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Для сопоставления величины накопления белков теплового шока HSP (Heat Shock Proteins) с ин-
тенсивностью и длительностью температурного воздействия исследовано влияние эксперимен-
тального контролируемого выжигания, имитирующего низовой пожар слабой силы (с регистраци-
ей продолжительности и температуры огневого воздействия), на содержание HSP в хвое сосны
обыкновенной (Pinus sуlvestris L.) в насаждениях I класса возраста в лесостепной зоне Южной Си-
бири, как сразу после него, так и в краткосрочный послепожарный период (2 и 5 сут). Установлено,
что в момент контролируемого выжигания в течение 5.5–11.8 мин. на крону оказывали влияние тем-
пературы в диапазоне от 48 до 76°С. Через 30 мин. после высокотемпературного воздействия содер-
жание HSP в хвое значимо не отличалось от контрольного уровня. Наиболее высокое содержание
HSP 101 и HSP 17.6, было отмечено через 2 сут после горения. На 5-е сут содержание HSP 17.6 вер-
нулось к первоначальному уровню, содержание HSP 101 несколько снизилось по сравнению со зна-
чениями на 2-е сут. Полученные данные позволяют предположить, что в послепожарный период в
клетках хвои происходит синтез специфических HSP, возможно, обусловленный их участием в вос-
становлении поврежденных огневым воздействием тканей.
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В процессе индивидуального развития расти-
тельные организмы в естественных условиях пе-
риодически подвергаются действию различных
стрессовых факторов. В лесных биогеоценозах
существенное значение имеет пирологический
фактор, влияющий на продуктивность и устойчи-
вость насаждений (Швиденко, Щепащенко, 2013;
Kukavskaya et al., 2014; Цветков, Буряк, 2014).
Многими авторами получены данные по много-
плановому влиянию лесных пожаров на ствол и
крону деревьев, как через последующее измене-
ние условий среды, так и через непосредственное
воздействие высоких температур во время горе-
ния (Горшков и др., 2004; Varner et al., 2009; Су-
дачкова и др., 2016). При этом исследователями
отмечается как отрицательное, так и положитель-
ное действие пожара на динамику и продуктив-
ность лесных экосистем (Бузыкин и др., 1978;

Дымов и др., 2015; Иванова и др., 2017). Так, по-
жары низкой или средней интенсивности могут
приводить к увеличению прироста и диаметра
древостоя, изменению в темпах фотосинтеза, уве-
личению доступности воды и питательных эле-
ментов (Fleck et al., 1996; Верховец, 2000; Фуряев,
2008; Renninger et al., 2013).

Степень пирогенной трансформации и после-
дующее восстановление растительности зависят
от вида и характера повреждения, которые опре-
деляются длительностью и интенсивностью по-
жара. Краткосрочное действие высоких темпера-
тур при прохождении низового пожара оказывает
существенное влияние на ряд физиолого-биохи-
мических процессов и показателей растительных
организмов (Rieske, 2002; Adams, Rieske, 2003;
Креславский и др., 2007; Масягина и др., 2007;
Судачкова и др., 2015). Эти изменения вызывают
особый интерес, так как могут быть индикатора-
ми стрессового состояния. Особое место среди

1 Исследование выполнено при финансовой поддержке
РФФИ (17-34-50051).

УДК 574.24:582.475:630*43

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



196

ЛЕСОВЕДЕНИЕ  № 3  2020

ГЕТТЕ и др.

защитно-приспособительных механизмов расте-
ний к действию высоких температур занимает из-
менение экспрессии генов и рост синтеза стрес-
совых белков (Кулаева, 1997; Wang et al., 2004).
Стрессовые белки (или белки теплового шока,
heat shock proteins, HSP) синтезируются в клетках
живых организмов в ответ на различные стрессо-
вые факторы и играют ключевую роль в адаптив-
ных реакциях, обеспечивающих выживание,
адаптацию и восстановление при неблагоприят-
ных условиях (Кулаева, 1997; Timperio et al., 2008;
Al-Whaibi, 2011).

Большинство HSP действуют как внутрикле-
точные шапероны, отвечающие в оптимальных и
неблагоприятных условиях за формирование тре-
тичной конформации полипептидов, формирова-
ние четвертичных белковых комплексов, транс-
порт через мембраны и утилизацию белков. Шапе-
роны нековалентно связываются с утратившими
нативную конформацию белками и, не являясь
частью конечного продукта после его восстанов-
ления, способствуют стабилизации и репарации
структуры поврежденных белков в условиях
стресса (Wang et al., 2004). В зависимости от моле-
кулярной массы описано несколько классов этих
белков, одними из которых являются класс высо-
комолекулярных белков HSP 100 и класс низко-
молекулярных белков (small, sm) HSP (Mr от 15 до
45 кД). Защитный эффект шаперонов в клетках
растений объясняется согласованной работой
представителей нескольких классов этих белков,
когда smHSP связываются с частично поврежден-
ными белками, предотвращая их агрегацию и фор-
мируя пул субстратов для последующего восста-
новления шаперонами семейств HSP 70/HSP 100
(Smŷkal et al., 2000; Lee, Vierling, 2000; Mogk et al.,
2003). В настоящее время признано, что HSP 101
накапливается под действием теплового шока и
необходим для формирования индуцированной
термотолерантности (Queitsch et al., 2000); smHSP
обнаружены практически во всех компартментах
клетки. В хлоропластах smHSP поддерживают ак-
тивность фотосинтетического транспорта электро-
нов в условиях теплового и окислительного стрес-
сов (Downs et al., 1998; Neta-Sharir et al., 2005),
защищают термолабильную фотосистему II и,
следовательно, электронный транспорт во время
теплового воздействия (Heckathorn et al., 1998).
Таким образом, эти стрессовые белки, действуя
сообща, могут быть компонентом клеточного от-
вета на огневое воздействие.

Продолжительность и интенсивность влияния
высоких температур и вызванная ими степень
стрессового состояния деревьев могут варьиро-
вать. В условиях естественного пожара просле-
дить точечные изменения температуры в кроне
дерева и связанные с ними первичные реакции
фотосинтетического аппарата хвои достаточно
сложно. В то же время, контролируемое выжига-

ние позволяет получить характеристики темпера-
турного воздействия и проследить стрессовую
реакцию дерева как сразу, так и в период восста-
новления. Таким образом, цель исследования
заключалась в моделировании воздействия ни-
зового пожара и выявлении изменений в содер-
жании белков теплового шока в хвое сосны
обыкновенной, ранее не подвергавшейся пиро-
генному стрессу.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДИКА

Район исследования расположен в 5 км к севе-
ро-востоку от пос. Устюг Емельяновского района
Красноярского края и представляет собой уча-
сток островной лесостепи на дерново-подзоли-
стой почве с насаждением сосняка разнотравной
группы типов леса I класса возраста, сформиро-
вавшегося от материнского древостоя и ранее не
подвергавшегося воздействию пожаров. Экспе-
риментальный участок был заложен в 2017 г. для
проведения контролируемого горения методом
отжига от одной стороны участка, имитирующего
кромку низового пожара слабой силы (Курбат-
ский, 1962). Экспериментальное выжигание
проводилось 5 августа 2017 г. в 16 ч, на участке
площадью 0.04 га. Температура воздуха составля-
ла 31°С, относительная влажность воздуха – 39%,
скорость ветра – 0–1 м с–1.

Во время эксперимента оценивались высота
пламени, скорость продвижения кромки пожара,
глубина прогорания лесных горючих материалов,
характеристики упавших древесных горючих ма-
териалов. Температура конвективного потока в
кроне модельных деревьев на высоте 3 м фиксиро-
валась датчиками температуры, которые крепи-
лись на модельные деревья в том месте веток, где в
дальнейшем отбирались пробы хвои для полуко-
личественного анализа содержания HSP. Считы-
вание показания датчиков на персональный ком-
пьютер производилось через USB-интерфейс.

На экспериментальном участке проводился
сплошной учет древостоя с замером основных
таксационных показателей, определялся запас
лесных горючих материалов. Средний диаметр
стволов на высоте 1.3 м составлял 8.5 ± 3.3 м, высота
древостоя – 7.0 ± 1.3 м. Для оценки запаса горючих
материалов использовали методику Н.П. Курбат-
ского (1970). Учет запаса упавших древесных горю-
чих материалов проводили по методике пересечен-
ных линий (McRae et al., 1979). Лесотаксационные
работы, определение жизненного состояния прово-
дились в соответствии с общепринятыми рекомен-
дациями и методиками (Побединский, 1966; Кур-
батский, 1970; Сукачев, 1972; Алексеев, 1989).

Температуру конвективного потока в кроне
измеряли 4-я автономными регистраторами тем-
пературы EClerk (“РЭЛСИБ”, Россия) с разреша-
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ющей способностью в 1 с. Измеряющим элемен-
том служили хромель-алюминиевые термопары
заводского изготовления (“РЭЛСИБ”, Россия).
Также во время эксперимента с помощью тепло-
визора FLIR E5 (FLIR, США) фиксировались
комбинированные снимки объекта исследования
для полного анализа температурного профиля.

Для выявления содержания стрессовых белков
2-летнюю хвою отбирали с двух веток средней ча-
сти кроны (с разных сторон ствола) у трех экспе-
риментальных деревьев в равных пропорциях.
Таким образом, для анализа использовали объ-
единенные пробы с трех деревьев. Отбор хвои
проводили перед выжиганием (контроль), через
30 мин. и спустя 2 и 5 сут после выжигания, в трех
повторностях. Отобранная хвоя сразу фиксиро-
валась в жидком азоте, транспортировалась и хра-
нилась в кельвинаторе при температуре –80°С до
начала экстракции общего белка.

Общий белок выделяли по ранее опублико-
ванной методике (Korotaeva et al., 2012). Концен-
трацию белка определяли с помощью реактива
Брэдфорда (“Bio-Rad”, США). Перед электрофо-
резом количество наносимого белка было выров-
нено, на гель наносили по 5 мкг белка каждой
пробы. После разделения белков с помощью Na-
ДДС-электрофореза в 12%-м ПААГ и WesternBlot
в системе mini–Protean III (“BioRad”, США) про-
водили инкубирование полученных нитроцеллю-
лозных мембран в растворе антител против стрес-
совых белков HSP 101 (AS07 253, “Agrisera”, Шве-
ция) или HSP 17.6 (класс I, AS07 254, “Agrisera”,
Швеция). Антитела визуализировали с помощью
вторичных антител, конъюгированных с щелоч-
ной фосфатазой (“Sigma”, США), в присутствии
BCIP и NBT (“Gerbu”, Германия). Интенсив-
ность окрашивания белкового пятна на мембране
определяли после сканирования в цифровой фор-
мат денситометрически с помощью программы
GelAnalysis (Россия) в условных единицах, кото-
рые соответствовали числу окрашенных пикселей
на изображении. HSP в каждом образце выражали
в услов. единицах относительно контрольного об-
разца, содержание соответствующего белка в ко-
тором было принято за единицу.

Эксперименты по полуколичественному опре-
делению содержания HSP проводились минимум в
двукратной повторности для каждой обобщенной
пробы. Для статистической оценки содержания
белков и формирования статистической диаграм-
мы с помощью программы SigmaPlot 12.0 исполь-
зовали не менее трех повторностей, вычисляли ме-
диану и 25- и 75-й процентили. Значимость разли-
чий оценивали с помощью непараметрического
критерия Манна-Уитни (p < 0.05) в программе
STATISTICA 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При низовых пожарах в горении участвуют

лесные горючие материалы, масса которых соста-
вила 0.133 т га–1 и была представлена живым на-
почвенным покровом (0.009 т га–1), опадом теку-
щего года, подстилкой (0.119 т га–1), упавшими
древесными горючими атериалами (0.005 т га–1),
куда входят ветви и валеж. В данном эксперимен-
те опад отдельно не отбирался, его масса учтена в
составе подстилки.

В силу возраста и состава древостоя напочвен-
ный покров имел слабую степень разложения, в
подстилке хвоя 3–4 летней давности сохраняла
свою форму, находясь на различной стадии фер-
ментации. В подстилке на экспериментальном
участке до выжигания можно выделить два слоя,
один из которых представлен слаборазложившимся
опадом растений, а второй является слоем фермен-
тации, где опад потерял форму, структуру и частич-
но гумифицировался (Богатырев, 1990). Состав
подстилки был представлен отмершими травами и
кустарничками (0.015 т га–1), хвоей (0.014 т га–1), ко-
рой (0.001 т га–1), шишками (0.002 т га–1), остальная
часть подстилки (0.087 т га–1).

С пирологической точки зрения основной не-
разложившейся частью подстилки являлись про-
водники горения, такие как отмершие травы и ку-
старнички, хвоя, кора и шишки (Курбатский,
1970). Вместе с упавшими древесными горючими
материалами они составили 0.124 т га–1, что соот-
ветствовало 93% общего запаса горючих материа-
лов на участке.

Во время проведения экспериментального вы-
жигания горение протекало в различных фазах,
принимая ускоренную или устойчивую форму
(рис. 1). Колебания температур во время горения
связаны с периодическими возмущениями возду-
ха в зоне эксперимента, в том числе при штиле.
Интенсивное и быстрое сгорание лесных горю-
чих материалов (рис. 1а) вызвано подтоком воз-
духа и на графике имеет один пик в одной точке
кроны, с меньшей продолжительностью, но бо-
лее высокой температурой. Устойчивое горение
(рис. 1б) без ускорения движения воздуха может
сопровождаться двумя и более пиками темпера-
тур и более продолжительным воздействием тем-
пературы в одной точке кроны. Стоит отметить,
что движение воздуха (поток) к кромке пожара
над землей присутствует даже при полном штиле,
что связано с вертикальным движением горячей
воздушной массы при горении (Валендик, 1968).

Хотя сосна обыкновенная относится к группе
ксерофитов, для нее оптимум протекания физио-
логических процессов, в частности, фотосинтеза,
лежит в пределах 10–30°С в разные сезоны года
(Суворова, 2009), поэтому даже кратковременное
повышение температуры до 45–50°С в ходе низо-
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вого пожара может стать для них значимым стрес-
совым фактором.

В проведенном эксперименте скорость рас-
пространения огня и глубина прогорания под-
стилки составили 0.25 м мин–1 и 3.5 ± 0.9 см соот-
ветственно, средние температуры, превысившие
физиологический оптимум в кроне модельных де-
ревьев, составили 46 ± 7°С. Температуры выше
30°С оказывали влияние в диапазоне от 5.5 до
11.8 мин, их максимальные значения варьировали
от 48 до 76°С. Результаты, полученные в ходе это-
го эксперимента, согласуются с данными других
исследований о температурных характеристиках
пожара, полученных при контролируемых выжи-
ганиях (Валендик, Косов, 2008; Иванова и др.,
2014; Carlo et al., 2016).

Снимки, отражающие изменение конвектив-
ного потока по кроне, полученные с помощью
тепловизора FLIR E5, представлены на рис. 2.
Как видно, температура в средней части кроны
модельного дерева в момент горения может изме-
няться в пределах от 40 до 80°С, что соответствует
температурам конвективного потока, замерен-
ным автономными регистраторами температуры.

Таким образом, температура в кроне во время
низового пожара превышает максимальные зна-
чения температуры естественной среды обитания
древостоя. В ответ на эти воздействия в растении
должна развиваться стрессовая реакция, приво-
дящая к физиологическим изменениям в нем.

Одним из проявлений защитных механизмов в
фотосинтезирующих органах растений является
накопление белков теплового шока, действую-
щих как молекулярные шапероны (Валиуллина и
др., 2008; Timperio et al., 2008; Xu et al., 2011). Из
литературных источников известно, что HSP об-

Рис. 1. Кривые изменения температуры конвектив-
ного потока от кромки пожара для модельных дере-
вьев 1 (а) и 2 (б).
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наруживаются в клетках уже через 15 мин после
повышения температуры на 10–15°С от опти-
мальной (Кулаева, 1997). В наших экспериментах
образцы свежей хвои отбирались со средней ча-
сти кроны спустя 30 мин, через 2 и 5 сут после
действия огня. На рис. 3 и 4 представлены дан-
ные, характеризующие изменения в содержании
высокомолекулярного HSP 101 и низкомолеку-
лярного HSP 17.6 в послепожарной хвое по отно-
шению к контрольной.

Сведений о содержании HSP в хвое голосе-
менных крайне мало. Однако имеются данные,
что с небольшими количественными изменения-
ми HSP 101 присутствует в клетке постоянно, а
HSP 17.6 накапливается преимущественно в теп-
лое время года (Korotaeva et al., 2012). Это согласу-
ется с полученными нами результатами для кон-
трольных образцов (рис. 3, 4).

Как видно на рис. 4, через 30 мин накопление
HSP 17.6 было довольно слабым, хотя согласно
литературным данным, воздействия температу-
рами от 40 до 70°C должно быть достаточно для
накопления HSP в растительной ткани. Такое
слабое накопление может говорить либо о крат-
ковременности воздействия, недостаточной для
активации защитных механизмов на уровне бел-
кового синтеза, либо о сильных барьерных свой-

ствах наружных структур хвои. Сосна относится к
группе ксерофитов, хвоя которой имеет ксеро-
морфное строение и отличается усиленным сло-
ем наружных защитных тканей (кутикула, гипо-
дерма) (Загирова, 1999), которые хорошо предо-
храняют мезофилл от внешних воздействий. С
другой стороны, в работе Н.Е. Судачковой с со-
авт. (2015) по оценке влияния контролируемого
выжигания, и, как следствие, теплового шока на
древостой приведены экспериментальные дан-
ные о проявлении окислительного стресса в при-
камбиальной зоне деревьев. В качестве первич-
ной реакции на пирогенный стресс было отмече-
но повышение содержания пероксида водорода,
снижение содержания низкомолекулярных угле-
водов и активности большинства ферментов ан-
тиоксидантной системы. Так, авторами приво-
дятся результаты, указывающие, что содержание
Н2О2 в участках прикамбиальной зоны модель-
ных деревьев сосны с различными признаками
повреждения оказалось выше от 2 до 8 раз отно-
сительно содержания в тканях неповрежденных
деревьев через 3 ч после пожара. Такое смещение
в прооксидантно-антиоксидантном равновесии
может характеризовать одно из ключевых звеньев
начала стрессовой реакции, которое приводит к
запуску защитных механизмов, в том числе, синте-

Рис. 3. Изменение содержания HSP 101 (а) и HSP 17.6 (б) в хвое сосны обыкновенной в контрольном образце и после
искусственного выжигания. Приведено изображение типичной мембраны после визуализации антител.

(а) (б)
контроль 0.5 ч 2 сут 5 сут контроль 0.5 ч 2 сут 5 сут

Рис. 4. Денситометрическая оценка интенсивности окрашивания пятен белков HSP 101 (а) и HSP 17.6 (б) в хвое сосны
обыкновенной в контрольном образце и после искусственного выжигания. На рис. 4 звездочкой обозначено значе-
ние, которое значимо отличаются от остальных образцов при p < 0.05.
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зу специфических белков теплового шока. Таким
образом, возможно, выбранный в данной работе
интервал для отбора проб после горения (30 мин)
оказался слишком коротким, чтобы зафиксиро-
вать развитие стрессового ответа в виде накопле-
ния HSP.

Наибольший рост содержания стрессовых
белков относительно контроля отмечен в пробах,
взятых через 2 сут после воздействия. При этом
для HSP 101 медиана выборки значений содержа-
ния этого белка относительно контроля, приня-
того за 1, была на уровне 3 и значимо отличалась
от значений содержания белка через 0.5 ч и 5 сут;
для HSP 17.6 на вторые сутки она равнялась 1.5; для
обоих белков 100% значений оказались выше 1.
Подобное накопление могло быть следствием
продолжительного тления подстилающей по-
верхности. В результате происходил прогрев по-
верхностного горизонта почвы и корней, а также
живых клеток камбия, что отразилось на состоя-
нии организма в целом. В этом случае экспрессия
генов стрессовых белков может быть не результа-
том воздействия непосредственно на хвою, а
следствием изменения физиологического статуса
дерева в целом, которое берет начало от измене-
ний, происходящих в стволе и корнях. С другой
стороны, причиной позднего накопления HSP
могла быть отсроченная по времени экспрессия
генов стрессовых белков, возможно, связанная с
особенностями объекта исследования, например,
высоким содержанием защитных тканей хвои
сосны. Для выяснения причины максимального
накопления HSP не сразу, а через некоторое вре-
мя после воздействия необходимы дальнейшие
исследования.

По результатам наших экспериментов содер-
жание НSP на 5-е сут существенно не отличалось
от его содержания спустя 30 мин после выжига-
ния (для HSP 101) и от содержания в контрольном
образце (для HSP 17.6). Сокращение количества
стрессовых белков на 5-е сут связано, по-видимо-
му, с прекращением или снижением стрессового
давления. Такой результат согласуется с данными
о том, что уровень Н2О2 снижался во всех участ-
ках тканей побуревших деревьев через 5 дней по-
сле пожара (Судачкова и др., 2015). С другой сто-
роны, сохранение на 5-е сут относительного ко-
личества HSP 101 на уровне выше контрольного
может говорить в пользу сохранения стрессирую-
щего эффекта либо продолжения восстанови-
тельных процессов, для которых наличие стрес-
сового белка может быть необходимо.

Ранее (Коротаева и др., 2017) нами было про-
ведено исследование оценки содержания стрес-
совых белков в хвое сосны обыкновенной, сфор-
мировавшейся в период восстановления после
экспериментального выжигания. Проведенные
исследования выявили различия в содержании

белков теплового шока. Так, содержание стрессо-
вого белка HSP 101 в хвое с древостоя, переживше-
го пожар несколько лет назад, превышало содер-
жание белка в контрольной хвое. Однако причи-
ной такого накопления не могло быть термическое
влияние пожара на хвою, поскольку она сформи-
ровалась после огневого воздействия. Подобные
изменения отражали физиологический отклик
поврежденного древостоя в постпирогенный пе-
риод. Результаты экспериментального выжига-
ния 2017 г., изложенные в настоящей статье, опре-
деленно говорят в пользу накопления в хвое стрес-
совых белков в ответ на огневое воздействие.

Заключение. В ходе проведенного контролиру-
емого выжигания, имитирующего низовой пожар
слабой силы, установлено, что температуры, пре-
вышающие физиологический оптимум произрас-
тания сосны обыкновенной (выше 30°С), оказы-
вали в течение нескольких минут термическое
воздействие, приводящее к обгоранию кроны и
стволов деревьев, тлению лесной подстилки.
Продолжительность влияния температур с мак-
симальными значениями от 48 до 76°С составля-
ла от 5.5 до 11.8 мин, их средние значения равня-
лись 46 ± 7°С. Содержание стрессовых белков
HSP 101 и HSP 17.6 значимо не отличалось от кон-
трольного уровня через 30 мин и на 5-е сут после
выжигания и достигало максимальных значений
на 2-е сут после выжигания, при этом оно в 0.5–
3 раза превышало контрольные значения. Таким
образом, проведенное исследование впервые вы-
явило признаки стрессового состояния древостоя
в виде накопления HSP в краткосрочном после-
пожарном периоде и позволило сопоставить тем-
пературный диапазон огневого воздействия с ди-
намикой и степенью накопления стрессовых бел-
ков в хвое.

***

Выявление белков теплового шока было вы-
полнено с использованием оборудования ЦКП
“Биоаналитика” Сибирского института физиоло-
гии и биохимии растений СО РАН (г. Иркутск).
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An Effect of the Controlled Burnout on the Content of Stress Proteins 
in Scots Pine Needles in the Conditions of Krasnoyarsk Forest Steppe
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To compare the accumulation of heat shock proteins HSP (Heat Shock Proteins) with the intensity and du-
ration of the temperature exposure, was studied the effect of experimental controlled burnout, simulating a
low-level fire of low strength (while also recording the duration and temperature of the fire exposure), on the
content of HSP in Scots pine needles (Pinus sulvestris L.) in stands of the I age group in the forest steppe zone
of the Southern Siberia, both immediately after it and in the short-term post-fire period (2 and 5 days). It was
discovered that at the time of controlled burnout equal 5.5–11.8 minutes. the crown was influenced by tem-
perature in the range from 48 to 76°C. After 30 minutes after high-temperature exposure, the HSP content in
the needles did not significantly differ from the control level. The highest content of HSP 101 and HSP 17.6,
was found 2 days after burning. On the 5th day, the content of HSP 17.6 returned to its original level, the con-
tent of HSP 101 decreased slightly compared to the values on the 2nd day. The data obtained suggest that in
the post-fire period, specific HSPs are synthesized in the needles cells, possibly due to their participation in
repairing the tissues damaged by the fire.

Keywords: controlled burnout, heat shock proteins, Scots pine, heat stress. 
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