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ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ОКСИДАЗ НА ОТНОШЕНИЯ
МЕЖДУ РАСТЕНИЕМ-ХОЗЯИНОМ И ПАРАЗИТОМ

В СИСТЕМЕ КАРТОФЕЛЬ—КАРТОФЕЛЬНАЯ НЕМАТОДА

Взаимодействия между растением-хозяином, патогеном и средой
(т. н. треугольник болезни) определяют течение инфекционного про-
цесса. С концепцией треугольника болезни связана концепция эквива-
лентности действия изменений всех компонентов этой системы (ван дер
Планк, 1972). На основе принципа гомеостаза, изменения в любом из
этих компонентов непременно приводят к изменению характера отно-
шений между хозяином и паразитом. Влияние факторов внешней среды
по общепринятому мнению объясняется действием этих факторов на
т. н. горизонтальную устойчивость растений, которой утравляют не спе-
циальные гены устойчивости, а гены, регулирующие обычные метабо-
лические процессы в растениях (Щербаков, 1972). Результаты прове-
денных исследований показывают, что при помощи различных экзоген-
ных воздействий можно в широких пределах изменять характер
отношений между растением-хозяином и фитопаразитическими нема-
тодами, вызывая как подавление (Bird, .1960; Bird, McGuire, 1966;
McClure, Viglierchio, 1966), так и стимуляцию (Webster, Lowe, 1965;
Webster, 1967; Dropkin и др., 1969; Рийопере, Рийспере, 1974) развития
паразита. Следовательно, использование экзогенных факторов откры-
вает дополнительные возможности для выяснения различных общих
вопросов иммунитета растений, а также для выработки новых методов
борьбы против фитонематод.

В литературе часто встречается предположение об определяющей
роли оксидазных ферментов в обеспечении устойчивости растений
к различным фитопаразитам (Farkas, Kiraly, 1962; Tomiyama, 1963;
Рубин, Арциховская, 1968; Метлицкий, Озерецковская, 1968). Поэтому
наше исследование и посвящено изучению влияния ингибиторов окси-
дазных ферментов на развитие картофельной нематоды.

Материал и методика

Опыты проводились с двумя сортами картофеля (Solanum tuberosum L.). Сорт
’Спекула’ является устойчивым к патотипу А картофельной нематоды (Heterodera
rostochiensis Woll.) , а сорт ’Сулев’ восприимчивым к нему. Растения выращивались
в вегетационном домике в песчаной культуре на питательной среде Роббинса, разбав-
ленной в два раза. Личинками картофельной нематоды (тысяча личинок на одно рас-
тение) заражались 15—19-дневные растения. Через 4 —5 дней, в течение которых личинки
должны были попасть в корни, растения обрабатывались ингибиторами. В основных
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опытах использовались ингибиторы о-дифенолоксидазы и пероксидазы диэтилдитио-
карбамат натрия (ДЭДТК) в концентрациях 2-10 -3 Ми 5• 10-3 М и гидроксилами«
солянокислый (ГА) в концентрациях 1 -10—3 М и 2-Ю -3 М. Ингибиторы в соответству-
ющих концентрациях добавлялись к питательной среде, и этой смесью растения обра-
батывались в течение 4—5 дней по 5 ч в сутки. Через каждый день растворы инги-
биторов заменяли новыми, так как ДЭДТК в кислом растворе является неустойчивым.

Активность оксидазных ферментов картофеля определялась в последний день дей-
ствия ингибиторов. После этого растворы ингибиторов заменяли чистым питательным
раствором и нематологический анализ проводили через 18—21 день после заражения
в восьмикратной повторности. Репродуктивная способность картофельной нематоды
определялась путем учета общего количества всех стадий развития нематоды по ранее
описанной методике (Хаберман, 1972).

Активность о-дифенолоксидазы и пероксидазы измерялась колориметрически
(Ponting, Joslyn, 1948). Электрофорез белков проводили по методу Дэвиса (Davis,
1964) с использованием аппаратуры и реактивов фирмы «Реанал» (Венгрия). Мето-
дика приготовления ферментных экстрактов, определения активности оксидаз и про-
ведения электрофореза белков идентична методике, описанной Э. Хаберманом (1972).
Количество растворимого белка в экстракте определялось по Лоури (Lowry и др.,
1951).

Результаты экспериментов обрабатывались статистически с использованием
/-теста Стьюдента и дисперсионного анализа.

Результаты

Действие ингибиторов на рост картофеля. Нашей целью было вы-
брать такие концентрации ингибиторов, которые не ухудшали бы
состояние растения-хозяина, и в то же время подавляли бы активность
пероксидазы и о-дифенолоксидазы. При сильном повреждении расте-
ний наблюдаются побочные явления, мешающие интерпретации ре-
зультатов. Исходя из этих соображений, оба ингибитора использова-
лись в двух концентрациях. Результаты дисперсионного анализа пока-
зали, что слабые концентрации ингибиторов (2-10-3 М ДЭДТК и
1-10-3Д4 ГА) не уменьшают роста корней обоих сортов картофеля и
не вызывают других видимых глазом повреждений. Более высокие кон-
центрации ингибиторов, однако, тормозили рост как корней, так и
надземных частей картофеля. При этом устойчивые растения оказались
более чувствительными к действию ингибиторов по сравнению с вос-
приимчивыми растениями (рис. 1). ГА в концентрации 2ПО-3 М умень-
шал рост корней растений устойчивого сорта в среднем на 50%, а рост
корней растений восприимчивого сорта на 41%. Под действием
5-10“3 М ДЭДТК рост корней у растений устойчивого сорта умень-
шался на 60%, а у восприимчивого сорта практически не изменялся.
Аналогичные сведения получены при сравнении общего веса надземных
частей растений. Под влиянием 2• 10—3 М ГА вес надземных частей
устойчивых растений понижался на 60%, восприимчивых растений
на 35%, а под влиянием 5-10~3 М ДЭДТК соответственно на 77 и 25%.

Активность ферментов в обработанных ингибиторами растениях.
Результаты исследований показывают, что о-дифенолоксидаза и пер-
оксидаза корней ка!ртофеля реагировали на ингибиторы по-разному.
о-Дифенолоксидаза (КФ. 1.10.3.1) оказалась намного чувствительней
к влиянию ингибиторов по сравнению с пероксидазой (табл. 1). Оба
использованных ингибитора значительно подавляли активность о-дифе-
нолоксидазы. Под влиянием 2-10~3 М ДЭДТК активность ее в корнях
устойчивого сорта уменьшалась в среднем на 35%, а в корнях воспри-
имчивого сорта на 64%. 5• 10-3 М концентрация оказывала более
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Рис. 1. Влияние ингибиторов на рост картофеля. Точками отмечен вес растений (г).
А ’Сулев’, Б ’Спекула’.

сильное воздействие, уменьшая активность фермента в обоих сортах
на 75%. ГА в концентрации 1 • 10—3 М ингибировал активность о-дифе-
нолоксидазы в устойчивом сорте на 23%, в восприимчивом на 43%,
а в концентрации 2-10-3 М соответственно на 25 и 47%. Следовательно,
на активность о-дифенолоксидазы восприимчивого сорта ингибиторы
влияли несколько сильнее, чем на активность фермента устойчивого
сорта.

Активность пероксидазы (КФ 1.11.1.7.) ингибиторы в использован-
ных концентрациях не подавляли. Активность этого фермента не умень-
шалась даже в таких растениях, которые заметно отставали в росте
и явно пострадали от действия высоких концентраций ингибиторов
(табл. 1). По данным литературы, ГА является ингибитором перокси-
дазы (Рубин, Ладыгина, 1974). Такое противоречие может быть осно-
вано на обстоятельстве, что обычно действие ингибиторов испыты-
вают на изолированных тканях или отрезках органов, а в настоящем
исследовании влияние ингибиторов изучалось на фоне целого растения.
Во всяком случае влияние ГА на пероксидазу отсутствует не потому,
что данный ингибитор не может проникнуть в растение, поскольку
активность о-дифенолоксидазы под действием этого ингибитора умень-
шается.

Кроме того, в опытах с водяной культурой установлено, что в таких
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Рис. 2. Изоэнзимнын состав пероксидазы корней картофеля в обработанных
ингибиторами растениях.
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Рис. 3. Протеииограммы растворимого белка корней картофеля в обра-
ботанных ингибиторами растениях.

условиях активность пероксидазы подавляется как ГА, так и ДЭДТК.
При этом в некоторых опытах наблюдалось сильное повреждение рас-
тений до полного их увядания. Но, как отмечено выше, это не соответ-
ствует предъявленному нами требованию, которое заключается в том,
что ингибиторы должны подавлять активность оксидаз, а не ухудшать
состояние растений.

Доказательством проникновения ингибиторов в ткани являются
также изменения в изоферментном составе пероксидазы корней карто-
феля. В обработанных ГА растениях восприимчивого сорта терялась
зона с относительной электрофоретической подвижностью (ОЭП) 0,48,
а в растениях устойчивого сорта зона с ОЭП 0,45. Под действием
ДЭДТК в устойчивых растениях появился новый быстродвижущийся
изофермент пероксидазы с ОЭП 0,75 и исчезла зона с ОЭП 0,45. В изо-
ферментном спектре пероксидазы восприимчивого сорта этот ингиби-
тор качественных изменений не вызывал (рис. 2). Исчезновение неко-
торых зон указывает на то, что отдельные изоферменты обладают
различной чувствительностью к действию ингибиторов. Новые изо-
ферменты могут возникать благодаря разложению агрегированного
фермента на отдельные субъединицы, как это происходит, например,
под влиянием некоторых денатурирующих веществ (Томкинс, Йилдинг,
1964). Большая подвижность изофермента, возникающего в наших опы-
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тах под влиянием ДЗДТК, указывает на относительно маленький моле-
кулярный вес его.

Изоферментный состав пероксидазы и о-дифенолоксидазы корней
картофеля совпадал, по данным многих авторов, это широко распро-
страненное явление (Janssen, 1970; Hussey, Krusberg, 1971; Ладыгина
и др., 1970), причины которого пока не известны. Изменения, вызван-
ные ингибиторами в изоферментном составе о-дифенолоксидазы, в об-
щих чертах оказались аналогичными изменениями, имеющим место
в изоферментном спектре пероксидазы.

В корнях растений картофеля, обработанных ингибиторами, несколь-
ко снижалось содержание растворимого белка, особенно под влиянием
высоких их доз (табл. 1). Это может быть вызвано замедлением роста
растений, поскольку известно, что белками богаты молодые, быстро-
растущие ткани. Ингибиторы вызывали изменения и в составе раство-
римого белка корней картофеля, выражающиеся главным образом в
появлении новых зон белка на протеинограммах (рис. 3). Существен-
ные качественные изменения выявлялись лишь под действием высоких
доз ингибиторов в устойчивых растениях при 5 -10—3 М ДЭДТК и
в восприимчивых растениях при 2ЛO~3 ;М ГА. Появление новых зон
белка на протеинограммах можно объяснить разложением белка
в результате повреждения тканей высокими дозами ингибиторов.

Влияние ингибиторов на развитие картофельной нематоды. ДЭДТК
и ГА значительно подавляли развитие картофельной нематоды в вос-
приимчивом и в устойчивом сортах картофеля. В восприимчивом сорте
наблюдалось существенное уменьшение количества самок (личинки
IV стадии, молодые самки и цисты вместе). В контрольных растениях,
не обработанных ингибиторами, самки составляли 22% от общего коли-
чества нематод, в варианте, обработанном 2-10~3 М ДЭДТК, 13%
•и в Iварианте, обработан-
ном 5-10- 3 М ДЭДТК,
9%. В контрольных расте-
ниях опыта с ГА самки со-
ставляли 37% от общего
количества нематод, в рас-
тениях, обработанных
Ы0-3 М ГА, 28%, а в
растениях, обработанных
2- IO“ 3 М ГА, только 6%.
Следует отметить, что
ДЭДТКдне уменьшал, а на-
против, даже увеличивал
количество молодых самок
и самок, достигших IV ста-
дии развития (табл -2), од-
нако почти половина из них
были полупрозрачными и,
очевидно, не имели полно-
ценного содержания. Боль-
шинство самок в обработан-
ных ингибиторами расте-
ниях не было способным
развиваться до стадии цис-
ты. Слабые концентрации
ингибиторов уменьшали
продукцию цист на 60—

Рис. 4. Влияние ингибиторов .на развитие карто-фельной нематоды в восприимчивом сорте карто-
феля. А И личиночная стадия развития, Б
самцы (IV стадия +преадульты + адульты), В

самки (IV стадия +молодые +цисты).
1 'контроль (для ДЭДТК), 2 2ДO~ 3 М

ДЭДТК, 3 - 5 ДО- 3 М ДЭДТК, 4 - контроль
(для ГА), 5 МО“3 М ГА, 6 2ДO- 3 М ГА.
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70%. Под действием больших доз ингибиторов образовывались только
единичные цисты.

Самцы оказались к действию ингибиторов несколько менее чувстви-
тельными, чем самки. Низкие концентрации ингибиторов общего коли-
чества самцов (личинки IV стадии, преадульты и адульты вместе)
не уменьшали (рис. 4). Но тем не менее число половозрелых самцов
в обработанных ингибиторами растениях значительно уменьшалось
(табл. 2). В растениях, подвергавшихся действию высоких доз инги-
биторов, мужских адультов почти не образовалось. Одновременно уве-
личивалось количество особей, которые расходовали запасы энергии
и оставались на первой стадии развития без прохождения дальнейших
(табл. 2; рис. 4).

В результате сильного подавления образования самок в обработан-
ных ингибиторами растениях заметно увеличивалось соотношение меж-
ду самцами и самками под влиянием больших доз ингибиторов
более чем в 2 раза. Так, в контрольных растениях опыта с ДЭДТК
соотношение между самцами и самками было 2,46, в обработанных
2-10-3 М ДЭДТК растениях 4,23 и в обработанных 5-Ю~3 М ДЭДТК
растениях 5,00. В опыте с ГА соотношение между самцами и сам-
ками в контрольных растениях равнялось 1,35, в растениях, обработан-
ных МО-3 М ГА, 2,14 и в растениях, обработанных 2■ 10-3 М ГА,
3,33.

Результаты, полученные в опытах с устойчивыми растениями, под-
твердили изложенные данные. Нематологический анализ показал, что
и в сорте ’Спекула’ оба ингибитора тормозили образование конечных
стадий развития самцов (табл. 2). Также как и в восприимчивых рас-
тениях, увеличивалось процентное содержание особей, остающихся на
II личиночной стадии развития.

Обсуждение
■ ■ i

Результаты наших опытов показали, что ингибиторы оксидаз в зна-
чительной степени подавляли развитие картофельной нематоды в кор-
нях картофеля. Вследствие этого подавления в восприимчивых расте-
ниях увеличивается соотношение между самцами и самками. Такое
явление считают верным показателем ухудшения условий существова-
ния нематод. Раньше предполагалось, что увеличение соотношения
полов происходит за счет большей смертности самок в неблагоприятных
условиях (Sembdner, 1962, 1963; Steiler, 1971), а в настоящее время
более высокая смертность самок признана недостоверной. И хотя точ-
ный биохимический механизм, определяющий направление разви-
тия личинок, не известен, выяснено, что оно управляется генетически
регулируемой гормональной системой, которая легко видоизменяется
в результате вмешательства различных факторов среды (Trian-
taphyllou, Hirschmann, 1973). Установлено, что развитие личинок в сто-
рону возникновения самцов происходит в результате недостаточного
количества пищи, а также изменения в качественном составе
питательных веществ (McClure, Viglierchio, 1966; Kerstan, 1969; Ross,
Trudgill, 1969; Triantaphyllou, 1973). Самки нуждаются в большем коли-
честве (и возможно, другого состава) пищи и в большей системе ги-
гантских клеток по сравнению с самцами (Trudgill, 1967; Trudgill,
Parrott, 1969). Поэтому можно предположить, что использованные
ингибиторы, уменьшая активность оксидаз и изменяя характер ката-
лизируемых ими реакций, оказывают отрицательное влияние на
образование синцитий, возможно, путем изменения ИУК-оксидазных
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свойств пероксидазы. Известно, что наряду с оксидазой индолил-
уксусной кислоты (ИУК) пероксидаза также обладает способностью
к разложению ИУК (Galston и др., 1953; Pilet и др., 1970). И хотя
непосредственные экспериментальные доказательства еще отсутствуют,
распространено мнение, что возникновение гигантских клеток базиру-
ется на накоплении ростовых веществ (Krusberg, 1963). Известно', что
различные ростовые вещества способствуют развитию галловых и
цистообразующих нематод (Krusberg, Blickenstaff, 1964; Webster, Lowe,
1965; Kochba, Samish, 1971).

Результаты опытов, проведенных с ингибиторами оксидаз, под-
тверждают предположение, высказанное в наших более ранних работах,
о том, что активность оксидаз не может быть единственным и решаю-
щим фактором, определяющим устойчивость картофеля к картофель-
ной нематоде. Если бы увеличение активности оксидаз служило базой
устойчивости, ингибирование активности о-дифен ол океидазы и перокси-
дазы при помощи ферментативных ядов способствовало бы раз-
витию картофельной нематоды, но этого не происходило. Незначи-
тельное повышение активности оксидаз при низкой зараженности
(табл. 1,2) по сравнению с многократным увеличением активности
этих ферментов при высокой зараженности (Хаберман, 1972) говорит
о том, что увеличение активности оксидаз в зараженных растениях,
вероятно, является ответом на песпецифическое паразитарное, а не
на патогенное влияние картофельной нематоды (Hollis, 4963).
Поэтому кажется вероятным, что корреляция между уменьшением ак-
тивности оксидаз картофеля и изменением их свойств, с одной стороны,
и подавлением развития картофельной нематоды, с другой, базируется
на обстоятельстве, что малейшие изменения в обмене веществ
растения-хозяина значительно препятствуют питанию и развитию пара-
зита. Обмены веществ высокоспециализированного паразита и его
хозяина в процессе эволюции приспособлены друг к другу, как стерео-
тип к матрице, сущность иммунитета растений заключается в био-
логической несовместимости хозяина и паразита (Дунин, 1963).
Чтобы паразит мог в растении успешно развиваться, требуется влия-
ние со стороны паразита, проявляющееся главным образом в выделе-
нии секретов, а также определенная ответная реакция растения-хозяи-
на в данном случае образование системы гигантских клеток. Веро-
ятно, происходящие в таких клетках изменения (накопление белка,
нуклеиновых кислот, ростовых веществ и т. д.) необходимы нематодам
для поддержания нормальной жизнедеятельности. Облигатный пара-
зитизм сам по себе является доказательством недостаточной
синтетической способности, что справедливо и в отношении фитонема-
тод (Balasubramanian, Myers, 1971; Myers, Balasubramanian, 1973). Ин-
гибиторы метаболизма изменяют обмен веществ растения-хозяина и,
очевидно, также характер ответной реакции, что создает неблагоприят-
ные условия для развития паразита. Известно даже, что чем
теснее становится связь патогена с хозяином, тем сильнее будет первый
испытывать действие изменений обычных процессов, происходящих
в хозяине (ван дер Планк, 1972). Это открывает некоторые перспек-
тивы в борьбе с фитонематодами при помощи факторов, изменяющих
нормальное метаболическое состояние растения-хозяина,
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Evi PADU

OKSÜDAASIDE I N НIВI ITORITЕ TOIME PEREMEESTAIME JA PARASIIDI
SUHTELE SÜSTEEMIS KARTUL KARTULI-KIDUUSS

Resümee
Katsetest ilmnes, et o-difenooloksüdaasi ja peroksüdaasi inhibiitorid naatriumdietüül-

ditiokarbamaat (2-lQ- 3 M ja 5-10~ 3 M) ning hüdroksüülamiinhüdrokloriid (M- 3 M ja2- 10~3 M) pidurdasid kartuli-kiduussi arengut nii sustseptiilses kui ka resistentses kartuli-
sordis. Sustseptiilsetes taimedes vähenes tunduvalt tsüstistaadiumini arenenud emasisenditearv, üle kahe korra suurenes isas- ja emasisendite suhe. Isased osutusid inhibiitorite
toime suhtes vähem tundlikeks, kuid adultide ja preadultide arv inhibiitoritega töödeldudtaimedes vähenes samuti tugevasti. Isas- ja emasisendite arvu vähenemine oli korre-
latsioonis II staadiumi vastsete arvu suurenemisega.

Inhibiitorid vähendasid o-difenooloksüdaasi aktiivsust mõlemas kartulisordis ja põh-justasid muutusi peroksüdaasi isoensüümses koostises: osa isoensüüme kadus ja tekkis
üks uus isoensüüm. Inhibiitoritega töödeldud taimedes vähenes lahustuva valgu sisaldus.Analüüsitakse inhibiitorite mõjul kartulitaimede ainevahetuses tekkivate muutustetähtsust parasiidi arengu pidurdajana.

Eesti NSV Teaduste Akadeemia Toimetusse saabunud
Zooloogia ja Botaanika Instituut \ щ 1976
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Evi PADU

DIE BEEINFLUSSUNG DER WIRT-PARASIT BEZIEHUNGEN DURCH DIE
INHIBITOREN DER OXYDASEN IM SYSTEM DIE KARTOFFEL

DER KARTOFFELNEMATODE
Zusammenfassung

Die Inhibitoren der o-Diphenoloxydase und Peroxydase Natriumdiäthylditiocarbaminat
(2-10~ 3 M und 5-10~3 M) und Hydroxylaminhydrochlorid (1-10~ 3 M und 2-10~3 M)
hemmten die Entwicklung des Kartoffelnematoden sowohl in der resistenten als auch in
der anfälligen Kartoffelsorte. In den anfälligen Pflanzen verminderte sich die Zahl der
das Zystenstadium erreichenden Weibchen wesentlich und die Höhe des Geschlechter-
verhältnisses (Männchen/Weibchen) verdoppelte sich. Die Männchen waren zwar minder
empfindlich, aber die Zahl der Individuen ihrer späteren Entwicklungsstadien in den
mit Inhibitoren bearbeiteten Pflanzen hatte stark abgenommen. Die Abnahme der Menge
beider Geschlechter korrelierte mit der Zunahme des Anteils der Larven zweiten Stadiums.

Die Inhibitoren verminderten die Aktivität der o-Diphenoloxydase in beiden Kartoffel-
sorten und verursachten Veränderungen in dem isoenzymisc'hen Bestand der Peroxydase.
Es verschwanden dabei einige Isoenzyme und es wurde ein neues Isoenzym beobachtet.
In den mit Hemmstoffen bearbeiteten Pflanzen verminderte sich der Gehalt des löslichen
Eiweißes.

Es wird die Bedeutung der Veränderungen des Metabolismus der mit Inhibitoren
bearbeiteten Kartoffelpflanzen für die Entwicklungshemmung der Kartoffelnematoden
analysiert.

Institut für Zoologie und Botanik Eingegangen
der Akademie der Wissenschaften am 1. März 1976
der Estnischen SSR
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