (32. attéls). Aktivitates
gradienta analize HEFS un ACKS apstradatu digstu lapa paradija 3o etilénproducentu
identisko iedarbibu uz lipoksigenazes aktivitati (33. attéls). Aktivitates pieaugums bija
nedaudz izteiktaks ACKS apstrades gadijuma.
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30. attéls. Skisto33ds lipoksigendzes aktivitdtes gradients
fotosintétiski aktivu 4, 7 un 11 dienas vecu rudzu digstu pirmaja
lapa. a-b, secigie lapas maksts segmenti; c-f, secigie lapas platnes
segmenti. Dati ir vidéjie no 2 paraugiem iSE.
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31. attéls. Lipoksigenazes 32. attéls. Lipoksigenazes

aktivitates atrads izmainas rudzu aktivitates dinamika rudzu

digstu pirmaja lapa péc apstrades digstu pirm@s lapas attistibas

ar HEFS. Dati ir vidéjie no 2 laika. Apstrade ar HEFS 4. diena.

paraugiem zSE. Dati ir vidéjie no 2 paraugiem
+SE.

20

B kontrole
B HEFS
B ACKS

16

12

Lipoksigenazes aktivitate (A4, min" @' FW)

Lapas segmenti

33, attéls. HEFS un ACKS apstrades ietekme uz lipoksigenazes
al.itivité.tes gradientu 5 d.v. rudzu digstu pirmaja lapa. Dati ir
vidéjie no 3 paraugiem :SE katram variantam.

Agris lipoksigenazes aktivitates izmainas nogriezta un no koleoptila atbrivota
rudzu lapa tika analizétas 60 min laika. Lapu atdalisana inducéja 1o lipoksigenazes
aktivitates pieaugumu (34. attéls). Eksperimenta beigas lipoksigenazes aktivitate
atdalitas tapas bija par 49 % augstaka neka intaktas lapas.

Lai ari jau agrak literatira ir aprakstiti eksperimenti par eksogéna etiléna ietekmi
Uz lipoksigenazes aktivitati, misu rezultati pirmo reizi parada etilénproducentu
aktivéjoo iedarbibu uz lipoksigenazes aktivitati vefetativajos audos. Jadoma, ka etiléna
efekts ir atkarigs no lietota augu materiala specifikas, jo, pieméram, etiolétos zirnu
digstos etiléns neietekméja lipoksigenazes aktivitati (Duncan & Spencer 1987). Jaatzimé
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34. attéls. Lipoksigeniazes aktivitates izmaipas atdalita rudzu digstu

pirmaja lapa, kas inkubéta mitr3d kamera 60 min. Dati izteikti % no
intaktas kontrcles un ir vidéjie no 3 paraugiem +SE.

ari, ka bez 3kistoZas (citozola) lipoksigenazes augos ir ari mitohondriala lipoksigenaze.
Abas formas var at3kirties péc to jutibas pret etilénu.

Novérota lipoksigendzes aktivacija jau 15-30 minttes péc rudzu lapas nogrie$anas
atbilst etiléna biosintézes indukcijai lapa (10. attéls) un apstiprina agrakos datus par
fermenta pieaugumu stresotos augos (Kacperska & Kubacka-Zebalska 1989). Tomer
aktivacijas procesa daba paliek neskaidra. Ir izteikts pienémums, ka lipoksigenazes
aktivaciju izsauc stresa inducéta membranu stabilizacija (Kacperska & Kubacka-
Zebalska 1989), iespéjams, saistiba ar hidroperoksidu aktivaciju (de Grot et al. 1975,
Sylvestre et al. 1989). Tomér, musu rezultati neizslédz iespéju, ka fermenta aktivitates
picaugums stresotas rudzu lapas un etilenproducentu apstrades rezultata saistits ar
fermenta sintézi de novo. '

Lai arf ir aprakstita iespéja, ka lipoksigenaze var veidot etilenu no ACKS in vitro
apstaklos {(Bosquet & Thimann 1984, Lynch et al. 1985}, nativa ACKS oksidaze nav
identiska ar lipoksigenazi (John 1991). Tapéc, lai ari masu un literatlras dati apstiprina
parsteidzo3i cie3u paralelitati starp etiléna veido$anas intensitati un lipoksigenazes
aktivitati, ir jasecina, ka augsts etiléna izdali¥anas limenis un augsta lipoksigenazes
aktivitate ir neatkarigas konsekvences, kas saistitas ar juvenilu, novecojo¥u vai stresotu
audu ipaso metabolisko stavokli.
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3.2. Peroksidazu sistémas izmainas graudzalu digstu lapas attistibas gaita

3.2.1. Peroksidazes aktivitates izmainas atkariba no lietota udeqraza donora

PeroksidaZu nespecifiskums attieciba pret aktivitites noteik3anai pielietotajiem
ddenraZza donoriem ir viens no iemesliem, kas apgrutina konkréto peroksidazu
biologisko funkciju noteik8anu (Gaspar 1986, Mader et al. 1986). Lai ari attistibas
atkarigas peroksidazes aktivitates izmainas var mainities atkariba no noteik3anai lietota
udenraza donora, tikai daZi pétijumi salidzina dazadus adenraza donorus $ini aspekta
(Chanda et al. 1986, Goldberg et al. 1986, Goldberg et al. 1986, Goldberg et al.
1989, Ros Barcelo et al. 1989). Tomeér, lielakaja da|a eksperimentu tika lietots tikai
ierobeZots Gdenraza donoru daudzums, un bija novérojamas tikai minimalas vai ari
gradualas at3kiribas. Vienigais iznémums bija eksperimenti ar augoiem Vigna radiata
hipokotiliem, kuros tika atklatas principialas atkiribas gvajakola peroksidazes un
askorbata peroksidazes kompartmentacija (Goldberg et al. 1989). Tadé| ari masu
eksperimentu ietvaros ar graudzalu digstiem aktivitates noteik3anai tika izmantoti
praktiski visi pieejamie adenraZa donori, gan dabiski sastopami, gan sintétiskas dabas
savienojumi ~ benzidins, kafijskabe, katehals, o-dianizidins, ferulskabe, gvajakols, p-
fenilendiamins, vanilins, askorbinskabe.

Aktivitates noteikianai izmantota bufera pH ietekme uz peroksidazes aktivitati
tika noteikta ar visiem adenraza donoriem divas buferu sistémas — 0.1 M Na acetata
un 0.1 M Na fosfata buferi. Ka redzams no datiem 35. attéld, maksimala aktivitate tika
atrasta pie pH vértibam 5.4-6.2, ar nelielam at3kiribam atkariba no lietota adenraza
donora. Lielaka daja aktivitates pH-atkaribas liknu bija ar izteiktiem asiem
maksimumiem, iznemot liknes gvajakola peroksidazes un kafijskabes peroksidazes
gadijuma, kur tika novérota vairak izlidzinata aktivitates atkariba no vides pH (35.
attéls, A un B). Tikai dianizidina un askorbata peroksidazes gadijuma paradijas atkariba
no lietota bufera tipa — Na fosfata buferi 3is aktivitates bija ievérojami zemakas, neka
Na acetata buferi (35. attéls, F un H). faatzimé, ka masu eksperimentos iegitie pH
Optimumi bija tuvu tiem, kadi ir novéroti eksperimentos ar peroksidazém no daZzadiem
augiem (Kim et al. 1980, Wang & Luh 1983, Catala & Chamarro 1987).

Lai noteiktu, ka aktivitates noteikdanai lietota idenraza donora izvéle ietekmeé
peroksidazes aktivitates izmainas attistibas laika, 3kisto3ds peroksidazes aktivitates
dinamika rudzu digstu pirmas lapas platné tika analizeta, izmantojot visus ddenraza
donorus, Bitiskas atékiribas aktivitates dinamika paradijas starp divam Gdenraza donoru
8rupam. ja peroksidazes aktivitati noteica, izmantojot pirmas grupas donorus
(benzidins, kafijskabe, dianizidins, ferulskabe, gvajakols, fenilendiamins), bija
Novérojams konstants aktivitates pieaugums visd lapas attistibas laika. K& pieméri
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35. attels. Bufera sastava un pH ietekme uz kopéjo Skistoso
peroksidazes aktivitati no 4. d.v. rudzu digstu pirmas lapas, kas
noteikta ar gvajakolu (A), kafijskabi (B), ferulskabi (C), kateholu
(D), vanilinu (E), askorbinskabi (F), p-feniléndiaminu (G), o-
dianizidinu (H), benzidinu (I) ka adenraZa donoriem. Lietotie buferi:
0.1 M Na acetata (baltie simboli); 0.1 M Na fosfata (melnie simboli).
Dati ir vidéjie no 3 analizéem.

4

3

aktivitates izmainam ar 3is grupas denraza donoriem ir paradita aktivitates dinamika
dianizidina un gvajakola peroksidazei (36. attéls, A un B). Ja aktivitati noteica ar otras
grupas odenraZa donoriem {askorbinskabe, katehols, vanilins), peroksidazes aktivitate
lapas platné samazinajas no attistibas 4. lidz 7. dienai (36, attéls, C, D un E), kad
notika lapas platnes linearas aug3anas izbeigSanas (24. attéls). Péc 7. dienas katehola
peroksidazes aktivitate pakapeniski paaugstinajas (36. attéls, C), bet vanilina
peroksidazes aktivitate saglabajas vairak vai mazak stabila limeni lidz eksperimenta
perioda beigam (36. attéls, D). Preté&ji tam, askorbata peroksidazes aktivitate |apas
platné nebija nosakama péc 7. attistibas dienas {36. attéls, E).

Sadas pat atskiribas, lietojot attiecigos GdenraZa donorus, paradijas peroksidazes
aktivitates sadalijuma gar pirmas lapas platni. Visaugstikais askorbata un vanilina
peroksidazes aktivitates limenis bija lapas platnes pamatné, kur lokalizéti aktivi augo?i
meristematiskie audi (37. attéls, C un D). Peroksidazes aktivitates gradients starp
mersitematiskajiem un diferenciétajiem lapas audiem bija mazak izteikts, ja aktivitati
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36. att&ls. Peroksidazes aktivitdtes dinamika ;’udzu digstu pirmas
lapas attistibas laika ar dianizidinu (&), gvajakolu (B), kateholu
(C), vanilinu (D), askorbinskabi (E). Vidé]ie no 3 eksperimentiem -SE.
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37. attéls. Peroksidazes aktivitates gradients 4 d.v., 7 d.v. un 1l

d.v. rudzu digstu pirmaja lapa,

kas noteikts ar gvajakolu

(B},

kateholu (B), vanilinu (C), askorbinskabi (D) k3 GdenraZa donoriem.
c-f, secigie lapas platnes segmenti, no pamatnes uz galotni. vidéjie

no 3 eksperimentiem =SE.

noteica ar kateholu (37. attéls, B) un, it ipaSi, ar gvajakolu (37. attéls, A) un citiem
pirmas grupas Gdenpraza donoriem {(dati nav paraditi).

Peroksidazes aktivitates sadalijums olbaltumvielu frakcijas, kas at3kiras péc
saistibas stingribas ar $anas struktaram, tika analizéts, izmantojot lapas audu secigt
ekstrakciju buferos ar pieaugo3u jonu spéku (0.1 M Na fosfata buferis, kam seko 1 M

9%
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38. attéls. Peroksidazes aktivitates sadalijums olbaltumu frakcijas,
kas atS3kiras péc saistibas pakadpes ar Siunas struktdram 4 d.v., 7
d.v. un 11 d.v. rudzu digstu pirmaja lapa, noteikta ar dianizidinu
(A) un gvajakolu (B) k& 0Odepraza donoriem. Olbaltumu frakecijas
ieguva no viena un ta paSa augu materidla, to secigi ekstragéjot ar
0.1 M Na fosfata buferi, pH 7.8 (Skistosa, neiekrasotas kolonnas),
Na fosfata buferi ar 1 M KCl (jonu saistitd, svitrotas kolonnas),
Na fosfata buferi ar 2.5 % pektinazi un 0.5 % celulazi (kovalenti
saistita, melnas kolonnas). Aktivitate ir izteikta % no kopéjas
aktivitates. Vidéjie no 2 eksperimentiem zSE.

KCH), un, visbeidzot, sadalot dunapvatka celulazes-pektinazes iedarbiba. Ka redzams
no datiem 38. attéla, vienu stundu ilga lapas audu ekstrakcija ar 0.1 M Na fosfata
buferi (pH 6.8) atbrivoja 86-91 % no kopéjas peroksidazes aktivitates. Proporcijas
starp 3kisto$o (ekstragéta ar 0.1 M Na fosfata buferi), jonu saistito (ekstragéta ar 1 M
KCl 0.1 M Na fosfata) un kovalenti saistito (ekstragéta ar 2.5 % pektinazi plus 0.5 %
celulazi) peroksidazes aktivitati nedaudz mainijas atkariba no lapas attistibas stadijas
un lietota tdenraza donora.

Atseviskus eksperimentus izdarija, lai noteiktu peroksidazes aktivitates sadalijumu
starp protoplastu un starpstinu telpu ar infiltracijas tehnikas palidzibu. peroksidazes
aktivitates sadalijums starp abiem kompartmentiem batiski atskiras atkariba no
aktivitates noteikianai lietota Gdenraza donora (39. attéls). Noverotas atkiribas
apstiprinaja augstak aprakstito odepraza donoru sadalijumu divas grupas. Nosakot
aktivitati ar pirmas grupas adenraza donoriem (pieméram, dianizidinu un gvajakolu},
attiecigi apmeram 45-60 % un 12-33 % kopeéjas peroksidazes aktivitates bija lokalizéta
starp$iinu telpa (39. attéls, A un B). Arpus3inas aktivitates proporcija ievérojami pteauga
péc lapas attistibas 7. dienas. Ja peroksidazes aktivitate tika noteikta ar otras grupas
Udenraza donoriem (pieméram, askorbinskabi un vanilinu), praktiski visa aktivitate
bija lokalizata tanas iekziene (39. attéls, C un D). Tikai vanilina peroksidazes gadijuma
apméram 10 % kopéjas aktivitates paradijas lapas audu starp3tnu telpa 11. diena (39.
attéls, C).
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39. attéls. Percksidazes aktivitates kompartmentacijas izmainas 4
d.v., 7 d.v. un 11 d.v. rudzu digstu pirmaja lapda, noteiktas ar
dianizidinu (A), gvajakolu (B), vanilinu (C) un askorbinskabi (D)
ka GdenraZa donoriem. Olbaltumu frakcijas ieguva no viena un ta
paSa augu materiala, to secigi infiltréjot ar 0.1 M Na fosfata
buferi (satarpsiinu telpas Skisto$a, melnas kolonnas), Na fosfata
buferi ar 1 M KC1 (starpsinu telpas jonu saistita, svitrotas kolonnas)
un ekstragéjot saberztus audus 0.1 M Na fosfata buferi (protoplastu,
neiekrasotis kolonnas). Skaitli uz kolonnam parada dotas frakcijas
procentudlo aktivitati no kopéjas aktivitates. Vidéjie no 3
eksperimentiem +SE.

Izoperoksidazes no visam frakcijam tika sadalitas ar poliakrilamida géla
elektroforézi gan anodaja, gan katodaja sistema (40. attéls). Gan anodas, gan katodas
izoperoksidazes bija lokalizetas abos kompartmentos — starpstinu telpa un protoplasta.
Tikai divas anodas izoformas, A3 un A4, no protoplastu frakcijas (P) nebija atrodamas
starpSunu telpas frakcija (ES, E1B). Bez tam, izoperoksidaze A4 bija aktivaka no divam
izoformam, kas vizualizéjas ar vanilinu (VA/P, 40. attéls). Tikai izoperoksidaze C1,
kas bija lokalizéta starpsanu telpa (ES, EIB), neparadijas protoplastu frakcija (P). Nebija
novérojamas atikiribas izoperoksidazu spektra starp $kistoo {ES) un jonu saistito (EIB)
starpitnu telpas frakciju, kas liek domat, ka peroksidazu atbrivoianas starpdanu telpa
biia nepartraukts, nevis paképenisks process.

Kopgjas tkistogas peroksidazes aktivitates pieaugums (skatit 36. attélu) bija saistits
ar visu eso%o izoformu aktivitates pieaugumu, iznemot A3 un A4, bet ne ar jaunu
formu paradisanos (40. attéls). Starpsanu telpas peroksidazes aktivitates proporcijas
straujais pieaugums, kas bija novérojams 11. diena (skatit 39. attélu), sakrita ar
izoperoksidazu A2 un C2 aktivitates pieaugumu (ES, EIB; 40. attels).

Tikai Joti zema katodas peroksidazes aktivitate bija lokalizéta jonu saistitaja un
kovalenti saistitaja frakcijas (dati nav paraditi). Tomer, tajas frakcijas katra analizétaja
lapas attistibas stadija bija nosakamas tikai tas anodas peroksidazes, kuras sakrita ar
visaktivékajém anodajam izoperoksidazém no protoplastu frakcijas dotaja stadija (1B,
CB; 40. atials).
| 29



E h GEDERTS IEVINE

b

e - -

A
)

2 T [I3 T =6

1
C + o + T[] <=l
Tlul ;ﬁE I 1u =
D .

IHI1

N VA

B c8 p
T e T - —)
A I I -2
| ~4
1 ‘-5
11 -

+ +
4 7 N b 7 N 4

[ = 3<[3< [T < [T < [T+« [0« (V0 < I < NG < T

40. attéls. Dianizidina peroksidazes (DN) un vanilina peroksidazes
(VA) izoformu kompartmentadcija 4 d.v., 7 d.v. un 11 d.v. rudzu digstu
pirmaja lapa. Protoplastu (P), starpsinu telpas Skistoso (ES), starpsinu
telpas jonu saistito (EIB), jonu saistito (IB) un kovalenti saistito
(CB) olbaltumu frakciju ieguva, kd attéliem 38. un 39. Percksidazes
sadalija ar poliakrilamida g&la elektroforézi anodaja (A) un katoda]d
(C) sistéma. Fermentu ekstraktus izlidzinaja péc aktivitdtes atbilstosi

audu masas vienibai. Enojuma pak3pe parada salidzinoSo krasojums
intensitati.
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Tatad, misu rezultati no dinamikas un kompartmentacijas eksperimentiem skaidri
paradija, ka ddenraZa donoru ipasibas mainas pakapeniski sekojo3a kartiba: dianizidins
(ari benzidins, ferulskabe u.c.) - gvajakols - katehols - vanilins - askorbinskabe. Pretéji
dianizidina peroksidazes aktivitatei, kura bija augsta limeni jaunu audu starpinu
frakcija un krasi pieauga diferenciétos audos, askorbata peroksidazes aktivitate bija
lokaliz&ta tikai meristemitisko audu protoplastos pie lapas pamatnes. Masu rezultati
apstiprina askorbata ka peroksidazes GdenraZa donora ipa%o lomu (Nakano & Asada
1987, Goldberg et al. 1989).

Lidz ar to, izvirzas jautajums par idenraza donoru izvéli peroksidazes aktivitates
noteik3anai fiziologiskajos pétijumos. Parasti $im mérkim tiek izmantoti Gdenraza
donori, kas reagé ar lielako daudzumu izoperoksidazu (pieméram, benzidins un
dianizidins). Tomér, pastav iespéja, ka visas izoformas, kuras reagé ar $iem adenraza
donoriem, nav t.s. istas peroksidazes. Bez tam, masu eksperimentos dianizidina
peroksidazes aktivitates fona limena pieaugums rudzu lapas attistibas laika izlidzinaja
lapa eksistéjoso aktivitates gradientu. Tapéc var secinat, ka ir izdevigi lietot
specifiskakus GdenraZa donorus, vismaz atseviskos gadijumos. Ta pteméram, ligninu
polimerizéjodo peroksidazu petijumiem parasti tiek lietoti siringaldazins un
koniferitspirts (Goldberg et al. 1983, Mader et al. 1986).

Pétijumi citas laboratorijas ir paradijusi, ka no dazadam peroksidazes formam,
kas atskiras péc to saistibas speka ar §anas struktaram, visaktivakas ir tiedi t.s. jonu
saistitas peroksidazes (Chanda et al. 1986, Goldberg et al. 1986). Pretéji tam, musu
pétijumi paradija, ka rudzu lapas audu ekstrakcija ar zema jonu spéka buferi atbrivo
lielako daju peroksidazes aktivitates. {zoperoksidaZzu spektrs jonu un kovalenti
saistitajas frakcijas, kur nebija novérojama specifisku izoformu paradiSanas, apstiprinaja
pPienémumu, ka joniski saistitas peroksidazes ir artefakts, kas radies peroksidazu
rekompartmentécijas procesa $0nu sagrau3anas gaita (Mader et al. 1986).

V&l viena peroksidazu lokalizacijas probléma ir saistita ar anodo un katodo
izoformu specifisku atradanos vai nu protoplasta, vai ari 3anapvalka un starp3anu telpa.
Lai ari tiek uzskatits, ka katodo peroksidazu galéjas lokalizacijas (darbibas) vieta ir
SUnas iek§puse, bet anodas formas ir brivi iz8kiduas starp3unu telpa vai ari ar jonu
Speku saistitas ar janapvalku (Mdader et al. 1986, Schioss et al. 1987, Ros Barcelo et
al. 1989), vairaki pétijumi paradijusi zinamu katodo peroksidaZu aktivitati ari starp3inu
telpa (van den Berg & van Huystee 1984, Mdader et al. 1986, Schloss et al. 1987,
Church & Galston 1988, Goldberg et al. 1989). Ir izteikts pienémums, ka niecigs
daudzums katodo izoperoksidazu var paradities starpianu telpa citoplazmatiska
Materidla parneSanas rezultata audu infiltracijas un centrifugéSanas rezultata (Ros
Barcelo et al, 1989). Tomér, rudzu lapa ievérojams daudzums izoperoksidazu C1 un
C2 bija lokalizéts starpsonu telpa. Bez tam, C1 bija specifiski lokalizéta starpsanu
telpa un neparadijas protoplastu frakcija.
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Masu eksperimentos ievérojama anodas peroksidazes aktivitate bija lokalizéta
§anas iek3pusé. Nevar ignorét ari iesp&ju, ka starp3anu telpas peroksidazes proporcija
bija pat lielaka, neka paradija eksperimentu rezultati. Netiedi to apstiprina ari fakts,
ka izoperoksidazu spektrs $kisto3aja (ekstragéta ar zemas saju koncentracijas buferi)
un jonu saistitaja (ekstragéta augsta saju koncentracija) bija praktiski vienads. Skiet,
ka starp3inu telpas peroksidazu atbrivosanas bija atkariga drizak no infiltracijas ciklu
skaita, bet nevis no bufera jonu spéka. Ir tomér neiespéjami izdarit galéjo sledzienu
par to, vai liels daudzums aktive anodo izoperoksidaZu (A1, A2, A5, A6} péc
infiltracijas/centrifugé8anas palieko3aja frakcija tiesam bija lokalizétas protoplasta.

Askorbata peroksidazes aktivitates gradients rudzu lapa (36. attéls, C) bija pretéjs
tam, kads tika atklats miisu eksperimentos par lignina satura pétijumiem (25. attéls).
Varétu domat, ka askorbata un vanilina peroksidazes aktivitates specifiska
kompartmentacija un sadalijums lapas attistibas laika bija saistita galvenokart ar anodas
izoperoksidazes A4 aktivitati, kura paradijas tikai aktivi augo$a lapa. Bez tam, vanilina
peroksidazes un, it ipasi, askorbata peroksidazes aktivitates dinamika {apas attistibas
laika bija lidzigs etiléna izdali¥anas intensitates (18. attéls) un lipoksigenazes aktivitates
(32. attéls) dinamikai, kas norada uz askorbata un vanilina peroksidazes saistibu ar
noteiktiem fiziologiskajiem procesiem.
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3.2.2. Eksogéna etilena ietekme uz peroksidazes aktivitati

Ta ka gan etilénproducents HEFS, gan etiléna biosintétiskais priek3tecis ACKS
miisu eksperimentos izsauca graudzalu digstu linearas aug3anas inhibé$anu, bija batiski
noskaidrot, vai 3ada apstrade izsauc ari peroksidazu sistémas aktivé3anos digstos. Jau
30 min péc rudzu digstu apmigioanas ar HEFS to pirmaja lapa bija novérojams
statistiski butisks 3kistosas peroksidazes aktivitates pieaugums, kas liecina par eksogéna
etiléna tieo ietekmi uz peroksidazu sistému (41. attéls). Maksimalais aktivitates
pieaugums bija novérojams 45 min péc apstrades, bet vélaka perioda tas saka
pakdpeniski samazinaties. 5ada dinamika apstrades ietekmé& bija raksturiga
peroksidazes aktivitatei ar visiem lietotajiem ddenraza donoriem, ka tipiski pieméri
paraditas gvajakola (41. attéls, A) un askorbata (41. attéls, B) peroksidazes aktivitates
izmainas. Visizteiktikais aktivitates pieaugums HEFS apstrades ietekmé bija askorbata
peroksidazei — 218 % salidzinot ar kontroli. Aktivitates pieauguma pakape samazinajas
rinda ferulskabe (167 %) — vanilins (157 %) — feniléndiamins (148 %) - gvajakols (145
%) - dianizidins (140 %) - kafijskabe {132 %).

Butiska peroksidazes aktivitates paaugstinasanas lapa bija novérojama ari 24 h
péc apstrades. Pieaugums bija raksturigs aktivitatei ar visiem Gdenraza donoriem, tacu
tas atékiras péc intensitates, un bija maksimalais askorbata peroksidazes aktivitates
gadijuma. Atskiriba starp apstradatajiem un kontroles digstiem attieciba uz to
peroksidazes aktivitates limeni saglabdjas ari turpmakajas aug3anas dienas, tacu,
tznemot askorbata peroksidazes aktivitati, lidz ar kopéjas aktivitates pieaugumu,
procentualais aktivitates pieaugums apstrades ietekmé laika gaitd samazinajas.
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41. attels. Gvajakola peroksidazes aktivité_tes (A) un__asko:.:bat_:a
Peroksidazes aktivitates (B) izmainas rudzu digstu pirmaja lapa péc
apstrades ar HEFS. Dati rada vidéjos no 3 paraugiem :iSE.
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42. attéls. HEFS un ACKS ietekme uz peroksidazes aktivitates sadalijumu
gar 5 d.v. rudzu digstu augoSu pirmo lapu. Aktivitate noteikta,
izmantojot par uUdenraZa donoriem dianizidinu (A), gvajakolu (B),
vanilinu (C), askorbinskabi (D). ¢ - £, secigie lapas segmenti no
pamatnes uz virsotni. Dati ir vidéjie no 3 paraugiem zSE.

8. tabula. Kobalta jonu ietekme uz HEFS un ACKS inducéto gvajakola
peroksidazes aktivitati 5 d.v. rudzu digstu pirmaja lapa.

0.1 mM CoS0O4 100

0.01 MHEFS + 0.1 mM CoSO4 117

0.05 M ACKS + 0.1 mM CoSOg4g 126

Aktivitates gradienta pétijumi augo3a lapa (5. diena) HEFS un ACKS apstrades
tetekmeé tika izdariti, lai noskaidrotu, ka lapas audu stavoklis ietekmé aktivitates
izmainas. No rezultatiem 42. attéla redzams, ka peroksidizes aktivitates izteiktaka
palielinasanas HEFS un ACKS iedarbiba bija novérojama tiedi jaunos, aktivi augo50:
audos. Neparadijas principialas at8kiribas ietekmes sadalijuma atkariba no eksogénd
etiléna avota (HEFS vai ACKS). Interesanti ari, ka abu veidu apstradés relativai®
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43. attels. Jonu saistitas (A) un kovalenti saistitas (B) gvajakola
Per.oksidazes aktivitates dinamikas izmainas rudzu digstu pirmaja
laika HEFS apstrades ietekmé. Dati ir vidéjie no 3 paraugiem sSE.

aktivitates pieaugums bija vienads un lidzigs atbilstoso HEFS un ACKS koncentraciju
letekmei uz linearas augdanas inhib&danu {skatit 3.1 3.

Lai noskaidrotu etilénveidojo$as sistémas lomu peroksidazes indukcija HEFS un
ACKS ietekmé, parbaudija kobalta jonu (ACKS oksidazes inhibitors) ietekmi uz
peroksidazes aktivitati apstradatu digstu lapa. Papildus apstrade ar 0.1 mM CoSO4
pirms etiiénproducentu lieto3anas bitiski samazinaja peroksidazes aktivitates

Pieaugumu HEFS un ACKS ietekmé (8. tabula. HEFS gadijuma kobalts samazinaja
aktivitates pieaugumu par 55 %, bet ACKS gadijuma — par 70 %. Kontroles digstu
apstrade ar kobaltu dotaja koncentracija neizsauca aktivitates izmainas. Ta ka
iepriek§éjie eksperimenti paradija etiléna autokatalitisko efektu rudzu digstos (skatit
3.1.4), var secinat, ka peroksidazes aktivitates pieaugums eksogéna etilena ietekmé
it atkarigs gan no etiléna tiesas iedarbibas, gan ari no etiléna biosintézes aktivacijas.
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Atseviski eksperimenti tika izdariti, lai noteiktu, ka eksogénais etiléns ietekmé
peroksidazes aktivitati citas frakcijas, kas at3kiras péc saistibas pakapes ar 30nas
strukthram, jo rudzu lapas bez 3kisto3as peroksidazes ir iespéjams noteikt ari t.s. jonu
saistito un kovalenti saistito peroksidazes aktivitati (skatit 3.2.1.). Peroksidazes
aktivitates izmainas 3ajas frakcijas principiali at3kiras atkariba no apstrades ar HEFS.
Ja jonu saistita gvajakola peroksidazes aktivitate apstradatu digstu lapa bija konstanti
paaugstinata attieciba pret aktivitati kontroles digstos, tad kovalenti saistitas
peroksidazes frakcija statistiski batisks pieaugums apstrades ietekmé bija novérojams
tikai lidz lapas linearas aug8anas apstasanas bridim 7. diena (43. attéls). Pie tam,
pieaugums kovalenti saistitaja frakcija bija vairak izteikts. Sie dati liecina par to, ka
tiedi kovalenti saistitas peroksidazes frakcija piedalas linearas augSanas inhibé3ana
etilénproducentu ietekmé.

Ta ka etiléns var paaugstinat peroksidazes aktivitati, izsaucot atbilsto$o génu
ekspresiju un olbaltumu sintézi de novo (Abeles et al. 1988, Ishige et al. 1993, Ito et
al. 1994), jadoma, ka ari graudzalu digstos peroksidazes aktivitates pieaugums ir saistits
ar fermenta sintézi. Ta ka aktivitates pieaugums bija novérojams vienlaicigi visas
frakcijas, jasecina, ka 3is process nav saistits ar peroksidazes molekulu lokalizacijas
mainu, kas novérota atseviskos gadijumos (Gaspar et al. 1985).
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3.2.3. Gaismas ietekme uz peroksidazes aktivitati

Ta ka fotosintézes process ir saistits ar idenraZa peroksida rasanos, bet askorbata
peroksidaze ir galvenais peroksidu partvero$ais ferments hloroplastos {Asada 1992),
augu parejai no etiolacijas stavok|a uz aktivu fotosintézi, kas norisinas augu normalas
attistibas gaita, tiem paradoties augsnes virspusé, batu jaizsauc askorbata peroksidazes
indukcija. Dota darba ietvaros $is process tika pétits miezu digstu mode|sistéma,
analiz&jot pirmaja lapa notieko$as peroksidazes aktivitates izmainas gaismas faktora
ietekmé.

Ka jau tas bija sagaidams, etiolétu mieZu digstu parvietosana gaisma izraisija
islaicigu, bet batisku askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu to pirmaja lapa
(44. attéls, A). Sads efekts, parvietojot digstus gaisma ari vélaka perioda, paradijas
neatkarigi no askorbata peroksidazes dinamikas izmainam etiolétos augos to attistibas
gaita. Interesanti, ka askorbata peroksidazes dinamika etiolétos un gaisma augo3os
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44. attéls. Askorbata peroksiddzes aktivitates (A) un gvajakola
Peroksidazes aktivitates (B) izmainas miezu digstu pirmaja lapa péc
etiol&tu augu parvietosanas fotoperioda apstdklos. Digsti parvietoti
Jaisma 3., 5. un 7. diend no audz&Sanas sakuma. Dati rada vidéjos no

4 Paraugiem +SE.
107



- GEDERTS IEVING

A B
£
o
E
g
i
i 1 1
o s 10 15 2 2 3% 3 4¢ ¥ 2 3 4 5 6
Askorbata peroksidazes aktivitate Gvajakola peroksidazes aktivitate
. - g | -1
(aA min™ mg” olbv.) aAmin” mg” olbv,)

44. attéls. Askorbata percksidazes aktivitdtes (A) un gvajakola
peroksidazes aktivitates (B) gradients gar 4 d.v. eticlétu mieZu
digstu pirmo lapu. 1 - 8, secigi lapas segmenti no pamatnes uz
virsotni. Dati rada vidéjos no 4 paraugiem.

augos bija atskiriga, pie tam, aktivitate ilgstosos fotosintézes apstaklos bija ievérojami
zemaka, neka etiolacijas apstak|os (44. attéls, A). Var piepemt, ka izteiktais askorbata
peroksidazes aktivitates pieaugums ieilgu3as etiolacijas apstak|os bija saistits ar
endogéna oksidativa stresa attistibu energétisko procesu disbalansa rezultata.
Preté&ji gaismas faktora induktivajam efektam uz askorbata peroksidazes aktivitati,
gvajakola peroksidazes aktivitate samazinajas, parvietojot digstus gaisma (44. attéls,
B). Tatad, fotooksidativa stresa situacija specifiski inducé askorbata peroksidazi.
Gaismas stimuléjo3a efekta uz askorbata peroksidazi islaiciga izpausme mieZu
digstu pirmaja lapa ir visai atdkiriga no literatGra aprakstitas gaismas iedarbibas uz
askorbata peroksidazi. Ta pieméram, sinepju digstu dig|lapas gaisma izsauca ilgstodu
fitohroma atkarigu askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu (Thomsen et al. 1992).
Jadoma, ka $adu at3kiribu izsauc katra konkréta gadijuma analizéto auga dalu
fiziologiskais stavoklis — miezu lapai aktivas linearas aug$anas fazé ir citadas
fiziologiskas funkcijas, neka aug3anu izbeigusai sinepes dig|lapai, kur gaisma,
domajams, aktivé ari paatrinatu audu noveco3anos uz aktivas fotosintézes fona. jadomd
ari, ka askorbata peroksidazes indukcija gaismas ietekmé ir atkariga no gaismas
intensitates, kas tie3i ietekmé fotosintézes intensitati un, sekojosi, GdenraZa peroksida
veidosanos (Schoner & Krause 1990, Cakmak & Marschner 1992). Tapéc, pie mérenas
gaismas intensitates, kurai augi ir adaptéti, pareja no etiolacijas uz fotosintézi izsauc
tikai islaicigu iek33anas stresu, bet vélaka laika perioda eso%a askorbata peroksidazes
sistéma spéj partvert visu méreni izdaloSos H2O2 daudzumu. Tikai papildus stresd
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apstaklos rodas fotooksidativa stresa situacija ar sekojodu askorbata peroksidazes
indukciju.

Butisks ir arf jautdjums par attistibas regulétajam askorbata peroksidazes aktivitates
izmainam etiolétu miezu digstu pirmas lapas augianas laika. Ka zinams, etiolacija
izraisa pastiprinatu digstu stiep$anos garuma, salidzinot ar tada pa%a vecuma
fotosintétiski aktiviem augiem (Mosejev et af. 1990). Askorbata peroksidazes aktivitates
gradients gar etiolétu augo3u lapu péc rakstura sakrita ar gradientu, kads iepriek3 bija
novérots gaisma augudu rudzu lapas (skatit 3.2.1.) ~ btiska askorbata peroksidazes
aktivitate bija nosakama aktivas 3unu dali3anas un stiep3anas zonas, bet ar pareju uz
diferenciaciju tas limenis strauji samazinajas (45. attéls, A). Jaatzimé, ka at¥kiriba no
divdigjlapjiem, kur visa digstu attistibas laika atrasta paralelitate starp askorbata
peroksidazes un gvajakola peroksidazes aktivitatem (Goldberg et al. 1989), graudzalém
sada sakariba ir spéka tikai aktivi augo3os organos, bet ar augdanas partrauk3anos
novérojams krass gvajakola peroksidazes aktivitates pieaugums (45. attéls, B). Batiski
ari, ka etiolétu digstu pirmaja lapa 30nu stiep3anas zona ir ievérojami garaka, neka
tada pa3a vecuma fotosintezéjosiem digstiem, kas ari izraisa peroksidazes aktivitates
sadalijuma atikiribas no iepriek$ novérotajam.
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3.3. Etiléena biosintéze un oksidativa stresa pretreakcijas skujukokiem

3.3.1. Etilena biosintézes indukcija

Lai gan stresa inducéta ACKS sintazes ekspresija translacijas limeni ir pirma
visparzinama atbildes reakcija stresa atkariga etiléna veido3anas procesa (Nakajima
et al. 1990, Van der Straeten et al. 1990), virkne pédéja laika pétijumu ir paradijusi
alternativa etiléna veido$anas cela eksistenci augstakajos augos (Mattoo et al. 1986,
Chen et al. 1990, Chen & Wellburn 1991, Mattoo et al. 1992). Ta pieméram, organiskie
peroksidi tiek uzskatiti par visticamakajiem priek3te¢iem ACKS neatkariga etiléna
veido3anas procesa ar skabo lietu apstradatas eglu skujas (Chen et al. 1990). Piepem,
ka 3ads pats etiléna veido3anas mehanisms darbojas ari zalas egles skujas lidztekus
parastajam ACKS atkarigajam celam (Chen & Wellburn 1991).

Lai parbauditu alternativa etiléna sintézes cela eksistenci skujukokiem, tika uzsakti
pétijumi par stresa atkariga etiléna biosintézi priezu skujas, pievériot ipadu uzmanibu
iespéjai izmantot etiléna biosintézes un lipidu peroksidacijas inhibitorus, lai at3kirtu
dazadus etiténa veidodanas ceus.

Etiléna izdalidanas bazes limenis no atdalitam prieZu skujam, inkubéjot tas tdeni,
bija 0.15 lidz 0.50 nmol stunda uz gramu dzivas masas, nosakot intensitati 10-12
stundas péc atdalidanas (dati nav paraditi). Gan H202, gan Na25205 inducéja etiléna
izdalf§anas pieaugumu skujas, kuras lielums bija atkarigs no lietotas koncentracijas
(46. attéls). Tikai neliela indukcija bija novérojama skujas H202 koncentracijas, kas
zemakas par 0.1 M (46. attéls, A). Jau 0.2 M koncentracija HO2 apstrade izsauca
pirmo statistiski batisko etiléna izdalianas pieaugumu. Koncentracija, kas izsauca
maksimalo atbildi bija 0.5 M, kas norada, ka priezu skuju audos darbojas efektiva
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46. attéls. Etiléna un etdna izdaliSands intensitates prieZu skujas
atkariba no H,0, (A) un Na,50, (B) koncentracijas 1nkubac1jas vidé.
Etiléna un etana izdaliZands noteica 10 1idz 12 h péc inkubacijas
sakuma nepartraukta galsma. Etans neveidojas HO, ietekmé@. Dati rada
videéjos no 4 paraugiem +SD katrai koncentrac1ja1.
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9. tabula. Etiléna sintézes inhibitoru ietekme uz stresa inducéto
etiléna izdalisanos prieZu un eglu skujds. Izdalito etilénu uzkraja
16 h laika no inkubdcijas sd&kuma nepartrauktd gaisma. Dati ir
vidéjie no diviem atseviskiem eksperimentiem, pa 4 paraugiem katra
eksperimentd katram apstrddes variantam. Kontroles etiléna izdalisanas
intensitdte bija 0.046+0.015, 0.329+0.037 un 0.192:0.022 nmol h™! g~
' dzivas masas, inkubéjot attiecigi ar H,0, H,0, un Na §.0,.

+ AVG (0.1 mM) 51

+ Co2+ (5 mM) 58 73

+AVG 74

+ Co2+ 74 73

+ ADA

H202-sadalo3a sistéma. Skujas, kas bija inkubétas peroksida, veidoja tikai niecigu
daudzumu etana (mazak par 10 pmol stunda uz gramu dzivas masas; dati nav paraditi).
Na28205 koncentracijas virs 4 mM bija efektivs etiléna izdaliSanas stimulators (46.
attéls, B). Tomeér, pieaugot lietotajai Na2$205 koncentracijai virs 8 mM, etiléna
izdalisanas intensitate pakapeniski samazinajas paraléli batiskam etana izdalisanas
intensitates pieaugumam (46. attéls, B).

Skuju inkubé3ana tumsa batiski neietekméja etiléna izdali3anas intensitati no
atdalianas rezultata un ar Nap$20s5 stresotam skujam (dati nav paraditi). Tomér, H2O32
atkariga etiléna izdali¥anas stimulacija bija ievérojami izteiktaka tumsa, neka gaisma.

ACKS sintézes inhibitori ir tikusi lietoti, lai méginatu pieradit etiléna veido3anas
alternativa cela eksistenci (Chen & Wellburn 1991, Mattoo et al. 1992). Inhibitoru
nejutigas etiléna izdalidanas intensitites esamiba (apméram 60 lidz 70 % no kopeéja
limena) ir izmantota ka pieradijums ACKS neatkariga etiléna veido3anas cela darbibai
egju skujas (Chen & Wellburn 1991). Masu eksperimentos atdalitas priezu skujas
inkubéja 16 stundas dazadas vidés gan kimisko stresa afentu, gan etiléna biosintézes
inhibitoru kiatbatné. Gan aminoetoksivinilglicins (AVC), gan aminooksietikskabe
(ADA), zinami ACKS sintazes inhibitori {Yu et al. 1979, Yu & Yang 1979), reducéja
etiléna izdaliztanos apméram par 50 % 0deni inkubétas skujas un apméram par 75 %
skujas, ko inkubgja Hp0O2 vai Na25205 (9. tabula). Inhibitors ACKS parvérianai par
etilenu, Co2+ (Yu & Yang 1979), izsauca lidzigu inhibéjoso iedarbibu uz pamata un
kimiska stresa inducéta etiléna izdalianas intensitati (9. tabula). Sie rezultati apstiprina
inhibitory nejatigas etiléna veidotanas eksistenci priezu skujas. Tomér, jasecina, ka
Sadu efektu var izsaukt vai nu ACKS neatkariga cela darbiba, vai ari ACKS atkariga
“ela darbiba, kurs ir nejutigs pret lietotajiem inhibitoriem. Lai parbauditu §is hipotézes,
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47. attéls. Skuju atdaliSanas inducétas etiléna izdalisanas dinamika.
Skujas atdalija laika "0" un inkubéja udenl vai 2 mM AOA nepartrauktd
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48. attéls. Skuju atdalisanas ietekme uz ACKS saturu. Skujas inkubéja
Odeni vai 2 mM AOA nepdrtrauktd gaisma. Dati rada vidé&jos no ¢
paraugiem z=SD.

tika izdarita virkne etiléna biosintézes dinamikas eksperimentu ar stresotam priezu
skujam.

Atdali3anas stresa ietekmi uz etiléna biosintézi analizéja, nosakot etiléna
izdalidanas, ACKS satura un ACKS oksidazes kapacitates izmainas 24 stundas inkubgjot
skujas ddeni. Maksimala etiléna izdali¥anas intensitate bija novérojama 11 lidz 13
stundas péc skuju atdalisanas (47. attéls). ACKS pamatlimenis intaktas skujas bija foti
zems (apméram 0.05 nmol g-1 dzivas masas). Pirmais batiskais ACKS daudzuma
pieaugums ddeni inkubétas priezu skujas bija novérojams 6 stundas péc atdali3anas
(48. attéls), ar sekojoSu linedru pieaugumu talakajas 18 inkubésanas stundas. AOA
pievieno$ana inkubacijas videi novérsa ACKS limena pieaugumu (48, attéls), Bez tam.
ja AOA pievienoja dazados laikos péc skuju atdali3anas, etiléna izdali3anas intensitate
strauji kritas 3 stundu laika lidz limenim, kads bija skujam, kuras jau itgstosi tika
inkubétas AOA klatbatné (dati nav paraditi).
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Etilena izdaliSanas no skujam 0.88 M H203 klatbatné sekoja tai pasai dinamikai,
ka etiiéna izdalifanas atdali3anas rezultata, tacu atbildes intensitate bija vairak ka 10
reizes augstaka (49. attéls, A). ACKS limenis léni pieauga 12 stundu inkubacijas faika
H202, sasniedza maksimumu péc 28 stundam (vairak ki 100 reizes parsniedzot
kontroles limeni} un péc tam samazinajas (50. attéls). Etiléna izdalianas intensitate
pieauga 7 reizes skujas, kas bija ievietotas 6 mM Na25$20s, ar lag periodu apméram
5 stundu ilguma, un sasniedza maksimalo limeni 12 stundas péc apstrades sakuma
(49, attéls, B). ACKS pieauga lidz maksimumam 20 stundu laika no apstrades sakuma
ar Na2520s5. Gan H202, gan Na25205 inducéto ACKS pieaugumu efektivi inhibéja
AQOA pievieno3ana, attiecigi apméram par 90 % un 80 % (50. attéls, iek3éjais grafiks).
No ACKS uzkrasanas neatkariga etiléna izdalisanas dinamika H2O2 apstradatas skujas
bija paraléla kopéjai etiléna izdalianas dinamikai (49. attéls, A). AOA inhibgja tikai
apméram 45 % no H202 inducéta etiléna visa inkubacijas perioda laika, ar nedaudz
izteiktaku iedarbibu no 8 lidz 11 stundam, kas sakrita ar etiléna izdalizanas maksimumu
(51. attéls). Pretéji tam, etiléena izdali¥anas inhibésana no skujam, kas bija apstradatas
ar Na2S20s5 vienlaicigi ar AOA, péc rakstura bija lidziga tai, kada tika novérota no
atdalitam skujam, apstradatam ar AOA (51. attéls). Sie rezultati nevar pilniba pieradit
alternativa etiléna veido3anas cela indukciju stresotas priezu skujas. Pret ADA nejutigo
etilena izdaliSanos priezu skuju sistéma var izskaidrot ari bez alternativa cela
piedalidanas, pieméram, ar ACKS sintazes inhibitoru netieSiem vai blakus efektiem.
Tik tieSam, AOA ir labi zinams piridoksalfosfata atkarigo fermentativo reakciju inhibitors
(Rando 1974). Ir aprakstits, ka AOA inhibé fenilalanina amonijlidzes aktivitati (Amrhein
et al. 1976) un H3S veido%anos no cisteina gan in vivo, gan in vitro (Sekiya et al.
1982). Bez tam, pédéja faika dati apstiprina, ka AOA var stabilizét ACKS sintetazes
olbaltumu in vivo (Kim & Yang 1992, Wang & Arteca 1992). Tapéc ir pilnigi iespéjams,
ka AOA lidztekus ACKS sintetizes inhibéganai izsauc papildus efektu uz ACKS atkarigo
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49. attsls. Kimiskd stresa inducétds etiléna izdaliSanas dinamika
Priefu skujas. Etiléna izdaliSanos inici&ja ar 0.88 M H0, (A) un 6
™Y Na, s 0, (B). Skujas inkub&ja 2 mM ROA klatbitné vai bez ta
Bepdrtraukti gaismd. Etilénu noteica ar 1 h gariem intervaliem.
Dati rada vidéjos no 4 paraugiem :SD.
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50. attéls. Kimiskd stresa ietekme uz ACKS saturu atdalitas priezu
skujas. Skujas tika inkubé&tas 0.88 M HO, vai 6 mM Na,5,0. klatbitne.
Dati rada videjos no 3 paraugiem katra punkta =SD. Ieﬁséjais grafiks
pardda H0,un Na S0, inducétas ACKS sintézes inhib&3anu ar 2 mM ROA.
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51. attels. Stresa etiléna izdalisSanas inhib&Sanas ar AQA dinamika:

Skujas tika inkubétas H,0, 0.88 M H,0, vai 6 mM Na,S.0,. Dati aprékinatl

no rezultitiem 47. un 49. attelos.

etiléna veido3anas sistému, kas padara ar 3a inhibitora lieto3anu iegito datu
interpretaciju visai sareZgitu. Jaatzimé ari, ka AOA izraisija etana izdaliZanas indukciju
no priezu skujam (dati nav paraditi).

Misu pétijumos ACKS satura pieaugums bija obligats posms stresa atkariga etiléna
izdalianas indukcijai ar visiem lietotajiem stresoriem (48. un 50. attéls), kas parada
parasta stresa vadita etiléna biosintézes cefa piedalianos ar ACKS sintazi ka galveno
fermentu (Yang & Hoffman 1984). Ta ka batisks ACKS {imenis, kas vél turpinaja pieaugl.
bija novérojams atdalitas skujas 12 stundas no inkubacijas sakuma, kad saka paradities
etiléna izdaliSanas samazinasanas, tika analizéta ACKS oksidazes kapacitate in vivo.
lietojot atdalitas skujas, kas inkubétas 1 mM ACKS klatbatné. Skuju audu ACKS-etilena
parverianas kapacitate pieauga lineari pirmo 12 inkub&$anas stundu laika (52. attéls}
ACKS oksidazes aktivitates samazina3anas péc 12 stundam (52. attéls) sakrita ar etilénd
izdalizanas intensitates kritumu (47. attéls), paradot, ka etiléna izdaliSanas intensitatl
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52. attéls. ACKS oksidazes aktivitates dinamika atdalitds prieZu
skujds. Skujas inkub&ja 1 mM ACKS nepdrtrauktd gaisma. Dati ir
vidéjie no 4 paraugiem =SD.

10. tabula. Cikloheksimida ietekme uz stresa inducéto etiléna
izdaliSanos prieZu skujas. Gal&jas kimikaliju koncentracijas
inkubacijas vidé bija sekojodas: 0.1 mM cikloheksimids, 2 mM AOA,
0.88 M H,0,, 6 mM Na,S,0,. Etiléna izdaliSanas intensitati noteica 10
lidz 12 h no inkuﬁ:écijas sakuma nepartrauktd gaisma. Rezultati
paradda vidéjos no 4 paraugiem =SD.

+CHI 0.43+0.08

+ CHI 0.19+0.01

+ CHI 0.42+0.01

+ CHI 0.20+0.01

+ CHI 2.26+0.04

+ CHI 0.66+0.07

|

53ja laika ierobezoja zema ACKS oksidazes aktivitate. lespéjama ACKS oksidazes
piedalizanas kimiska stresa inducéta etilena izdalianas intensitates krituma laika netika
Pétita. Tomer, etiléna izdaliZanas dinamika (49. attéls A) un ACKS satura izmainas
H207 inkubétas skujas (50. attéls) liecina, ka ACKS oksidaze bija limit&josais faktors
abos gadijumos. Lidziga ACKS oksidazes ierobeZojo3a loma stresa etiléna biosintézé
i bijusi aprakstita jau agrak (Evensen 1984).

Jaatzimé, ka noveérotais ACKS oksidazes kapacitates pieaugums stresa iedarbibas
laika (52. attels) ir vienkariakais izskaidrojums etiléna izdaliSanas pieaugumam
inhibitoru kiatbatne, neraugoties uz nemainigo ACKS saturu.

Lai noteiktu, vai stresa inducetajai etilena biosintézei priezu skujas ir
Nepiecietama olbaltumvielu sintéze, tika pétita cikloheksimida iedarbiba.
Cikloheksimida pievienodana gandriz pilniba inhib&ja gan kopéjo, gan AOA-nejutigo
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53. attéls. Stresa etiléna izdaliSanas inhibé&Sanas ar 0.1 mM
cikloheksimidu dinamika. Etiléna izdaliSanos inducéja ar atdaliSanu
(H,0), Na 50, vai AOA. Dati aprékinati no 4 paraugiem katram apstrades
variantam.

etiléna izdalidanos H202 ietekmé (10. tabula), paradot, ka olbaltumu sintéze de novo
bija nepiecieama, lai inducétu etiléna izdali3anos ar H2072. Tomér, izskatijas, ka
cikloheksimidam ir pozitiva iedarbiba uz etiléna izdalianos no skujam, kuras inkubétas
Gdeni vai NapS20s5 klatbatné (10. tabula). Lai noteiktu cikloheksimida iedarbibu 3ajas
sistémas, tika izdariti dinamikas eksperimenti. Cikloheksimids batiski inhibéja etiléna
izdali3anos pirmajas 4 inkubé&3ana stundas (53. attéls). Talakaja inkubacijas perioda
bija novérojams stimulé&joss cikloheksimida efekts uz etiléna izdali3anos gan no aden,
gan Na2S20s5 inkub&tam skujam (53. attéls). Lai gan cikloheksimida apstrade
ievérojami stimuléja AOA nejutigo etiléna izdali$anos no atdalitam skujam (53. attéls),
AOA savukart izsauca gan cikloheksimida, gan cikloheksimida plus Na2S205 inducéto
etiléna izdalisanos (54. attéls). Neskatoties uz to, ka olbaltumvielu sintéze ir
nepiecie$ama gan ACKS sintazes (Boller & Kende 1980), gan ACKS oksidazes (misu
pétijumi, 11. attéls; Spanu & Boller 1989) indukcijai stresotos augu audos, 5eit
aprakstitie rezultati apstiprina iepriek$éjos novérojumus par cikloheksimida papildus
iedarbibu uz etiléna veido3anos, to skaita, stimuléjot stresa inducéto etiléna izdaliZanos
(Abeles & Abeles 1972, Hogset et al. 1981, Mattoo et al. 1992).

Selenometionins ir ticis lietots etiléna izdalitanas stimulé3anai, kas notiek pa
pamata biosintézes celu (Konze & Elstner 1978, Konze & Kende 1979). Ta ka
selenometionins ir labi zinams lipidu peroksidacijas inhibitors (Tappe! 1965), to lietoja,
lai atskirtu ACKS atkarigo un ACKS neatkarigo etiléna veido3anas celus (Mattoo et al
1992). Atdalitas priezu skujas selenometionins ievérojami stimuléja atdalisanas un 6
mM Na2520s5 inducéto etiléna izdalilanos, tikai nedaudz palielinot etiléna izdali3anos
H202 apstrades gadijuma (10. tabula). Pretgji tam, etiléna izdaliZanas AOA klatbatné
no 6 mM un 10 mM Na2520s5 apstradatam skujam, ka ari bez AOA no Na25205
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54. attéls. Cikloheksimida inducétas etiléna izdalliZanads dinamika
prieZu skujas. Skujas inkubé&ja cikloheksimida un cikloheksimida +
Na, 5,0, 2 mM AOA klatbitné vai bez t@ nepartraukta gaisma. Etilénu
noteica ar 1 h gariem intervaliem. Dati rada vidéjos no 4 paraugiem
+3D.

11. tabula. Selenometionina (SeMet) ietekme uz stresa induceto
etiléna un etana izdaliSanos prieZu skujas. Galéja selenometionina
koncentracija inkubacijas vidé bija 2.5 mM. Citu vielu koncentracijas
bija k& 10. tabula, vai ka noraditas zemak. Dati radda vidéjos no 4
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dpstradatam skujam, tika krasi apspiesta ar selenometioninu (11. tabula), paradot, ka
Priezu skuju sistéma tikai etiléna izdali3anas, ko inducé Na25205 koncentracija virs
8 mM varétu bat saistita ar lipidu peroksidaciju. Vienada selenometionina iedarbiba
8an uz etiléna, gan etana izdalisanos apstiprina 50 izskaidrojumu (11. tabula). Vairaki
Petnieki ir zinojusi par vienlaicigu etiléna un etana izdali¥anos no augu audiem SO
vai bisulfita iedarbiba (Bressan et al. 1979, Kimmerer & Kozlowski 1982, Peiser &
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12. tabula. Etiléna izdaliSanas izmaipas prieZu skujas vegetdcijas
perioda laika. 1. skuju vecuma grupa - jaunas, aktivi augosSas
skujas; 2. skuju vecuma grupa - izaugusas skujas vegetacijas perioda
beigas; 3. skuju vecuma grupa - skujas miera perioda beigas. Dati
rada vidéjos no 10 prieZu séjenu visam skujam katra attiecigaja
vegetidcijas perioda bridi katram variantam 1SE.

CoH4 uz skuju  1.58+0.24 313 2.48+0.34 29:3

2 CoHg uz 32.7+48.5 4914 - 397.0+20.0 28+3 12.1

skujas svars - 1212 - - - - .

CoH4 uz skuju  2.55+0.36 5647 11.6321.70 6113 4.6

Yang 1979). Ir visparéjs uzskats, ka stresotos augos 3is abas gazes veidojas ar dazadu
atdkirigu mehanismu starpniecibu (Bressan et al. 1979, Elstner & Konze 1976, Peiser
& Yang 1979, Nanaiah & Anderson 1992). Sini aspekta prieZu skuju sistéma varétu

bat atdkiriga no iepriek? aprakstitajam sistémam. Jaatzimé ari, ka tdensaugs Spirodela
oligorrhiza, apstradats ar CuZ+, var veidot etiléenu membranu bojajumu rezultata, kas
ietver nepiesatinato taukskabju peroksidaciju (Mattoo et al. 1986). Tomér,
selenometionins, tapat ka AOA, var izsaukt papildus efektus priezu skuju sistéma,
pieméram, visparéjo stresa reakciju indukciju, tadéjadi ietekméjot etiléna sintézi
vienlaicigi vairakos veidos.

Tatad, masu rezultati, lai ari parada AOA nejutiga etiléna veidosanas komponenta
eksistenci stresotas priezu skujas, nevar ne apstiprinat ne noliegt alternativa etiléna
biosintézes cela pastavésanu prieZu skujas. Inhibitoru papildus efekti nejauj at3kitt,
vai inducéts tiek alternativais (ACKS neietverogais), vai ari no ACKS talitéjas sintézes
neatkarigais ce|8. Tapéc ir jasecina, ka ar inhibitoru pievieno$anu vien nevar parbaudi
alternativa etiléna sintézes cela esamibu priezu skuju sistéma. jaatzimé ari, ka ir jaieverc
ari blakus efektu iespéja eksperimentos, kur inhibitori tiek lietoti etiléna biosintézes
apspiedanai.

Ta ka literatira ir sastopami dati par to, ka etiléna izdalidanas intensitate
skujukokiem pieaug lidz ar skuju vecuma palielina3anos (Telewski 1992), priezu skuju
paraugi tika ievakti da7adas vegetacijas perioda stadijas. Ka redzams, etiléna izdalisanat
intensitates izmainas lidztekus ar skuju vecuma palielinasanos bija atkarigas ¢
parametra, kas tika lietots izdalita etiléna daudzuma izteikanai (12. tabula). Uzradol
etiléna daudzumu ng uz g dzivas skuju masas, kas ir visbiezak etiléna mérijume
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lietota vieniba, etiléna izdali3anas intensitate bija augsta jaunas skujas vegetacijas
perioda sakuma un samazinajas lidz ar aktivu skujas augianas procesu izbeigsanos
vélakas stadijas. 5adi dati apstiprina faktu, ka linearas augianas fazé auga organiem
raksturiga augsta etiléna biosintézes intensitate, kas samazinas tidz ar pareju uz pilnigu
sanu diferenciaciju (19. un 20. attéls). Pretéji tam, etiléna izdaliSanas intensitate uz
vienu skuju batiski nemainijas vegetacijas perioda laika, izradot tendenci palielinaties
paraléli skuju masas pieaugumam. Likumsakarigi izmainijas ari doto parametru
variacijas koeficienti vegetacijas perioda laika (12. tabula). Etilena izdalisanas
intensitates variacijas koeficients lidz ar skuju vecuma pieaugumu ievérojami
palielinajas, un ta izmainas bija proporcionalas skuju svara variacijas koeficienta
izmaipam 3aja pasa laika perioda, lai ari to skaitliskas vértibas atdkiras vairak ka
triskartigi (12. tabula). Tatad, var secinat, ka etiléna izdaliSanas pazimes izkliedes
intensitates palielinasanas netiedi atspogu|o skuja notiekoSo metabolisma pamatprocesu
izmainas.

levérojami varigja ari H202 inducéta un ACKS atkariga etiléna izdalisanas
intensitate (12. tabula). Batiski atzimét ari, ka lidz ar skuju vecuma palielinasanos, to
vidéja etiléna veido$anas spéja no ACKS samazinajas. Ja 2. vecuma grupas skujam
ACKS oksidazes aktivitates variacijas koeficients bija apméram 30 %, kas bija mazaks
nekd 3o pa3u skuju etiléna izdaliZanas intensitates variacijas koeficients, tad miera
stavokli esosam skujam (3. vecuma grupa) ACKS oksidazes variacijas koeficients
palielinajas lidz [imenim, kads bija etiléna izdali3anas variacijas koeficientam.
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3.3.2. Etilena izdaliSanas no audiem sarma hidrohzes gaita

Etiléna veido$anas augstakajos augos ir saistita ar dzivu $iinu metabolisko aktivitati
un ievérojami pastiprinas stresa situacijas (Yang & Hoffman 1984). Gadijuma, ja stresa
izraisitais ievainojums izsauc 30nu bojaeju, etiléna izdalianas izbeidzas (Elstner &
Konze 1976). Tomér, |oti daZadi savienojumi var izdalit etilénu kimiska cela (Abeles
et al. 1992). levietojot augu audu materialu nefiziologiskos apstakjos karsta sarma,
var novérot intensivu etiléna izdalianos (13. tabula). Pétijumi ar graudzalu digstiem
paradija, ka etiléna izdali8anas intensitate no audiem sarma hidrolizes gaita ir atkariga
no attistibas stadijas un stresa faktoru ietekmes (55. attéls). Tatad, var pienemt, ka
augu audi satur noteiktus savienojumus, kuri sadalas sarma hidrolizes gaita, izdalot
etilénu. Varétu domat, ka 3adi savienojumi var izdalit etilénu no dziviem audiem
stipra stresa apstak|os. Tuvaku pétijumu nepieciedamibu ipa3i aktualizé rezultati par
etiléna izdali3anos no organiskajiem peroksidiem eg|u skujas stresa apstak|os (Chen
et al. 1990, Chen & Wellburn 1991). Ta ka etiléna biosintézes indukcija prieZu skujas
tika detalizéti izpétita iepriek3€jos eksperimentos (3.3.1.}), talako pétijumu mérkis bija

13. tabula. AHRERS saturs {etiléna izdaliSands sarma hidrolizes
laika) dazadu augu audos. Dati ir vidéjie no 3 1lidz 5 paraugiem iSE.
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55. att&ls. AHRERS satura dinamika rudzu digstu pirmaja lapa attistlbas
laikd. Rezultati izteikti uz vienu digstu (A) vai uz masas vienibu
(B). Dati ir vidéjie no 3 paraugiem +SE katra laika punkta.
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56. attéls. Oglideprazu gazu izdalisands no intaktam priezu skujam
sarma hidrolizes laikia. Paraugus hidrolizéja gaisa vai argona
atmosféra. Dati parada vidéjas vértibas no 4 paraugiem :SE.

noteikt, vai vielas, kuras izdala etilénu sarma hidrolizes laika no skujam, piedalas (a)
audu fiziologiskaja atbildé uz etilenu vai an (b) ir starpsavienojumi etiléna biologiskaja
sintéze,

Priezu skuju audu sarma hidrolizes laika veidojas daiédi'daudzumi oglidenrazu
8dzu, gan piesatinatas (etans un propans), gan nepiesatinatas {etiléns un propiléns)
dabas (56. attéls). Lai noteiktu, vai $o gdzu izdalidanas procesam ir nepieciesams
skabeklis, daja skuju paraugu tika hidrolizéti argona atmosféra. Ir redzams, ka etiléna
un propiléna izdalianas vismaz dalgji bija atkariga no skabekla klatbatnes, pretéji
piesatinato gazu veidotanas procesam (56. attéls).

Etiléna un etina izdalianas kinétika hidrolizes laika paradija, ka iespé&jamo
priekite¢u savienojumu sadalidanas ir pilniga 5 h inkubésanas laika (57. attéls). Tapéc
$ads hidrolizes ilgums tika lietots talako eksperimentu gaita.

Etilena daudzumi, kas izdalijas dazadu vielu klatbatné no skuju materiala un

bez , ir paraditi 14. tabula. Redzams, ka H202 pievienosana koncentracija, kas
desmitkarﬂgi parsniedza in vivo apstradém lietoto, stimuléja etiléna izdalisanos.
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57. attels. Etiléna un etadna izdalliSanads dinamika no prieZu skujam
hidrolizes laika. Katram punktam izmantoja 4 parauqus. Dati parada
vidéjas veértibas :SE.

14. tabula. Etiléna izdalisSanas sarma hidrolizes laikd no intaktam
priezu skujam vai daZddiem kimiskajiem savienojumiem. Dati ir vidéjie
no 5 paraugiem :SE.

+ 0.45 nmol HaO 0.160+0.008
+ 10 | Co=* 0.156+0.012
Linolskabe {10 pmol

ACKS (0.05 nmo <0001

Divvértigo metalu joni izsauca tikai nebdtisku etiléna izdalisanas pieaugumu. Ja
hidrolizes vide satur&ja tikai metioninu vai linolskabi, etiléna izdali¥anas nebija
novérojama. Tikai niecigs daudzums etiléna izdalijas, hidrolizéjot 0.05 nmol ACKS,
kas atbilst tam ACKS daudzumam, kadu satur 1 g intaktu priezu skuju (masu pétijumi,
48. attéls). ACKS daudzums, kads atrodas 1 g ar denraza peroksidu apstradatu prieid
skuju (25 nmol, 50. attéls), izdalija mazak par pusi ta etiléna daudzuma, kads veidojas
kontroles skuju sarma hidrolizes laika. Dotajos hidrolizes apstak|os ACKS parvérsanas
par etilenu efektivitate bija tikai 0.25 %. Tapéc var secinat, ka etiléna izdalisanas no
skujam hidrolizes laika ir saistita galvenokart ar citu savienojumu sadali$anos, kas
nav identiski ar ACKS.

Hidrolizes atkarigo etilénu izdalo3o savienojumu (AHRERS) sadalijums tika
noteikts gar priezu koku dzinumu un vienu gadu vecos prieZu s&jenos otra vegetacijas
gada sakuma. Viengadigas skujas attieciga dzinuma pamatné izdalija vairak etilen?
un etana ka blakus eso3as skujas (58. attéls). Pret&ji tam, AHRERS saturs bija augstaks
divgadigajas skujas, salidzinot ar viengadigajam. Eksperimenti ar priezu séjeniem
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58. attéls. Etiléna un etana izdaliSanas un AHRERS gradients gar
divgadigu priezu dzinumu. A-D, viengadigds skujas, no galotnes uz
pamatni; E-H, atbilsto3ie divgadigo skuju paraungi. Kontroles limeni
(100 %) bija sekojoSi: 0.9320.14 nmol etiléna h™' g”' FW un 2.1520.21
nmol etdna h g! FW oglddenrazu izdalisanai un 0.3340.09 nmol
etiléna g! FW AHRERS saturam.

apstiprinaja apgrieztas sakaribas esamibu starp etilena izdalisanos un AHRERS saturu
dazada vecuma nestresotas skujas (59. attéls). Kamér aktivi augo3as teko3a gada skujas
tzdalija etilénu ar intensitati, kas 10 lidz 15 reizes parsniedza intensitati iepriekséja
gada skujas, AHRERS saturs augo3as skujas bija tikai 30 fidz 45 % no satura iepriekiéja
gada skujas.

Intaktu priezu digstu apstrade ar 1 M H202 stimuléja lipidu peroksidaciju skujas,
ka paradija malondialdehida satura izmainas (60. attéls). Tomeér, lag periods bija vismaz
24 h. Pretéji stabilam lipidu peroksidacijas pieaugumam ar H2Op2 apstradatu séjenu
skujas, AHRERS pieaugums peroksida ietekmé bija tikai islaicigs (59. attels).

Detalizéti eksperimenti par peroksida apstrades izraisitajam AHRERS satura
iZmainam tika izdariti ar atdalitam priezu skujam. Lidzigi, ka tas bija gadijuma ar
etiléna izdalitanos (46. attéls A), 0.5 M H202 koncentracija bija nepieciesams, lai
inducaty pirmo bitisko AHRERS pieaugumu (61. attels). Tomér, pretéji etiléna
izdaliSanas atbildei, AHRERS satura pieaugumu talak stimuléja HpO) koncentracijas
virs 1.6 M. Skujas, kas bija inkubétas H202 48 h, AHRERS saturs parsniedza kontroles
limeni divas reizes (62. attéls). ledarbibas lag periods bija améram 16 h.
Malondialdehida satura pieaugumam bija lidzigs raksturs (63. attéls).
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59. attels. HJO iedarbiba uz etiléna izdaliSanos (A) un AHRERS
saturu (B) dafadas intaktu priezu se]epu dalas. I, jaunas tekosa
gada skuijas; II, plrma gada skujas uz jauna dzinuma; III, plrma
gada skujas uz veca dzinuma. Digstus apmigloja ar H ,0 (nelekrasotle
snnboll) vai 1 M HO, (melnie simboli). Katra laika punkta analizéija
seSus skuju paraugus. Dati ir videjie iSE.

MDA (nmol g™’ FW)
k-]
1

o 1 L 1 L 1 L L
0 1 2 3

Laiks péc apstrades (dienas)

60. attéls. H O, iedarbiba uz malondialdehida saturu intaktu priezu
séjenu skugas bati ir vidéjie no 3 s&jeniem katrad laika punkta +SE-
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61. attéls. AHRERS satura izmainas atdalitds priezu skujas atkariba
no inkubacijai lietotas H,0, koncentracijas. Skuju paraugus inkubéja
noteiktas koncentracijas Skidumd 24 h nepartraukta gaismi. Dati
parada vidéjas vértibas no 4 paraugiem :SE.
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62, attéls. H,0, ietekme uz AHRERS saturu atdalitds priezu skujas.
Skuju paraugus ‘inkub&ja nepartrauktd gaismi H O vai 1 M H0,. Dati
Parada vidéjas vértibas no 4 paraugiem katra faika punkta :SE.
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63. attéls. H O ietekme uz malondialdehida saturu atdalitas priezu
skujas, Skuju2 pzarauqi tika inkubéti nepértrau'kta gaisma H?)(() vai 1 M
f8,0,. Dati parada vidéjas vértibas no 4 paraugiem katra laika punkta
SE. rekséjais grafiks rada salidzinosas proporciondlas AHRERS un

Malondialdehida satura izmainas H,0, apstrades ietekme.
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15. tabula. Cikloheksimida priekSapstrades ietekme uz etiléna
izdalisanos un AHRERS saturu atdalitds prieZu skujas. Skuju paraugus
inkubéja H,0 vai 0.1 mM cikloheksimida 1 h, tad inkubéja HO vai 1
M HO, nepartraukta gaisma 16 h un 24 h, atbilsto&i etiléna 1zdallsanas
un AHRERS satura analizei. Dati ir v:.dej:l.e no 4 paraugiem :SE.

H20 + CHI 0.43x0.08 0.34+0.03

H202 + CHI 0.42+0.01 0.37+0.04
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64. attéls. Etiléna biosintézes inhibitoru ietekme uz AHRERS saturu
atdalitds prieZu skujas (A) un eglu skujds (B). Skuju paraugus
inkub&ja atbilstoSa vidé nepartrauktd gaisma 24 h. Dati parada
vidéjas vértibas no 4 paraugiem :SE.

Lai novértétu olbaltuma sintézes un endogéna etiléna veido3anas iespéjamo
piedalisanos peroksida inducétaja AHRERS pieauguma, tika izdariti eksperimenti ar
dazadiem inhibitoriem. Cikloheksimids, translacijas inhibitors, inhibé&ja gan etiléna
izdali3anas pieaugumu, gan AHRERS satura palielina8anos, ko izraisija apstrade ar
H207 (15. tabula). Gan aminooksietikskabe, ACKS sintézes inhibitors, gan Colt,
ACKS oksidacijas inhbitors, dajéji novérsa peroksida izsaukto AHRERS satura
pieaugumu priezu un eglu skujas (64. attéls). Tatad, olbaltumvielu sintéze de novo it
nepiecieSsams priek3noteikums AHRERS pieaugumam peroksida ietekmé. Tas, savukar
apliecina, ka noverotais etiléna izdaliSsanas pieaugums sarma hidrolizes laika no
skujam, kas apstradatas ar H2O2 nav saistits ar attiecigo priekite¢u kimiskas sadalianas
paatrinasanos hidrolizes procesa in vitro, bet gan ar %0 savienojumu daudzum?
pieaugumu. Tomér nav iespéjams pilniba izslégt tieu stimuléjodo peroksida ietekm!
uz hidrolizi koncentracijas virs 1.6 M (61. attéls).

Lai parliecinatos, vai etiléna izdaliSanas pieaugums sarma hidrolizes laika no
skujam, kas apstradatas ar H2O032, ir saistits ar noteiktu AHRERS formu saturd
pieaugumu, priezu skuju ekstrakti no kontroles un peroksida apstradatam skujam tik?
sadaliti, hromatograféjot uz Sephadex G-15. Gan kontroles, gan apstradatu skujV
ekstraktos izdalijas ¢etri AHRERS piki (65. attéls). Ka tas bija paredzams, visi AHRER®
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65. attéls. Kontroles un H,0, apstradatu priezu skuju ekstraktu un
ACKS §kiduma hromatografijas profili, atbilsto8as frakcijas paklaujot
sirma hidrolizei. Skuju paraugi tika inkubeéti HO vai 1 M HO
nepartrauktd gaisma 24 h. AtbilstoSo paraugu udens ekstraktus (
mi) vai ACKS §kidumu (10 ng 5 ml™') uznesa uz Sephadex G-15 kolonnas
(12x150 mm) . Frakcijas eluéja secigi ar HO (frakcijas 0-50 ml}), 0.5
M K-Na fosfata buferi, pH 7.0 (frakcijas 55-85 ml), 0.5 M K-Na
fosfata buferi, pH 10 (frakcijas 80-170 ml). Savaca frakcijas 5 ml
tilpuma, izlidzinaja to pH un izdarija sarma hidrolizi.
piki bija lielaki varianta ar H2O2 apstradi. Bez tam, tikai pikis “A” saturéja aminoskabes
un savienojumus, kas izdalija etanu, propanu un propilénu hidrolizes laika {dati nav
paraditi). Hromatograféjot 25 nmol ACKS $aja pasa sistema ar sekojosu frakciju sarma
hidrolizi, etilens izdalijas tikai no tam frakcijam, kuras atbilda pikim “A” (65. attéls).
Novérota saistiba starp AHRERS satura pieaugumu un malondialdehida limena
kapumu, kurg atspoguljo lipidu peroksidacijas pakapi membranu bojajumu rezultata
(Dhindsa et al. 1981), apstiprina hipotézi par to, ka AHRERS veidosanas indukcija ir
dalano visparéjas stresa atbildes priezu skujas H207 ietekmeé. Lai ari etiléna izdalidanas
un AHRERS indukcijas atkariba no lietotas H202 koncentracijas bija vienada,
dinamikas eksperimenti paradija bitiskas 3o parametru pieauguma atskiribas atkariba
ho laika pec apstrades. Tapéc butu jasecina, ka AHRERS nepiedalas H2O atkarigaja
etiléna izdalizanas procesa no priezu skujam. Ta ka inhibitoru eksperimenti paradija
Zinamu AHRERS indukcijas atkaribu no etilena biosintézes skujas, apstradatas ar
peroksidu (62. attals), varetu domat, ka AHRERS piedalas etiléna atkarigajas atbildes
‘eakcijas. Tomeér, ta ka masu eksperimenti paradija etilena biosintézes inhibitoru
blakusiedarbibu priezu skuju sistéma (3.3.1.), galéjos secinajumus izdarit nav
lespéjams,
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3.3.3. Peroksidazes indukcija stresa ietekmeé

Askorbata peroksidaze ir viens no centralajiem faktoriem lieka Gdenraza peroksida
sadali3anai augu audos (Asada 1992). Lai ari askorbata peroksidazes nozime H20;
detoksifikacija stresotos augu audos ir plasi aprakstita, askorbata peroksidazes
indukcijas regulacija stresa atbildes laika nav zinama. Ta ka etiléns var inducét augu
aizsargsistémas génu ekspresiju (Ecker & Davis 1987, Boller 1991), ka arl izsaukt
peroksidazu aktivaciju un atbilstoSo mRNS sintézi (musu pétijumi; Abeles et al. 1988,
Ishige et al. 1993, Ito et al.1994), varétu domat, ka stresa situacijas veidotais endogénais
etiléns ir regulativais faktors stresa atkarigaja peroksidazes aktivacija. Ta ka prieZu
skujas H202 apstrade izsauc 500-kartigu ACKS satura pieaugumu ar sekojo3u 200-
kartigu etiléna izdaliZanas aktivaciju (49. un 50. attéls), ir iespéjams, ka etiléns vai
ACKS var bat signals stresa atbildes reakcijas stresotas priezu skujas.

Sakot eksperimentus ar askorbata peroksidazi no priezu skujam, vispirms tika
noteikti fermenta ekstrakcijas optimalie apstak|i. Pretéji iepriek3 aprakstitajam
saldé3anas jutigumam, kas raksturigs askorbata peroksidazei no egles skujam (Polle et
al. 1990), priezu skuju uzglabalana -20°C temperatira neietekméja to askorbata
peroksidazes aktivitati. Ja ekstrakcijas videi netika pievienots Triton X-700 vai ari
polivinilpolipirolidona koncentracija bija zemaka par 3 %, aktivitate ekstraktos nebija
nosakama, kas norada uz mazmolekularu inhibéjoso savienojumu klatbatni neattirita
skuju ekstrakta. Lai iegOtu maksimalo askorbata peroksidazes aktivitati, ekstrakta bija
nepieciesamal mM askorbata klatbotne.

Atdalitas prieZu skujas bija novérojams butisks askorbata peroksidazes aktivitates
pieaugums, inkubéjot tas 24 h 1 M H202 vai 5 mM Na25205 (66. attéls A). Talaka
inkubélana peroksida izsauca askorbata peroksidazes aktivitates kritumu lidz kontroles
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66. attéls. HO, un Na S0 ietekme uz askorbata peroks:.dazes (A) ub
gvajakola perok51dazes (B) aktivitati atdalitas priezu skujas. Skujas
tika inkubétas 1 M HO, vai 5 mM Na,S,0, $kiduma nepartraukta gaisma:
Dati ir vidéjie no 41 paraugiem :SE katra laika punkta.
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67. attéls. Inkubdcijas laika ietekme uz H,0, inducéto askorbata
peroksidazes aktivitati atdalitas priezu skujds. Dati ir videjie
no 4 paraugiem +SE katrai koncentracijai.
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68. attels. H,0, un Na 5.0, ietekme uz askorbata peroksidazes aktivitati
intaktas priedu skujas. PrieZu séjeni tika apsmidzinatl ar 1 M HO
vai 5 mM Na,5,0. Skidumu fotoperioda apstaklos. Dati ir vidéjie no £
paraugiem +SE katra laika punkta.

limenim nakamo 24 h laika, kam sekoja talaka tis pazeminasanas lidz pat 25 % no
kontroles limena sekojo%o 24 h laika. Pretéji tam, gvajakola peroksidazes aktivitate,
kuras pieaugums ari tika inducéts apstrades ietekme, nebija tik jutiga pret ilgstodu
peroksida iedarbibu (66. attéls B). Skujas, kas tika inkubétas Na25205 Skiduma,
askorbata peroksidazes aktivitates atgriesands kontroles limeni notika lénak. Lai
inducétu maksimalo askorbata peoroksidazes atbildi, bija nepiecie$ama vismaz 8 h
iiga skuju inkubacija HyO2 Skiduma (67. attéls). Ja apstrade ar kimiskajiem stresoriem
hotika, apsmidzinot intaktus prieZu séjenus, maksimala askorbata peroksidazes
indukcija bija novérojama 48 h péc apstrades ar sekojosu aktivitates atgrie3anos
kontroles limeni nakogo 48 h laika (68. attéls).

Lai inducétu batisku askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu atdalitas priezu
skujas, bija nepiecietama 0.2 M H202 koncentracija inkubacijas vidé (69. attéls A).
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69. attéls. Askorbata peroksidazes aktivitates priezu skujas atkariba
no H0, koncentracijas inkubdcijas vidé. Skuju paraugus inkubé&ja 24
h nepdrtrauktd gaismid atbilstos$as koncentradcijas H,0, bez 0.1 M
aminotriazola (A) vai ar ta pievienoZanu (B). Dati ir vidéjie no 4
paraugiem +SE katrai koncentracijai.

Lidziga H2O2 koncentracija bija nepieciesama, lai inducétu etiléna izdali$anos no
skujam (skatit 46. attélu). Jaatzimé ari, ka vairakas stundas péc skuju materiala
ievietodanas H2O2 Skiduma varéja novérot aktivu gazes izdaliS8anos burbutidu veida
no skuju pamatném. Tas viss norada uz to, ka priezu skuju audos darbojas loti efektiva
H207 sadalosa sistéma, kas, iesp&jams, saistita ar fermenta katalazes darbibu. Lai par
to parliecinatos, atdalitas skujas tika papildus apstradatas, ievietojot tas pirms
inkubé3anas peroksida uz 3 h 0.1 M aminotriazola skiduma, kas ir specifisks katalazes
inhibitors (Margoliash et al. 1960). Katalazes aktivitates inhib&$ana ar aminotriazolu
samazinaja askorbata peroksidazes aktivé3anai nepieciesamo minimalo H20?
koncentraciju apméram desmitkartigi, bet maksimala askorbata peroksidazes atbildi
skujas, kas bija apstradatas aminotriazola un peroksida, bija vairak izteikta, neka sku;jas
bez aminotriazola apstrades (69. attéls B). Aminotriazols neietekméja kontroles skujy
askorbata peroksidazes limeni. No ta var secinat, ka prieZzu skuju audos ir lokalizéta
aktiva katalaze, kura efektivi sadala pat augstas koncentracijas H2O2. Lidzigi tam.
sojas digstos eksogéno H207 detoksificgéja katalaze (Montillet & Degousee 1991
Tomér pat taja gadijuma, kad katalazes aktivitate bija inhibéta ar aminotriazolu, 20
mM augsta H2O2 koncentracija bija nepiecie§ama batiska askorbata peroksidazes
aktivitates pieauguma izsauk3anai. Ta ka endogéna H20O) koncentricija stresotos audos
var sasniegt 15 pmol uz g dzivas masas (Okuda et al. 1994, Prasad et al. 1994}, pastav
ievérojama atikiriba starp eksperimentili sasniegtajam iek3§inas peroksida
koncentracijam 3ajos eksperimentos un tam, kadas rodas reala stresa apstaklos:
lespéjams izskaidrojums augstajai nepiecieSsamajai HpO2 koncentracijai varétu bit
H202 koncentracijas gradienta pastavéiana (Montillet & Degousee 1991). Ir zinams
ari, ka gan endogéni, gan eksogéni paaugstinats H2O2 iek$3Gnas limenis induct
vienadas metaboliskas reakcijas (Prasad et al. 1994). Misu rezultati, kas rada askorbatd
peroksidazes aktivitates kritumu ilgstodas H20? inkubacijas laika apstiprina uzskaty
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ka H202 var darboties ka mesendZeris tikai 3aura koncentraciju diapazona (Prasad et
al. 1994).

Apmiglojot intaktus prieZu séjenus ar 1 mM ACKS vai ar 10 mM HEFS, etiléna
izdali¥ands intensitate no atdalitam skujam pieauga attiecigi 32 un 42 reizes, kam
sekoja divkartigs askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums 24 h péc apstrades
\dati nav paraditi). Atdalitas priezu skujas tika inkubétas dazadas ACKS un HEFS
koncentracijas 24 h, lai noteiktu aktivo koncentraciju diapazonu askorbata
peroksidazes indukcijai. Askorbata peroksidaze tika inducéta ACKS koncentracijas
virs 1 mM, bet maksimadlais pieaugums bija novérojams 3 mM koncentracija (120 %
pieaugums virs kontroles limena, 70. attéls). HEFS inducéja askorbata peroksidazes
pieaugumu 0.1 mM koncentracija, tatu tikai 25 % virs kontroles skuju limena (71,
attéls, iek3éjais grafiks). Lai izsauktu divkartigu aktivitates pieaugumu, bija
nepiecieama 2 mM HEFS koncentracija (71. attéls). Vél izteiktaks pieaugums (vairik

ka tris reizes) paradijas HEFS koncentracijas virs 50 mM.
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70. attéls. Askorbata peroksiddazes aktivitates atkariba no ACKS
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16. tabula. Inhibitoru ietekme uz askorbata peroksidazes aktivitates
indukciju atdalitas priezu skujas. Starpibu starp askorbata
percksidazes aktivitati, kas noteikta péc inkubéSanas atbilstoSaja
efektora Skidumd minus aktivitdte HO inkubacijd apziméja par 100 %
aktivitates pieauqumu. SalidzinoSie peroksidazes aktivitdtes limeni
bija sekojoSie: 13.0+1.2 (H,0,), 20.0+1.1 (Na,S0,), 20.5:0.7 (ACKS),
21.6+1.4 (HEFS) pkat g! FW. Dati ir vidéjie no 3 paraugiem :SE.

Cikloheksimids (50uM) 32+6 44+9

Kordicepins (0.1 mM} 4815 I95+6 S P

Sudraba tiosulfats {4 mM) 1413 42+7 7+2 39+2

Hipotéze, ka askorbata peroksidazes aktivacija notiek caur fermenta olbaltuma
sintézi tika parbaudita, pievienojot olbaltuma sintézes inhibitorus inkubacijas videi 3
h pirms efektoru pievienosanas (16. tabula). Translacijas inhibitors cikloheksimids
jevérojami samazinaja visu efektoru induktivo ietekmi, tac¢u inhibé3anas pakape at8kiras
atkariba no efektora dabas. Aktinomicins D, DNS-atkarigas RNS sintézes inhibitors,
novérsa mazak ka 15 % no H202 inducétas askorbata peroksidazes aktivitates, tacu
Na2520s5 inducétais askorbata peroksidazes pieaugums tika pilnigi apspiests
aktinomicina D ietekmé. Aktinomicins D reducéja ari ACKS un HEFS inducéto
aktivitates pieaugumu. Kordicepins, posttranslacijas RNS procesinga inhibitors, ari
daléji blokéja kimiska stresa inducéto askorbata peroksidazes aktivitati. Tatad,
askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums prieZu skujas ir saistits ar fermenta sintézi
de novo. Tomér, uz iegito datu pamata nav iesp&jams izdarit secinajumu par to, vai
RNS sintéze bija nepiecieSama askorbata peroksidazes indukcijai ar H2O3. Askorbata
peroksidazes aktivitates H2O2-atkarigo pieaugumu aktinomicina D klatbatné ir
iespé&jams izskaidrot ar ilgstosi aktivo mRNS formu eksistenci, kuras kodé doto askorbat
peroksidazes olbaltumu. Pretéji tam, gan RNS, gan olbaltuma sintéze bija nepiecie3ams
Na2520s5 inducétajam askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumam, Visd
ierobeZotie rezultati, kas balstas uz molekularajiem pétijumiem, liek domat, ka
citozoliskas askorbata peroksidazes regulacija notiek gan transkriptu nepartraukta
uzkra¥anas limeni, gan ari reguléjot olbaltuma biosintézi (Mittler & Zilinskas 1994}

Visparzinami etiléna biosintézes inhibitori tika lietoti, lai novertétu iespéjam?
etiléna piedaliSsanos askorbata peroksidazes aktivacija kimiski stresotas skujas
Aminooksietikskabe, kas inhibéja apméram 90 % no H207 inducétas ACKS sintézes
un 80 % no Na2S20s5 inducétas (skatit 50. attélu), efektivi blokéja askorbat
peroksidazes aktivitati abos apstrades gadijumos (15. tabula). Askorbata peroksidaze*
pieaugumu reducéja ari apstrade ar sudraba tiosulfatu.
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Virkne eksperimentu tika izdarita ar skujam, kuras inkubéja dazadu smago metalu
sau Skidumos. Smago metalu aktivéjoda ietekme uz etiléna biosintézi ir pladi aprakstita
(Abeles et al. 1992). Ir zinams ari, ka smago metilu joni var izraisit peroksidizes
aktivaciju (Van Assche et al. 1988, Tarvainen et al. 1991, Pandolfini et al. 1992).
Tapéc varétu domat, ka aizsargmehanismu indukcija pie smago metalu stresa ir saistita
ar etiléna darbibu.

Ka jau bija sagaidams, visi lietotie smago metilu joni (kadmijs, var, cinks) izsauca
gan etiléna izdalisanas, gan askorbata un gvajakola peroksidazes aktivitates indukciju
(72. attéls). Tomér, efekts bija dazads atkariba no lietotd jona, ta koncentracijas un
analizéjama parametra, ki ari mainijas laika. Kadmijs, kur$ tiek uzskatits par
vistoksiskako metalu (Fuhrer 1982), izsauca tikai divkartigu etiléna izdalidanas
pieaugumu neatkarigi no lietotas koncentracijas (0.5 mM vai 2.5 mM). Askorbata
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72, atesls. Smago metalu jonu ietekme uz etiléna izdalisanos,

askorbata peroksidizes aktivitdti un gvajakola percksidazes aktivitati
Priezy Sku%%s 481h (3) un 72 h (B) no inkubacijas sadkuma nepartrauktd
9aismi, pati ir vidéjie no 4 paraugiem :SE katrai apstradei.
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peroksidazes pieaugums kadmija jonu ietekmé bija nefiels, apméram divkartiga
palielina3anis bija novérojama gvajakola peroksidazes gadijuma, radot cie3u sakaribuy
ar etiléna veido3anas indukciju dota jona ietekmé.

Visizteiktaka at3kiriba starp etiléna un peroksidazes indukciju bija novérojama
ar 1 mM Cu apstradatam skujam 48 stundas no darbibas sakuma. 3aja laika uz vairak
ka triskartiga etiléna izdalisanas pieauguma fona bija novérojams batisks askorbata
un gvajakola peroksidazes aktivitates pazeminajums. Savukart, vél péc 24 stundam
etiléna izdaliSanas intensitate bija nostabilizéjusies kontroles limeni, kamér askorbata
peroksidazes aktivitite bija pieaugusi vairak neka divas reizes, bet gvajakola
peroksidazes aktivitate — 4.5 reizes. Savukart, apstradajot skujas ar 5 mM Cu jonu
$kidumu, peroksidazes aktivitates samazinasanas péc 48 stundam un etiléna izdali$anas
kritums péc 72 stundam netika novérots. Var pienemt, ka vara jonu ka stresora darbiba
ir saistita ar spéju izsaukt lipidu peroksidacijas procesus fotosintétiskajas membranas
(Sandmann & Boger 1980).

Ari cinka jonu pielietodanas gadijuma bija novérojama efekta atkariba no laika,
it ipa3i, attieciba uz etiléna izdali3anos. Literatira ir informacija, ka ari cinka
fitotoksiskais efekts pirmam kartam saistits ar ta iedarbibu uz membranu lipidiem caur
peroksidacijas indukciju (Gora & Clijsters 1989).

Ka zinams, dazadu metalu jonu fitotoksiskie efekti ir atkarigi no to primaras
iedarbibas vietas un veida, lai ari tiek uzskatits, ka to darbiba ir bitiski atkariga no
spéjas inducét membranu caurlaidibas izmainas (Pandolfini et al. 1992). Gadijuma ar
priezu skujam ir skaidri redzams, ka nevar izslégt ari konkréto metalu jonu tiedas
iedarbibas efektus uz etiléna biosintézes un peroksidazes fermentu sistémam, kas
apgratina galigu secinajumu izdariSanu par etiléna un oksidativa stresa lomu
peroksidazes atbildes indukcija.

Dati par to, ka gan eksogéna ACKS, gan HEFS stimuléja askorbata peroksidazes
aktivitati, ka arT rezultati par etiléna biosintézes un darbibas inhibitoru reducéjoto
ietekmi uz tas aktivitati liecina, ka endogénais etiléns piedalas askorbata peroksidazes
aktivitates regulé3ana stresotu priezu skuju audos. Lai ari sakariba starp askorbata
peroksidazes indukciju un peroksida atkarigo etiléna izdali3anos priezu skujas ir
acimredzama, dotaja eksperimentu pakapé ir grati secinat, vai sekojo3a indukcijas
sekvence stresors—-H2O2-etiléns—askorbata peroksidaze darbojas in vivo apstaklos
Pirmkart, etiléna biosintézes inhibitoru lieto%ana priezu skujas, lai pétitu etiléna
piedalisanos stresa atbildes reakciju regulé%ana, ir visai apSaubama, jo dotajiem
inhibitoriem ¥aja sistéma paradas blakus efekti (3.3.1.). Otrkart, peroksidazu aktivacij
ar etilénu ir sen zinama paradiba, kas norada uz noveco3ands paatrinasanos etilénd
ietekmé (Morgan & Fowler 1972, Abeles et al. 1988). Etiléns inducé vairakus génus
virknei augu sugu (Abeles et al. 1988, Ishige et al. 1993, Ito et al. 1994). Noveco3anas
laika etiléns var inducét lipidu peroksidaciju (Sylvestre et al. 1989). Bez tam, etilén
var inducét lipoksigenazes aktivaciju (3.1.5.). Jaatzimé ari, ka divu peroksidazes mRN>
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limenis risu augos pieauga vienadi gan ievaino3anas, gan H2O? vai HEFS ietekmé
{ito et al. 1994). Treskart, atseviski HEFS efekti, ko lietoja ka eksogéna etiléna avotu,
var nebdt saistiti ar etilena darbibu (Lawton et al. 1994). Pie tam, nesen tika izvirzits
pienémums, ka etilénam un t3 priekstecim, ACKS, varétu bat pretéjas funkcijas
aizsargsistémas kontrolé (Siefert et al. 1994). Tatad, etiléna piedalisanas stresa atbildes
reakcijas ir visai kompleksa.

Kopuma nemot, var secinat, ka gan H20O2, gan eliléns piedalas askorbata
peroksiddzes indukcija stresotas priezu skujas, tacu etiléns drizak pilda askorbata
peroksidazes atbildes modulatora, nevis induktora lomu. Lidzigi secinajumi par etiléna
lomu aizsargreakciju kontrolé ir izdariti ari pétijumos citds augu sistémas (Mauch et
al. 1984, Weiss & Bevan 1991).
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3.4. Askorbata peroksidazes aktivitates izmainas kartupeju dzinumu in vitro kultura

Neraugoties uz Joti aktiviem askorbata peroksidazes pétijumiem pédéjos gados,
var atrast parsteidzo3i maz informacijas par askorbata peroksidazes izmainam augu
in vitro kultoras (Hagege et al. 1992). Pretoksidativas aizsardzibas mehanismu
pétijumiem augu 30nu un audu kultaras ir |oti svariga nozime sekojosu iemeslu dé|:
pirmkart, izprotot tas reakcijas, kas nodrosina rezistenci suboptimalos kultivé3anas
apstak]os, var uzlabot rezultatus praktiskaja pavairo3ana; otrkart, ta ka ir pieradijumi,
ka relativi augstaks antioksidativo fermentu saturs norada uz augstdku aizsargspéju
pret aktiva skabekja savienojumiem {(Mittler & Zifinskas 1991, Gossett et af. 1994),
sadi pétijumi varétu stimulét rezistentu klonu atlasi ar uzlabotam ipasibam masveida
pavairo$anas vajadzibam. 5i darba ietvaros tika pétitas askorbata peroksidazes izmainas
kartupe|u eksplantu kultara, ipasu uzmanibu pievériot etiléna efektiem.

Ta ka kloné3anai izmantoja dazadus segmentus un lapas attieciba pret to atrasanas
vietu gar dzinumu, tika analizéts askorbata peroksidazes un gvajakola peroksidazes
aktivitates gradients augo3a dzinuma, kur$ kultivéts normalas gazu mainas apstaklos
lidz 8 posmu stadijai. Dati 73. attéla parada, ka gar augo3u kartupelu dzinumu in
vitro eksisté |oti izteikts askorbata peroksidazes un gvajakola peroksidazes gradients,
kur§ izpaudas gan lapas, gan posmos. Kopiga likumsakariba bija abu peroksidazes
aktivitasu palielina3anas lidz ar audu vecumu, lai gan posmos aktivitates limenis bija
ievérojami augstaks, neka lapas. Tomeér, askorbata peroksidazes aktivitates gradients
gan lapas, gan posmos virziena no dzinuma galotnes uz pamatni pieauga straujak
(73. attéls, A), neka gvajakola peroksidazes aktivitates gradients (73. attéls,B). Augsta
askorbata peroksidazes aktivitate jauno kartupelu dzinumu aktivi stiepjoSos audos
sakrit ar iepriek3 aprakstitajiem rezultatiem par askorbata peroksidazes lokalizaciju
rudzu digstu aktivi augo3ajos audos (skatit 3.2.1.). Ta ka augsta etiléna izdalisanas
intensitate ir cita raksturiga pazime $ainu dali$anas un stiep$anas faze (skatit 3.1.2.}, ir
pilnigi iespéjams, ka etiléns ir viens no faktoriem, kas regulé askorbata peroksidazes
posmi un lapas no dzinuma vidusdalas.

lau agrak literatora ir aprakstiti eksperimenti ar audu kultGram, kuros tika izmantoti
dazadi audu kultivésana lietoto konteineru sléguma veidi, kas nodrodina audu izdalito
gazu uzkradanos (Huxter et al. 1981, De Proft et al. 1985, Righetti et al. 1990, Kevers
et al. 1992). Ta pieméram, eksperimentos ar rozu dzinumu kulttram tika paradits, ka
endogéni veidojies etiléns, uzkrajoties kultivé$anas atmosféra, var darboties eksogéni
un bitiski ietekmét organogenézes procesu norisi (Kevers et al. 1992). Dota darba
ietvaros tika izmantoti dazadi audu kultivéSanai izmantoto mégenu un stikla pudeju
sléguma veidi, lai izmainitu etiléna saturu gazu vidé, Etilénproducents HEFS tika ieslégts
augianas videé, lai salidzinatu endogéni producéta etiléna un eksogéna etiléna efektus.
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73. attéls. Askorbata peroksidazes aktivitates (Aj un gvajakola

peroksidazes aktivitates (B) gradients lapas un posmos gar augosu
kartupelu dzinumu kultivétu in vitro.

Ka redzams no 17. tabula paraditajiem datiem, tadéjadi bija iesp&jams manipulét
gazu vides etiléna saturu visai plasa diapazona. ttiléna izdaliSanas dinamikas pétijumi
apstiprindja, ka parsvara viss etiléna daudzums, kas uzkrajas gazu vidé divu nedéju
kultivé3anas perioda, bija saistits ar audu atdali3anas ievainojuma stimuléta etiléna
sintézi 24 stundu laika péc kultivé3anas sakuma (dati nav paraditi).
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17. tabula. Kultivésanas trauku sl&guma veida un HEFS pievienoSanas
baribas vidé ietekme uz etiléna koncentraciju gazu vidé 24 h péc
kartupelu posmu eksplantu ievieSanas kultidra.

Kaorkis ar atvérumu

Marles aizbaznis + HEFS 0.012

Korkis + HEFS

Jaunie dzinumi uz kartupela posmu eksplantiem Murashige-Skoog bezhormonu
vidé saka augt 3 diena péc klonéianas. Gan kultivésanas trauku ciesais slégums, gan
HEFS pievienoSana vidé izsauca jauno dzinumu stiepsanas augsanas inhib&%anu (74.
attéls, A). Tomér, HEFS apstrades gadijuma efekts bija tikai islaicigs. Zemas etiléna
koncentracijas daléji slégtajos traukos stimul&ja linearo augSanu.

Askorbata peroksidazes aktivitates dinamika jaunajos attistosies dzinumos
dazados augSanas apstak|os ir paradita 74. attéla B. Netraucétas gazu mainas apstak|os
askorbata peroksidazes aktivitate nepartraukti samazinajas visa eksperimenta perioda
laika. Tikai dzinumos, kas bija augusi HEFS klatbatné, askorbata peroksidazes aktivitate
4. diena batiski parsniedza kontroles limeni, bet abi gazu apmainu ierobeZojosie
sléguma veidi izraisija vienkar$i paléninatu fermenta aktivitates kritumu, salidzinot ar
kontroli. Tomé&r, pilniga gazu apmainas novér3ana izsauca asu askorbata peroksidazes
aktivitates pieaugumu 12. diena.

Nepartraukts askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums bija novérojams
vecajos eksplantos kultiveZanas laika (74. attéls, C). Visas apstrades izraisija askorbata
peroksidazes aktivitates pieaugumu, bet atbildes /ag periods un tas intensitate bija
tiesi proporcionala etiléna koncentracijai gazu vidé.

Sleguma veida un HEFS koncentracijas ietekme uz dzinumu un eksplantu
askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu un dzinuma linearas augsanas inhibésanu
(noteikta ka dzinuma garuma samazinadanas un relativa svara pieaugums) ir paradita
75. attéla. Gan dzinumu, gan eksplantu askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums
koreléja ar dzinuma stiepSanas inhibé3anu. Tomér, HEFS saturo3aja vidé askorbata
peroksidazes aktivitates pieaugums bija vairak izteikts, neka linearas aug3anas
inhibésanas pakape, noradot uz HEFS papildus efektu uz fermenta aktivitati.

Lai noteiktu, vai kartupeju posmu eksplantu kultivé3anai ierobeZotas gazu mainas
apstak|os ir ilgstosa iedarbiba uz askorbata peroksidazi, posmu segmentus no jaunajiem
dzinumiem, kas bija attistijuies attieciga sléguma apstakjos, parklonéja un talak
audzéja apstak|os ar neierobezotu gazu apmainu. Etiléna izdali3anos un askorbata

' peroksidazes aktivitati noteica dazadas jauno dzinumu dalas. Gan etiléna izdali$anas
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74. attéls. Sléguma veida un HEFS pievienoSanas kultivéSanas videi
ietekme uz jaunattistito dzinumu augSanu {(A), askorbdta peroksidazes
aktivitati dzinuma (B) un askorbata peroksiddzes aktivitati posmu
eksplantos (C) kartupelu in vitro kultira Murashige-Skoog bezhormonu
vidé. HEFS galéja koncentracija kultiiras vidé bija 0.5 mg 1-'. Dati
ir vidéjie :SEno 3 paraugiem (10 eksplanti katrs) katram laika
punktam.
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3500
B Dzinuma AP picaugums

3000 B Dzinuma garuma samazingganas
2] Dzinuma svara picaugums

2500 M Eksplanta AP pieaugums

Relativa izmaina (%)

Korkis ar  Korkis E 0.5 E 1.0 E20
atvérumu

75. attels,. Jaunattlstito dzinumu askorbata peroksidazes aktivitates,
garuma un dzivas masas izmainas, ka arl izejas eksplantu askorbata
peroksidazes aktivitates izmainas 14 d.v. kartupelu in vitro kultira,
kas saistitas ar kulturas trauku sléguma veidu un HEFS pievienosSanu
kultivésnas videi. Rezultati ir izteikti % salidzindajuma ar kontroles
apstak]liem (eksplanti kultivéti traukos, kas slégti ar vates
aizbazni), pamatojoties uz 3 atkartojumiem katram variantam (10
eksplanti katra atka@8rtojuma&). HEFS pievienoja kulturas vidé galéja
koncentracija 0.5 mg 1! (E 0.5), 1.0 mg 1! (E 1.0) un 2.0 mg 1! (E
2.0).

intensitate, gan askorbata peroksidazes aktivitate 3ajos dzinumos bija proporcionala
tai etilena koncentracijai, kada bija attistijudies kloné3anai izmantotie priek3tecu
eksplanti (76. attéls). Jauno dzinumu lapas un segmentos noteiktie parametri apméram
1.6 reizes (korkis ar atvérumu) un 2.4 reizes (korkis) parsniedza kontroles limeni.

Kad atdalitas fapas vai posmi bez pumpuriem tika kultivéti neierobeZotas gazu
mainas apstak|os, askorbata peroksidazes aktivitate audos batiski nemainijas 7 dienu
laika (77. attéls). Talakaja perioda bija novérojams nepartraukts aktivitates pieaugums.
Lapas un posmu eksplantos, kas tika kultiveti slégtos traukos vai ari HEFS klatbatng,
askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums bija atraks un izteiktaks.

Ta ka H202 var inducét gan etiléna biosintézi (skatit 3.3.1.), gan askorbata
peroksidazes aktivitates pieaugumu (skatit 3.3.3.), kartupeju eksplantu kultara tika
apstradata ar 1 M H207 stadija, kad jaunveidotajiem dzinumiem bija 6 lidz 7
starpposmi. Apstrade batiski paaugstinaja in vivo etiléna izdali3anas intensitati no
intaktiem kultivétajiem augiem (78. attéls, iekSéjais grafiks). Askorbata peroksidazes
aktivitate pieauga vairak neka 2 reizes ar H2O7 apstradatu eksplantu lapas (78. attéls).
Tomeér, apstradato eksplantu posmu segmentos bija novérojams statistiski butisks
askorbata peroksidazes aktivitates kritums.

Aprakstitajos eksperimentos ar kartupe|u stublaju eksplantu kultdru gan gazu
apmainas ierobeZo3ana, gan apstrade ar etilénproducentu HEFS, kas abos gadijumos
izraisija etiléna koncentracijas palielinadanos un linearas aug3anas inhib&8anu, izsauca
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76. attels. Kartupelu nodalo posmu segmentu kultivéSanas ierobezZotas
gazu vides apstaklos pécietekme uz etiléna izdaliSanos un askorbata
peroksidazes aktivitati jaunajos dzinumos, kas attistijuSies vidée
ar neierobeZotu gazu apmainu. Eksplantus kultivéja traukos, kas
slégti ar vates aizbazZniem (kontrole), silikona korkiem ar atvérumu
(A) vai silikona korkiem bez atveéruma (B) 14 dienas. Nodalos segmentus
no attiecigajos apstakl]os attistijusamies dzinumiem izdalija un
subkultiveja traukos, kas slégti ar vates aizbdzni 10 dienas, péc
tam izdarija analizes jaunveidoto dzinumu attiecigajas dalas. Dati
ir vidé&jie «SE no 3 paraugiem (10 eksplanti katrs).

ari askorbata peroksidazes aktivitates indukciju. Kamér askorbata peroksidazes
aktivitates pieaugumu etiléna ietekmé eksplantu lapas un audos varétu attiecinat uz
neatgriezeniskam izmainam 30nu metabolisma pastiprinatas noveco$anas apstak|os
(77. attéls), askorbata peroksidazes aktivitates indukcija jaunattistitajos dzinuma audos
bija ciesi saistita ar etiléna inducéto augianas inhibésanu (74. attéls). Sajos pétijumos
tika konstatéts ari ilgstods etiléna efekts uz askorbata peroksidazes limeni audos.
Askorbita peroksidazes aktivitates limenis jaunajos dzinumos, kas attistijas uz
eksplantiem péc to parklonédanas neierobeZotas gazu mainas apstak|os, bija tiei saistits
ar etiléna koncentraciju vidé, kur Sie eksplanti bija attistijusies iepriek3éjas kultivéSanas
laika (76. attéls). Tatad, lielakaja dala gadijumu novérojama tie3a askorbata
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77. attéls. Askorbdta peroksidazes aktivitates dinamika 1lapu
eksplantos (A) un dzinumus neveidojoSos posmu eksplantos (B)
kultivéSanas laika dazZada sléguma apstdk]los un HEFS (0.5 mg 17!)
pievienoSanas ietekmé. Dati ir vidéjie xSE no 3 paraugiem (30
eksplanti katrs) katrai apstradei katra laika punkta.

peroksidazes aktivitates atkariba no kultivé3anas gazu vides etiléna koncentracijas.

Askorbata peroksidazes aktivacijas mehanisms etiléna ietekmé netika ipa3i pétits
aprakstitajos eksperimentos. Tomér, ta ka lielakaja daja gadijumu etiléns inducé
peroksidazes aktivitati caur atbilsto3o génu aktivaciju, kas savukart izsauc fermentativa
olbaltuma sintézi de novo (Morgens et al. 1990, Ishige et al. 1993, lto et al. 1994), var
domat, ka kartupeju audos ierobeZotas gazu mainas apstak|i un HEFS apstrade izsauc
askorbata peraksidazes géna ekspresiju.

Tiek uzskatits, ka augi ar augstu antioksidativo fermentu limeni ir ievérojami
tolerantaki pret endogéna oksidativa stresa bojajumiem, neka augi ar zemu limeni
(Gossett et al. 1994). Pétijumi liecina, ka pat mazas askorbata peroksidazes aktivitates
izmainas ir pietiekamas, lai partvertu ievérojami paaugstinatu H202 daudzumu (Mittler
& Zilinskas 1994). Tapéc, balstoties uz iegatajiem rezultatiem, var pienemt, ka
kartupe|u audu kultivé3ana vidé ar paaugstinatu etiléna koncentraciju var izsaukt
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78. attéls. HO, apstrades ietekme uz askorbata peroks:.dazes aktivitati
lapas un stubzlaja segmentos un etiléna izdaliSanos in vivo (leksejals
grafiks). Posmu eksplantus kultivéja 35 ml tilpuma mé&denés
neiercbeZotas gazu mainas apstak].os lidz jaunveidotajiem dzinumiem
attlstljas & 1lidz 7 starpposml. Apstradi izdarija ar 0.5 M HO,, 1
ml uz medgeni. M&genes noslédza ar silikona korkiem uz 24 ‘W un
noteica uzkrata etiléna daudzumu. Péc analizes, atbilstosos audu
paraugus izmantoja askorbata percoksidazes aktivitates noteikSanai.
Dati ir vidéjie +SE no 5 atkartojumiem.

paaugstinitu stresa toleranci, kura ir vairak vai mazak stabila talakas parklongsanas
gaita. Etiléna veidoSanas un askorbata peroksidazes vienlaiciga indukcija audos, kas
apstradati ar H202, sakrit ar iepriek? publicétajiem rezultatiem (Mehthorn 1990) un
apliecina, ka H202 piedalas dotas atbildes reakcijas regulé3ana. Nesenie pétijumi
par stresa toleranci ir paradijusi, ka H207 veido$anas pieaugums kalpo par islaicigu
signalu pretoksidativo fermentu indukcijai un ir svarigs adaptacijas reakciju attistibai
(Prasad et al. 1994).

Tatad, pielietojot etiléna apstradi augu audu kultiiras, tas var lietot stresa
tolerances mehanismu pétisanai.
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Etilens ir viena no visvienkarsakajam organiskajam molekulam, kurai piemit
biologiska aktivitate. Lidz pat septindesmito gadu sakumam praktiski nebija informacijas
par to, ka notiek etiléna biosintéze, ka tiek reguléta ta veido3anas un ka augi uztver etiléna
klatbatni gaisa niecigad daudzuma. Pédéjo divdesmit gadu laika, lidz ar molekularas
biologijas metozu plasu pielieto3anu augu fiziologija, uzkrajies ievérojams daudzums
biokimisko un genétisko datu par Siem jautajumiem.

Etilena biosintézes cela atklasana septindesmito gadu beigas pavéra celu
turpmakajiem etiléna veidosanas mehanismu biokimiskajiem un genétiskajiem pétijumiem.
Kops ta laika ir aprakstiti vairaki méginajumi pieradit t.s. alternativa etiléna veido3anas
cela esamibu augstakajos augos, kas saistits ar membranu lipidu peroksidaciju neatkarigi
no ACKS veido%anas un oksidésanas. Sados eksperimentos par pieradijumu ACKS-
neatkarigam etiléna veido3anas celam tiek minéta pret etiléna biosintézes inhibitoriem
nejatigas etiléna izdalianas intensitates saglabasanas, kas atseviskos gadijumos var bat
60 lidz 70 % no kopéjas intensitates (Chen & Wellburn 1991). Vielas, kas inhib& S-
adenozilmetionina parvérianos par ACKS, pilniba novérsa ACKS satura pieaugumu prieZu
skujas, kas bija inkubétas udeni, un par 80 lidz 90 % bloké&ja ACKS indukciju kimiskajam
stresam pakjautajas skujas (fevinsh & Tilfberg 1995; 3.3.1.). Neskatoties uz to, batiska
dala etiléna izdali3anas intensitates priezu skujas bija nejutiga pret $iem inhibitoriem (25
lidz 55 % no kopéja limena). 5adi rezultati liek secinat, ka etiléna biosintézes inhibitoriem
bez tie3as inhibitoras iedarbibas var bt papildus efekti uz etiléna veido3anos, kas saistas
ar zinamu induktivo efektu, it ipasi, kombinacija ar citiem kimiskajiem stresoriem. Ta
pieméram, inhibitors aminooksietikskabe izsauca etana izdali8anas stimulaciju, kas ir tipisks
membranu lipidu bojajumu raditajs (levinsh & Tillberg 1995). Viena no iespéjam ir ta, ka
aminooksietikskabe izraisa ACKS sintazes olbaltuma, kur ir pazistams ka visai labils
ferments, stabilizaciju in vivo (Kim & Yang 1992, Wang & Arteca 1992). Cits izskaidrojums
varétu bat saistits ar inhibitoru stimuléjo3o ietekmi uz ACKS oksidazes aktivitati.
Pamatojoties uz eksperimentiem ar lipidu peroksidacijas selenometionina izmanto3anu,
var secinat, ka natrija bisulfits augstas koncentracijas (virs 8 mM) specifiski izraisa etiléna
izdali3anos membranu lipidu sadalitanas rezultata (levinsh & Tillberg 1995). Principiali
iz8kiro3u atbildi par alternativa etiléna veido3anas cela darbibu varétu iegit eksperimentos
ar radioaktivo etiléna veido3anas priekstecu pielietosanu.

Ir pamats uzskatit, ka etiléna veido3anas ipatnibas, kas izpauZas ka novirzes no
pamata biosintézes cela, ir novérojamas tikai atsevidku augu grupu parstavjiem, un ir
saistitas vai nu ar to ekologiskajam ipatnibam {Gdensaugs Spirodela oligorrhiza, Mattoo et
al. 1986), vai ari ar specifisku filogenétisko stavokhi (skujukoki). Sini sakariba japiemin
fakts, ka olbaltumvielu biosintézes translacijas inhibitors cikloheksimids izraisija etiléna
izdali3anas stimulaciju priezu skujas; pie kam, 3is efekts bija vismaz dal&ji atkarigs no
ACKS veido3anas, jo to apspieda aminooksietikskabe (levinsh & Tillberg 1995; 3.3.1.).
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Pedgja laika pétijumi citas laboratorijas ir paradijusi, ka cikloheksimids inducé ACKS
sintazes géna ekspresiju atseviskam augu sugam {Liang et al. 1992, Zarembinski & Theologis
1993). Tas liecina, ka atseviskam augu sugam ACKS sintazes géns atrodas labilu represoru
molekulu kontrol&, vai ari ta trakskripti ir nestabili. Lidz ar to jasecina, ka attieciba uz
etilena fiziologijas petijumiem, kuros izmanto dazadus savienojumus etiléna veidosanas
un olbaltuma sintézes manipulésanai, ir pilniba jaizslédz specifisko etiléna biosintézes
inhibitoru, ka ari visparigo inhibitoru darbibas blakus efekti uz etiléna veidosanas sistému.
Pretéja gadijuma, ka rada musu pétijumi, iegito rezultatu interpretacija k|ast visai
apsaubama (levinsh & Tillberg 1994).

Lai ari etiléna biosintézes indukcija ir viena no vislabak izpétitajam stresa atbildes
reakcijam, stresa etiléna funkcijas augos pilniba nav skaidras. Pamatojoties uz pétijumiem,
kuros lietoti etiléna biosintézes un darbibas inhibitori, ka arf izmantojot eksogéno etilénu,
ir izdarits secinajums par to, ka endogéni veidojies stresa etiléns piedalas augu stresa
adaptacijas reakciju regulacija. Miasu eksperimentos novéroto graudzalu digstu lapas
augganas priek$laicigu apstaanos eksogéna etiléna ietekmé ar vienlaicigu lignifikacijas
paatrinadanos var uzskatit par tipisku etiléna atkarigas adaptacijas reakcijas pieméru {/evinsh
& Romanovskaya 1991; 3.1.3.). Situacija, kad aktivi augo3as visa digsta fotosintézi
nodrosinoZas lapas audi tiek ievainoti, digsta attistibas programmas sekmigai izpildei ir
nepiecieSama maksimala nako3o lapu attistibas un augganas stimulé3ana, ko var panakt,
parnesot metabolitu plismu uz sekojo3as lapas augSanas centru. Ta ka aktivi augo3as
Sanas ir atragé&jodais centrs, plismas parsléglanai nepiecie$ama ievainotas lapas augsanas
paatrinata izbeigsanas. 5ada faktora lomu izpilda etiléns, kur§ stimulé paatrinatu
lignifikaciju, stimuléjot lignina biosintézes fermentu priekslaicigu aktivé3anos. Tomer, uz
masu datu pamata nav iesp&jams izdarit galéjo secinajumu par to, vai paatrinata lignifikacija
etiléna ietekmé ir 3anu stiep3anas izbeigianas célonis, vai ar tikai tas sekas.

Principiali jauns atklajums ir saistits ar pétijumiem par stresa etiléna izdalisanos
inducéjodiem faktoriem graudzalu digstu lapas. Dota objekta uzbives specifika ir saistita
ar apstakli, ka aktivi augoSie lapas audi ir lokalizéti aptvero$o audu iek3pusé (Kemp 1980).
Pirmo lapu nosedz koleoptils, bet otro un sekojo3as lapas — iepriek3éjo lapu makstis. Ta
ka vegetativajos audos visaktivak etiléna biosintéze notiek 30nas, kuras atrodas dalizanas
un stiepsanas fazé (Saftveit & Dilley 1978, Satler & Kende 1985, levinsh et al. 1991),
logisks ir jautajums, ka 3ads uzbaves princips ietekmé etiléna veido3anos un izdalizanos
no graudzalu digstiem. Misu pétijumu rezultata ir iegati pieradijumi par to, ka graudzalu
digstu ievaino3ana inducé to lapas ACKS sintézi, tacu situacija, kad lapas audi atrodas
aptvero3o audu seguma, etiléna veido$anas tiek blokéta (fevinsh et al. 1993; 3.1.2.). Jadoma,
ka tas notiek tiedi ACKS oksidacijas stadija nepietiekama skabekla piepliduma rezultat,
tomér galéjos pieradijumus varétu ieght, izdarot eksperimentus par lapas audu skabek]a
saturu un koleoptila caurlaidibu attieciba pret skabekli. No otras puses, iegitie dati liek
domat, ka graudzalu digstu pirmas lapas izaugSana koleoptila arpusé ir saistita ar endogéna
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oksidativa stresa situacijas attisti3anos lapas audos. Par to liecina ari fakts, ka lapas
izaugdanas bridi etiléna izdalidanas intensitite no intaktiem digstiem krasi bet Tslaicigi
paaugstinas (levinsh & Kreicbergs 1992; 3.1.1.).

Atkariba no auga sugas un pétitajiem audiem, stresa atkarigais etiléna veido$anas
pieaugums var bt no dazam reizém lidz vairakiem simtiem reiZzu. Etiléna atkarigas atbildes
reakcijas, kas pétitas, izmantojot eksogéno etilénu, parada tipisku atbildes intensitates
atkaribu no lietotas etiléna koncentracijas (Abeles et al. 1992). Pretéji tam, lidz 3im literatura
nav aprakstiti pétijumi, kuros batu paraditas tas endogéna etiléna veido3anas intensitates
robezas, kas ir nepiecieamas noteiktas atbildes reakcijas indukcijai. Nav ari skaidrs, vai
ACKS satura pieaugums vienmér obligati atspogulo etiléna izdali3anas intensitates
pieaugumu. PrieZzu skujas apstrade ar eksogéno H20O2 izsauca 500-kartigu ACKS satura
pieaugumu ar vienlaicigu 200-kartigu etiléna izdalilanas pieaugumu (levinsh & Tillberg
1995; 3.3.1.). Taja pa3a laika, askorbata peroksidazes aktivitates pieaugums H2O7 ietekmé,
kur bija atkarigs gan no etiléna biosintézes, gan darbibas, bija tikai 2.4 reizes (levinsh et
al. 1995; 3.3.3.). Sadas pa3as intensitates askorbata peroksidazes aktivé3anos izsauca
apstrade ar etilénproducetu etefonu vai ACKS koncentracija, kas vienlaicigi inducéja
attiecigi 40-kartigu un 30-kartigu etiléna izdaliSanas intensitates pieaugumu (3.3.1.). Tatad,
secigaja etiléna biosintézes-atbildes reakcijas parneses kédé notiek ievérojama signala
pavajinasanas. Masu eksperimentos ar priezu skujam starpiba starp ACKS indukcijas pakapi
un etiléna izdali3anas aktivéianas intensitati varétu bat saistita ar to, ka maksimalas ACKS
indukcijas momenta reala etiléna izdali3anas intensitate bija samazinajusies ACKS
oksidazes aktivitates krituma rezultata (levinsh & Tillberg 1995; 3.3.1.).

jautdjumu par stresa etiléna induktivo lomu sareZgi novérojumi par to, ka, lai ar
etiléna biosintézes aktivacija ir nespecifiska atbildes reakcija uz praktiski jebkada veida
stresa faktoru iedarbibu, ne visi stresa veidi izraisa atbilstodu etiléna atkarigo atbildes
reakciju fermentu aktivésanas indukcijas veida. Jautajumu varétu parfrazét ari sekojosi -
vai etiléna biosintézes pieaugums stresa ietekmé ir pietiekams nosacijums stresa atbildes
reakciju aktivé3anai. Pozitivas atbildes gadijuma varétu secinat, ka etiléns tiesam piedalas
stresa adaptacijas reakciju aktivésana ka visparéja signalmolekula. Pretéja gadijuma, etiléns
botu jauzskata par stresa situacijas simptomu, neizslédzot zinamu regulativo ietekmi uz
stresa atbildes reakcijam. Lai ari peroksidazes aktivitates pieaugums eksogéna etiléna
ietekmé génu aktivacijas lIimeni ir labi aprakstita paradiba (Abeles et al. 1988, Ishige et al.
1993, lto et al. 1994), nemot véra etiléna induktivo ietekmi uz novecosanos, kas saistita
ar peroksidazu aktivaciju, 3adi dati nepierada etiléna tie3o ietekmi. Bez tam, lietojot etefonu
(HEFS) ka eksogéna etiléna avotu, pastav iesp€ja, ka atseviski etefona efekti nav saistiti ar
etiléna darbibu (Lawton et al. 1994). Pastav ari iespéja, ka induktors stresa reakcijam
varétu bit nevis etiléns ka tads, bet gan endogénas ACKS koncentracijas izmainas. Ta
piemé&ram, etilénam un ACKS ir pretéja ietekme uz hitinazes géna ekspresiju un aktivitates
limeni stresa aizsargreakciju laika (Siefert et al. 1994). 5adi dati liek domat, ka stresa
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atkarigais etiléns nav viennozimigi uzskatams par obligatu induktoru, bet gan drizak par
stresa atbildes reakciju modulatoru.

Principidla probléma pasreizéja zina%anu attistibas [imeni ir ari jautajums par to,
kadas ir etiléna funkcijas intaktu augu aktivi augosos vegetativajos audos. Ir pilnigi skaidrs,
ka endogéna etiléna darbibu nav iespéjams pétit, vienkar3i lietojot eksogéno etilénu, jo ta
izsauktas atbildes reakcijas ir attiecinamas uz stresa etiléna inducétajam izmainam (levinsh
& Romanovskaya 1991). Sada principa neievérosana izraisa butiskas pretrunas starp etiléna
biosintézes lokalizacijas un iespéjamas darbibas vietam. Ta pieméram, graudza|u digstu
lapas maksimala etiléna veido$anas notiek meristematiskos audos (levinsh et al. 1997;
3.1.2.). Ta ka 3ajos audos ir ari lielaka endogéna etiléna koncentracija, nevar ari uzskatit,
ka notiktu ievérojama etiléna difazija (3.1.2.). Taja pa%a laik3, etiléna darbibas vieta
lignifikacijas indukcija ir tajos lapas audos, kur notiek 3tnu stiepianas partrauk3anas (fevinsh
& Romanovskaya 1991; 3.1.3.). Jadoma, ka endogénais etiléns augo3os vegetativajos audos
izpilda citas, no regulicijas viedok|a intimakas funkcijas. Uz $adam iesp&jamam funkcijam
norada novérota sakariba starp aktivu etiléna biosintézi meristematiskajos audos, no vienas
puses, un relativi visaugstako lipoksigenazes {/evinsh 1992b; 3.1.5.) un askorbata
peroksidazes aktivitati (fevinsh 1992a; 3.2.1., 3.4.) 8ajos audos, no otras. Zinams ari, ka
agras $onu augsanas stadijas notiek visintensivaka aktivo skabekla formu, tai skaita, ari
H202, veidosanas (Puntarulo 1994). Varétu domat, ka lipoksigenazes un askorbata
peroksidazes konstanta ekspresija agras augSanas stadijas ir saistita tieSi ar pastiprinatu
OdenraZa peroksida veido$anos aktiva 3unu metabolisma rezultata. Ta ki ddenraza
peroksids var izsaukt askorbata peroksidazes olbaltuma sintézi de novo, kas ir atkariga
gan no etiléna biosintézes, gan darbibas (levinsh et al. 1995; 3.3.3., 3.4.), var secinat, ka
aktivi augo3os vegetativajos audos darbojas regulativa sekvence H20O2 - etiléns — askorbata
peroksidaze/ lipoksigenaze. Sadas pa3a regulacijas ce|a darbibu var postulét ari stresotos
augos, taCu $aja gadijuma attiecigo génu ekspresija ir islaiciga.

Butiski svarigu informaciju endogéna etiléna funkciju izpratnei veselos augos dod
ari eksperimenti par etiléna izdalisanos no augosiem graudzalu digstiem. So eksperimentu
rezultata pirmo reizi aprakstiti endogéna etiléna izdali$anas ritmi no intaktiem etiolétiem
digstiem (levinsh & Kreicbergs 1992; 3.1.1.). Pretstata lidz 3im zinamajam etiléna
veido3anas oscilacijam, kuru ekspresijai nepiecieSama indukcija gaismas vai cita vides
apstak|u mainas signala veida, un kuras ir diurnalas dabas (E/-Beltagy et al. 1976, Rikin et
al. 1984, Morgan et al. 1990), etiléna izdaliSanas no graudzalu digstiem ritmi tiek iekieji
vaditi. Turklat, individuali digsti neizrada sinhronitati attieciba pret etiléna izdalisanas
maksimuma un minimuma punktiem. 5adu ritmisku etiléna veido3anas intensitates svarstibu
fiziologiska jéga k|ast saprotama, analizéjot attiecigo individualo digstu augianas atruma
svarstibas — maksimalas etiléna izdali3anas periodos koleotilu augSanas atrums krasi
samazinas, salidzinot ar paréjam etiléna izdali3anas fazém (levinsh & Kreichergs 1992;
3.1.1.). Varétu domat, ka etiléna izdaliSanas ritmiskuma kontrole notiek etiléna biosintézes
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kontroles limeni. Ka zinams, daZu fermentu aktivitates un olbaltuma limena cirkadie ritmi
ir atkarigi no attiecigo génu ritmiskas ekspresijas (Kloppstech 1985, Deng et al. 1990). Ir
ari izteikts pienémums, ka etiléna izdaliZanas oscilacijas kokvilnas digstos atspogulo ACKS
sintézes oscilacijas (Rikin et al. 1984). Tomér, bez papildus pétijumiem nevar noliegt ari
iespéju, ka daZadu etiléna biosintézes efektoru satura fluktuacijas varétu vadit novérotos
etiléna izdali¥anas ritmus graudzaju digstos.

Individualo digstu etiléna izdalianas intensitites analize izgaismo vél vienu
problému, kas ir svariga no populaciju ekologijas un augu attistibas regulacijas evolucionaro
aspektu viedok|a. Ka zinams, biologiska daudzveidiba ir tas faktors, kas nodrosina attistibu
globala izpratné. Ari vienas augu sugas un tas populacijas ietvaros katra atseviska individa
fiziologiskie un biokimiskie parametri ir variabli. Lai ari tiek uzskatits, ka vides apstak]|u
izmainas laika un telpa ir tas faktors, kas nosaka fiziologisko parametru variaciju raSanos
starp individualiem organismiem (Hara & Yokozawa 1994), pat kontrol&jamos optimalos
apstaklos atseviskie augi izrada ievérojamu variabilitati. Ta pieméram, graudzalu digsti
atdkiras péc to digdanas sakuma briZa, aug3anas atruma (Liptay & Davidson1971;3.1.1.),
ka ari péc to etiléna izdali3anas intensitates (levinsh & Kreicbergs 1992; 3.1.1.). Jautajumu
vél vairak sarezgi fakts, ka augi strukturali sastav no konstruktivu subvienibu atkartojumiem
(pieméram, meristémas, saknes, lapas u.t.t.). Individuidlo komponentu telpiskais sadalijums
un ta nozime fiziologisko un biokimisko parametru variacijas viena auga robezas ir praktiski
neizpétits jautajums (Smith et al. 1994). Tomér, informacija par biokimisko parametru
telpiska sadalijuma ipatnibam individuala auga var bat ar kritisku nozimi fiziologisko
pétijumu rezultatu izvértéSana. Ta pieméram, eksperimentos ar prieZu digstiem paradijas
arkartigi liela variacija starp atsevisko skuju etiléna izdalidanas intensitatém viena digsta
robezas - lidz pat 60 % (3.3.1.). Taja pa3a laika, atsevisko skuju svara variacijas koeficients
bija tikai lidz 16 %. Jaunakie pétijumu masu laboratorija ir paradijusi, ka etiléna izdalifanas
variabilitate no atseviskam skujam vél vairak palielinas, ja etiléna biosintéze tiek inducéta
ar H202. Jadoma, ka 3adas atskiribas ir saistitas ar individualo skuju atskirigo sp&ju sadalit
audos iekluvuso H202, un ir saistitas ar skuju endogéna stresa rezistences reakcijam.
Aprakstitas paradibas ir tiesi saistitas ar biologisko variabilitati ka plastiskas attistibas un
adaptacijas fundamentalo pamatu visos augu valsts organizacijas limenos, kam tikai nesen
ir pievérsta pienaciga uzmaniba (Bradford & Trewavas 1994). Sini sakariba atdkiribas
atsevi$ko augu individualo subvienibu (8anu, audu, lapu} variacijas atbildes reakcijas
pakapé uz vides apstak|u izmainu ir pamats plastiskumam, kas nodro%ina eksistenci
mainigas aréjas vides apstaklos. Loti iespéjams, ka etiléns ir viens no batiskakajiem
agentiem, kas nodrodina atbildes reakciju variabilitati augos.

Antioksidativo fermentu aktivitates pieaugums, kas novérots daudzos fiziologiskajos
pétijumos, skaidri parada, ka pretoksidativo fermentu limepa regulacija dod augiem
papildus stresa aizsardzibas iespéju. Uz 3adu novérojumu pamata pédéjos gados ir
attistijusies hipotéze par to, ka stresa toleranci var uzlabot, paaugstinot augu endogénu
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pretoksidativo kapacitati. 5i hipotéze balstas uz novérojumu, ka toksisko skabekla formu
pieaugums, lidzigi etiléna biosintézes aktivacijai, ir vispariga atbilde uz praktiski visu
veidu stresa situacijam. Virkne novérojumu apstiprina tas pareizibu. Pirmkart, stresa laika
vai péc ta notiek membranu un citu $anas sastavdalu oksidativas dabas bojajumi. Otrkart,
stresa situacijas pieaug aktiva skabek|a formu un brivo radikalu ekstragéjamie daudzumi.
Treskart, noteiktos stresa apstak|os ievérojami paaugstinas pretoksidativo fermentu
aktivitates un askorbata un glutationa limenis. Atsevisku fermentu aktivitates, kuri piedalas
pretoksidativas aizsardzibas sistéma, ietekmé dazadi vides faktori, kuri palielina aktiva
skabek|a formu saturu. Lielakaja dala gadijumu var novérot tikai relativi nelielas fermentu
aktivitates izmainas (Edwards et al. 1993). Tomér, nemot véra visai ievérojamo lapas audu
apjomu, nelielas kopéjas fermenta aktivitates izmainas var atbilst ievérojamam izmainam
noteiktd maza $tnas struktiras komponenta. Ceturtkart, var paradities krusteniska tolerance
pret dazadam stresa formam, ja pretoksidativas aizsardzibas sistéma ir aktivéta.

Jadoma, ka antioksidativas aizsardzibas sistéma augos ir visai ierobeZota tas spéja
atbildét uz stresa iedarbibu. Tas arf ir saprotams, jo augstako augu ka modularas sistémas
aizsardzibas pamatprincips ir audu pasdestrukcija ievérojamu bojajumu gadijuma. Jaunakie
pétijumi, lietojot molekularas biologijas metodes, liek domat, ka antioksidativas
aizsardzibas sistéma neatbild uz potenciala bojajuma iespéju ar atru fermentu génu
indukciju, bet gan reagé tikai realu bojajumu paraditanas gadijuma. lespéjams, ka tas ir
saistits ar aktiva skabek|a formu piedalisanos signalu parneses sistéma. 5ada gadijuma
atra antioksidativo fermentu aktivitates palielinadanas novestu pie signalu parneSanas
bremzé3anas un kavétu visparéjas stresa atbildes reakcijas. Nemot véra pasreizéjo zinasanu
limeni, stresa atkarigas etiléna biosintézes loma augu aizsargkapacitates reguléiana 3aja
konteksta ir visai hipotétiska. Fiziologiskie dati rada, ka eksogénais etiléns inducé
pretoksidativo fermentu aktivitates pieaugumu, bet kimiska stresa inducétais aktivitates
pieaugums ir atkarigs no etiléna biosintézes un darbibas (fevinsh et al. 1995; 3.3.3.).
Tomeér, galvena probléma 3aja gadijuma saistas ar célonsakaribu atklasanu, nevis vienkarsi
ar sakritibu novérosanu laika un telpa. Lidz 8im nav zinami dati par to, vai eksisté tie3a
koncentracijas atkariba starp endogéna etiléna limeni un pretoksidativo toleranci. Pedgja
laika pétijumos ar transgéniem augiem ir atrasti pieradijumi tam, ka viena fermenta géna
pastiprinata ekspresija izsauc paralélu citu pretoksidativo fermentu aktivitates pieaugumu
(Gupta et al. 1993). Tas norada uz to, ka aizsargsistéma ir atkariga no vienota kontroles
mehanisma. Lidzigi tam, jaunakie pétijumi masu laboratorija ir paradijusi, ka priezu skujas
eksogéna etiléna ietekmé lidztekus askorbata peroksidazes aktivitites pieaugumam
novérojams ari batisks superoksiddismutazes aktivitates pieaugums.

$aja konteksta interesanti ir rezultati, kas iegiiti kartupe|u dzinumu eksplantu kultdra,
Jauno dzinumu attistiba kultdras traukos ar ierobeZotu gazu apmainu ar apkartéjo vidi, ka
ari etilenproducenta etefona klatbutné, izsauca ilgstodu askorbata peroksidazes aktivitates
pieaugumu, kurs saglabajas ari vairaku sekojo3u parkultivésanu gaita (3.4.). Ta ka pedeja
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laika pétijumi masu laboratorija ir paradijusi, ka $adiem augiem bija pastiprinata tolerance
pret aktivo skabekli generéjoso herbicidu parakvatu (metilviologénu), var secinat, ka
kartupe|u dzinumu kultivé$ana vidé ar paaugstinatu etiléna saturu var izsaukt palieko3u
izturibu pret endogéno oksidativo stresu. Sie novérojumi ir visai batiski praktiskaja augu
mikropavairosana, jo augu audu audu kultdras to ievie3anas un uzturé3anas gaita ir
paklautas vairakkartigu stresu iedarbibai. Talakajos pétijumos ir batiski noskaidrot, vai
lidz ar askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu endogéna oksidativa stresa rezistence
saistita arT ar citu antioksidativo fermentu (superoksiddismutaze, glutationreduktaze)
aktivitates pieaugumu. Ta ka dazadu aktivéta skabek|a formu lidzsvara nodroSinasanai ir
nepieciesamas korelativas visu 3o fermentu aktivitates izmainas, ir nepiecie$ams noskaidrot,
vai $o fermentu aktivitates pieaugums notiek tie3a etiléna iedarbiba, vai ari ir netiedi saistits
ar etiléna inducétajam biokimiskajam un fiziologiskajam izmainam audos. Principiali
svariga ir H202 funkciju noskaidro3ana stresa tolerances nodro3inasana, jo kartupeju
dzinumu kuhara Gdenraza peroksids izsauc gan etiléna biosintézes aktivaciju, gan ari
askorbata peroksidazes aktivitates indukciju (3.4.).
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1. Etiléna biosintéze likumsakarigi izmainas augu augdanas un attistibas laika.
Juveniliem, aktivi augodiem audiem paraléli ar maksimalo askorbata peroksidazes
un lipoksigenazes aktivitati un minimalo lignina saturu raksturiga augsta etiléna
veidoSanas intensitate, kas samazinas lidz ar $tnu diferencié$anos. Lidz ar audu
vecuma palielina3anos, tajos pieaug kopéja peroksidazes aktivitate, kas ir saistita ar
visu eso3o izoformu aktivitates pieaugumu. Veseliem etiolétiem graudzalu digstiem
raksturiga ritmiska etiléna izdalifanas. Maksimalas etiléna izdalisanas fazé notiek
digstu linearas augSanas atruma batiska samazinaanas.

2. Dazada veida stresa faktoru iedarbiba (audu ievaino$ana, fotooksidativais stress,
kimiskais stress u.c.) izsauc etiléna biosintézes aktivaciju 1-aminociklopropan-1-
karbonskabes (ACKS) sintézes limeni, kas ir atkariga no olbaltuma sintézes de novo.
Etilenveidojo3a fermenta aktivitates indukcija ir saistita ar stresa atkarigo etiléna
izdali3anas pieaugumu. Stresa iedarbiba notiek peroksidazu sistémas aktivacija ar
ipadi izteiktu askorbata peroksidazes aktivitates pieaugumu génu eckspresijas
indukcijas rezultata, kas ir tiedi atkarigs no etiléna biosintézes, ka ari lipoksigenazes
aktivitates palielinasanas.

3. Augu audu apstrade ar eksogéno etilénu vai ACKS izraisa etiléna izdali3anas krasu
pieaugumu, kas dalgji saistits ar etiléna autokatalitisko darbibu, un inducé askorbata
peroksidazes aktivitates pieaugumu uz kopéjas peroksidazu sistémas aktivacijas fona,
ka ari izsauc lipoksigenazes aktivitates palielinasanos. Fermentu aktivacija notiek
olbaltuma sintézes limeni. Augo$os audos eksogéna etiléna un ACKS ietekmé notiek
linearas augSanas inhib&3ana un vienlaiciga lignifikacijas pastiprinaganas paraléli ar
specifisku peroksidazes formu aktivaciju, ko var uzskatit par vienu no faktoriem, kas
piedalas 3unu stiep3anas bremzé&3ana. llgsto3a paaugstinatas etiléna koncentracijas
klatbatne inducé audos palieko3u paaugstinatu endogéna oksidativa stresa toleranci.

4. Nav iespgjams lietot etiléna biosintézes, olbaltuma sintézes un lipidu peroksidacijas
inhibitorus, lai pieraditu alternativa, no ACKS sintézes neatkariga, etiléna veido3anas
cela darbibu augu audos, jo Sie savienojumi izrada blakus efektus uz etiléna
izdalianos. Savienojumi, kas izdala etilénu no augu audiem sarma hidrolizes
apstaklos, nav identiski ar ACKS un nevar piedalities etiléna veido3ana stresam
nepak|autos audos, bet ir saistiti ar etiléna atkarigajam stresa atbildes reakcijam.

5. Uz ieglito datu pamata var secinat, ka gan juvenilos nestresotos audos, gan ari
audos, kas pak|auti stresa iedarbibai, intensiva etiléna biosintéze ir atkariga no aktivas
H,O, veido3anas. Etiléns, savukart, nodrodina askorbata peroksidazes un citu
pretoksidativa stresa fermentu génu ekspresiju, kas izsauc attiecigo fermentativo
olbaltumu sintézi de novo un paaugstina to aktivitati. Tomér, etilena regulativas
funkcijas nestresotos un stresam paklautos audos ir at3kirigas.
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