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Регуляция покоя, роста и устойчивости клубней
картофеля к патогенам имеет важное практическое
значение для развития современного картофелевод�
ства. Состояние покоя тесно связано с устойчиво�
стью к поражению фитопатогенными микроорга�
низмами: покоящиеся клубни более устойчивы, чем
прорастающие. Клубни, полученные от больных
растений либо зараженные при хранении, подвер�
жены преждевременному прорастанию, что приво�
дит к потере семенного материала и ухудшению ка�
чества продовольственного картофеля [1]. В то же
время искусственная стимуляция прорастания се�
менного картофеля при подготовке посадочного ма�
териала способствует получению раннего урожая,
что снижает угрозу поражения фитофторой. Позна�
ние молекулярных механизмов, контролирующих
эти процессы, позволит целенаправленно изменять
продолжительность состояния покоя и повышать
устойчивость растений картофеля к патогенам и
другим неблагоприятным факторам. 

Фитогормон СК контролирует ответ растения на
биотические и абиотические стрессы (заражение па�
тогенными микроорганизмами, солевой, темпера�
турный, световой стрессы) [2–4]. Кроме того, СК
участвует в регуляции ряда физиологических про�
цессов: прорастание семян, рост сеянцев, цветение,
старение [ 2, 5, 6]. 

В настоящее время накоплен обширный экспе�
риментальный материал о механизмах действия СК
на экспрессию защитных генов при индукции устой�
чивости растений к заражению патогенами [2]. На�
чальные этапы передачи сигнала СК – влияние этого
соединения на функционирование цитоплазматиче�
ской мембраны клетки значительно меньше привле�
кали внимание исследователей. Остаются также не�

достаточно изученными пути реализации сигнала
СК при регуляции различных физиологических
процессов у растений.

По современным представлениям, передача
внешнего сигнала в растительную клетку обусловле�
на изменением функциональной активности ком�
понентов цитоплазматической мембраны [7–9].
Мембраносвязанная Н+�АТФаза (КФ 3.6.1.3) гене�
рирует на плазмалемме трансмембранный электро�
химический градиент Н+, от величины которого за�
висит активность ионных каналов, пассивная диф�
фузия и активный транспорт низкомолекулярных
метаболитов [10]. Этот фермент участвует в регуля�
ции многих функций растительной клетки и может
рассматриваться, как одно из звеньев в цепи переда�
чи внешних сигналов, контролирующих клеточный
метаболизм. Показано, что активность протонтранс�
лоцирующей АТФазы плазмалеммы растительной
клетки изменяется под влиянием ряда сигнальных
молекул (элиситоров защитных реакций, бактериаль�
ных и грибных токсинов, фитогормонов), различаю�
щихся по химической структуре, происхождению и
действию на растение [7–10]. К числу таких со�
единений относится фитогормон ЖК, участвую�
щий в регуляции состояния покоя и устойчивости
растений [2, 3]. Установлено взаимодействие ЖК и
СК в индукции защитных реакций у растений карто�
феля [12, 13], механизмы этого явления остаются не�
изученными. 

Цель работы – оценка действия СК на прораста�
ние клубней картофеля, активность Н+�АТФазы ци�
топлазматической мембраны клеток клубня и взаи�
модействия СК и ЖК при регуляции протонтрасло�
цирующей активности плазмалеммы.
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МЕТОДИКА

Объект исследования. В опытах использовали
клубни картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Нев�
ский, находящиеся на начальной стадии прорастания,
хранившиеся в темноте при +4°С. 

Оценка действия СК на прорастание клубней. Клуб�
ни опрыскивали растворами СК (10–5–10–10 М). Ис�
ходный раствор 10–3 М СК, приготовленный на ди�
стиллированной воде, содержал 0.125% этанола.
Контрольные клубни обрабатывали дистиллиро�
ванной водой с аналогичным содержанием этанола.
Для каждого варианта использовали 30 клубней.
После обработки клубни помещали во влажные ка�
меры при оптимальных условиях для прорастания
(20°C, темнота). Через 7 сут из опытных и контроль�
ных клубней извлекали проросшие “глазки” и взве�
шивали их вместе с образовавшимися боковыми
корнями. Вес проростков пересчитывали на 1 клу�
бень. Опыты проводили в 3�кратной повторности. 

Выделение фракции, обогащенной ВП. Выделение
проводили из паренхимных тканей клубней описан�
ным ранее методом с помощью дифференциального
центрифугирования и очистки микросомальной
фракции распределением в двухфазной системе
ПЭГ 3350–декстран Т�500 [14].

Измерение скорости накопления Н+ в ВП. На�
копление и выход Н+ оценивали по начальной ско�
рости изменения интенсивности флуоресценции
акридинового оранжевого (АО), как описано ранее
[14]. Основная инкубационная среда содержала
(мМ): сахароза – 150; трис�морфолиноэтансульфо�
новая кислота (MEС) – 10; MgSO4 – 3; этиленгли�
коль�бис�(аминоэтиловый эфир) N,N,N,N'�тетра�
уксусной кислоты (ЭГТА) – 1; KNO3 – 50; КСl – 50;
АО – 10 и препарат ВП (конечная концентрация
50 мкг белка/мл), pH 6.5. Реакцию начинали добав�
лением ATФ до конечной концентрации 1 мM. В
зависимости от варианта опыта в инкубационную
среду вместе или по отдельности добавляли СК
(10–5–10–12 М) и ЖК (10–8 М). Объем среды инкуба�
ции – 1 мл. Накопление протонов в ВП рассчиты�
вали как [(F0 – F)/F0]/мин/мг белка, где F0 и F –

флуоресценция АО в инкубационной среде до и после
начала реакции соответственно. При оценке действия
СК и СК + ЖК на начальную скорость АТФ�зависи�
мого накопления протонов в ВП контролем служила
величина [(F0 – F)/F0]/мин/мг белка = 1.4, получен�
ная при отсутствии фитогормонов в среде инкуба�
ции. В присутствии 10–8 М ЖК эта величина воз�
растала до 2.

Измерение скорости пассивной утечки протонов. В
инкубационную смесь через 10 мин после начала ре�
акции вводили дициклогексилкарбодиимид (ДЦКД)
до конечной концентрации 200 мкМ и регистриро�
вали кинетику возрастания флуоресценции АО. При
определении влияния СК и ЖК на пассивный вы�
ход протонов совместно с ДЦКД добавляли СК и
ЖК в соответствующей концентрации. В контроль�
ных опытах в инкубационную смесь вместо раство�
ров ATФ, ДЦКД, СК и ЖК вносили равный объем
буферного раствора. Контролем служила величина
1.1, полученная при отсутствии фитогормонов в сре�
де инкубации. ЖК не влияла на выход Н+ из ВП. 

Флуоресценцию АО измеряли на спектрофлуо�
рофотометре RF �5301PC (“Shimadzu” Япония). Бе�
лок определяли по методу Брэдфорд. 

Опыты по измерению скорости накопления и
пассивной утечки Н+ проводили в 5 биологических
повторностях. В таблице и на рисунках приведены
средние арифметические величины и их стандарт�
ные отклонения. 

Реактивы. Использовали АО, БСА, дитиотрей�
тол, MEС, трис, тетракаин, ЭГTA, фенилметилсуль�
фонилфлуорид, СК и ЖК – “Sigma”, США; ATФ,
ДЦКД – “Serva”, Германия; ПЭГ�3350 и декстран
Т�500 – “Pharmacia”, Швеция. Остальные реактивы
отечественного производства, квалификации х.ч. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Действие СК на прорастание клубней. Обработка
клубней, находящихся на начальной стадии прорас�
тания, СК в концентрациях 10–5–10–10 М показала,
что препарат в низких концентрациях стимулировал
рост “глазка” и образование на нем боковых корней.
Максимальный стимулирующий эффект обнару�
жен при концентрации СК 10–10 М. Применение бо�
лее высоких концентраций СК приводило к сниже�
нию величины стимулирующего действия, замедле�
нию роста апексов и подавлению образования
боковых корней (таблица). Известно, что начальные
этапы прорастания апикальной меристемы клубней
картофеля связаны с процессами растяжения цен�
тральной стержневой меристемы клеток точек роста
[15, 16] , тогда как боковые корни являются продук�
том деятельности периферической меристемы, ко�
торая митотически более активна, чем центральная
зона апексов [17]. Это обстоятельство может свиде�
тельствовать о регуляции СК процессов деления и
растяжения клеток меристем апексов клубней кар�

Влияние СК на прорастание клубней картофеля

Концентрация 
СК, М

Вес проростков, 
мг/клубень 

Число клубней 
с боковыми 

корнями, шт.

0 (контроль) 863 ± 22 18 ± 1.1

10–5 535 ± 18 13 ± 0.9

10–6 648 ± 21 15 ± 0.6

10–7 784 ± 27 17 ± 0.7

10–8 1045 ± 32 22 ± 1.3

10–9 1234 ± 35 24 ± 1.2

10–10 1584 ± 33 28 ± 1.4
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тофеля. Влияние СК на митотическую активность
отмечалось ранее для клеток корней проростков
пшеницы и гороха [18].

Установлено, что ингибирование прорастания
клубней картофеля связано с действием абсцизовой
кислоты (АБК), синтез которой может стимулиро�
ваться при введении в ткани клубней дополнитель�
ных количеств этилена [16]. Показана также стиму�
ляция образования этилена в клетках клубней кар�
тофеля, обработанных СК в концентрации 90 мкМ
[19]. Кажется весьма вероятным, что обнаруженный
в наших экспериментах ростингибирующий эффект
10–5–10–7 М СК связан с этилен�индуцированным
повышением содержания АБК в тканях клубня. 

Характеристика полученного препарата мембран.
Ранее было показано, что использованный нами ме�
тод позволяет выделить фракцию мембран, состоя�
щую в основном из ВП, с незначительной примесью
везикул тонопласта и содержит не менее 30% инвер�
тированных ВП. Введение в инкубационную среду
50 мМ КNO3 полностью подавляло активность нит�
ратчувствительной АТФазы тонопласта [14]. Таким
образом, выделенный препарат может быть исполь�
зован для оценки активности Н+�АТФазы плазма�
леммы. Установлено также, что наблюдавшееся в
опытах падение интенсивности флуоресценции АО
при добавлении АТФ в инкубационную смесь отра�
жает АТФ�индуцированное закисление внутренней
полости мембранных везикул [14].

Действие СК на транспорт Н+ через везикулярную
мембрану. Введение СК в основную инкубационную

смесь изменяло начальную скорость тушения флуо�
ресценции АО; характер действия определялся кон�
центрацией фитогормона. В концентрациях 10–10 и
10–9 М СК увеличивала начальную скорость накоп�
ления протона в ВП; повышение концентрации СК
до 10–8–10–5 М вызывало прогрессирующее сниже�
ние протонтранслоцирующей активности (рис. 1а). 

Накопление Н+ в ВП зависит как от поступления
в везикулы за счет функционирования Н+�АТФазы,
так и от пассивной утечки из везикул по градиенту
концентрации. Подавление активности Н+�АТФазы
путем добавления ДЦКД в инкубационную смесь
при сформировавшемся градиенте Н+ на мембране
ВП (через 10 мин после начала реакции) позволяет
оценить скорость пассивного выхода Н+ из ВП. Со�
поставление кинетики возрастания интенсивности
флуоресценции АО в присутствии и отсутствие СК в
инкубационной смеси обнаружило некоторое по�
вышение скорости выхода Н+ из ВП при добавле�
нии 10–5 и 10–6 М СК (рис. 2а). Очевидно, значитель�
ное подавление накопления Н+ в ВП повышенными
концентрациями СК связано отчасти со стимуляци�
ей выхода протона из везикул. 

В отсутствие АТФ либо Mg+2 в среде инкубации
не наблюдалось стимуляции СК (10–10 и 10–9 М) по�
ступления протонов в ВП и уменьшалась величина
ингибирующего действия более высоких концен�
траций СК. Наиболее вероятным объяснением по�
лученных результатов кажется влияние этого со�
единения на активность протонтранслоцирующей
АТФазы; в высоких концентрациях СК может вы�
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Рис. 1. Действие СК (а) и СК + ЖК (10–8 М) (б) на на�
чальную скорость АТФ�зависимого накопления Н+ в
ВП из клубней картофеля, % от контроля. 
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Рис. 2. Действие СК (а) и СК + ЖК (10–8 М) (б) на на�
чальную скорость пассивного выхода Н+ из ВП, % от
контроля. 
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полнять функции протонофора. СК вызывала дис�
сипацию протонного градиента на плазмалемме
клеток корней проростков пшеницы [18]. Авторы
предполагают, что СК, обладая свойствами протоно�
фора, стимулирует протонную проводимость мем�
бран патогена, подавляя тем самым его развитие.

Активация СК плазмалеммной Н+�АТФазы от�
мечалась ранее при индукции термоустойчивости в
листьях гороха и проростках винограда [4, 20]. Меха�
низм действия СК на функциональную активность
плазмалеммы может быть связан со стимуляцией
образования активных видов кислорода, изменяю�
щих структуру мембраны путем перекисного окис�
ления мембранных липидов [21–23].

Полученные данные свидетельствуют о возмож�
ности непосредственного взаимодействия СК с
плазмалеммой клеток клубней картофеля, что влия�
ет на активность мембраносвязанной Н+�АТФазы и
пассивную протонную проницаемость мембраны. 

Прорастание клубней картофеля в значительной
степени обусловлено притоком низкомолекуляр�
ных питательных веществ и фитогормонов из запа�
сающей паренхимы в апикальные меристемы. Этот
процесс во многом зависит от функционирования
Н+�АТФазы цитоплазматической мембраны [10].
Соответственно, влияние СК на интенсивность ро�
стовых процессов в апикальных меристемах может
осуществляться путем модификации активности
Н+�АТФазы плазмалеммы клеток паренхимы клуб�
ней картофеля. 

Действие СК на локальную и системную устой�
чивость клубней картофеля к фитофторе также
определялось концентрацией вещества. При вы�
соких концентрациях (7 × 10–4–7 × 10–5 М) СК сти�
мулировала заражение грибом, при более низких
(7 × 10–9–7 × 10–8 М) – подавляла, а дальнейшее
снижение концентрации СК приводило к умень�
шению защитного действия вплоть до полного его
исчезновения [24]. Устойчивость клубней карто�
феля к заражению патогенами зависит от физио�
логического состояния: прорастающие клубни ме�
нее устойчивы, чем покоящиеся [1]. Одним из ме�
ханизмов влияния СК на устойчивость клубней
может быть рострегулирующее действие этого фи�
тогормона, синтез которого активируется в ответ
на заражение фитофторой. 

В месте инфекции возрастает содержание не
только СК но и ряда других сигнальных веществ [2],
одно из которых – ЖК обладает свойствами регуля�
тора роста клубней картофеля и влияет на функцио�
нальную активность плазмалеммы [11]. В наших
экспериментах введение в инкубационную смесь
ЖК в концентрации 10–8 М, стимулирующей рост и
Н+�АТФазную активность ВП, приводило к усиле�
нию эффекта СК на накопление Н+ в ВП (рис. 1).
При низких концентрациях СК в инкубационной
смеси, стимулирующих активность Н+�АТФазы, до�

бавление ЖК вызывало дальнейшую активацию
фермента, тогда как в присутствии более высоких
концентраций СК, подавляющих накопление Н+ в
ВП, ЖК усиливала ингибирующее действие СК. 

Пассивная протонная проницаемость везику�
лярной мембраны несколько возрастала при добав�
лении ЖК в инкубационную смесь, содержавшую
СК в высоких концентрациях. При низких концен�
трациях СК не наблюдалось действия ЖК на выход
Н+ из везикул (рис. 2). 

В литературе имеется противоречивые сведения
о взаимосвязи эффектов ЖК и СК. По мнению ряда
авторов, взаимодействие между путями передачи
сигнала этих соединений сводится к взаимному ан�
тагонизму [25, 26], однако получены данные о си�
нергическом действии ЖК и СК при регуляции им�
мунного ответа клубней картофеля [12, 13]. Для раз�
вития защитных реакций у растений картофеля в
отличие от арабидопсиса были необходимы оба эти
фитогормона [13]. Предполагают функционирова�
ние единого пути передачи сигала СК и ЖК [13].

Таким образом, в результате проведенных иссле�
дований показано, что СК в зависимости от концен�
трации может стимулировать или подавлять прорас�
тание вышедших из покоя клубней картофеля и
транспорт Н+ через мембрану ВП клеток клубня.
Отмечена корреляция между действием СК на про�
растание клубней и на активность Н+�АТФазы плаз�
малеммы: применение ростостимулирующих кон�
центраций СК приводило к активации плазмалемм�
ной Н+�АТФазы, тогда как введение в
инкубационную смесь СК в ростингибирующих
концентрациях вызывало подавление активности
фермента и выход Н+ из ВП. ЖК усиливала как сти�
мулирующий, так и ингибирующий эффекты СК,
что свидетельствует о различных молекулярных ме�
ханизмах действия этих фитогормонов на протон�
транслоцирующую активность плазмалеммы.

Анализ полученных нами и литературных дан�
ных позволяет предположить, что одним из общих
пусковых механизмов передачи сигнала СК и ЖК
может служить регуляция транспорта Н+ через цито�
плазматическую мембрану. 
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Effect of Salicylic Acid on the Proton Translocation Activity
of Plasmalemma of Potato Tuber Cells

E. P. Ladyzhenskaya and N. P. Korablyova
Bach Institute of Biochemistry, Russian Academy of Sciences, Leninskii prosp. 33, Moscow, 119071 Russia
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Abstract—Action of salicylic acid (SA) on the activity of membrane bound H+�ATPase and passive proton
permeability of plasmalemma membrane vesicles (PMV) from parenchyma cells of potato tubers was
detected. A correlation between SA action and germination of tubers and activity of plasmalemma H+�
ATPase was revealed: the application of growth�stimulating concentrations of SA (10–10–10–8 M) in the sys�
tem in vitro resulted in activation of plasmalemma H+�ATPase, while the utilization of growth�inhibiting
concentrations (10–4, 10–5 M) provoked inhibition of the enzyme activity. Addition of jasmonic acid (JA) to
the incubation mix resulted in increase of SA effect on the accumulation of H+ in PMV.
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