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АКТИВНОСТЬ Н+-АТФазы ПЛАЗМАЛЕММЫ КЛЕТОК КАРТОФЕЛЯ
В НОРМЕ И ПРИ ЗАРАЖЕНИИ ГРИБОМ FUSARIUM SOLANI

Растительные организмы в ответ на инфици-
рование способны индуцировать устойчивость к
разнообразным фитопатогенам, используя раз-
личные механизмы. Важным звеном защитного
ответа при инфицировании является активация
патогензависимых ферментов, в том числе АТФаз.
Активация ферментов ведет к передаче и усиле-
нию элиситорных сигналов, завершающихся эк-
спрессией защитных генов и биосинтезом ве-
ществ, которые в конечном итоге определяют
ответ клеток и растения в целом на инфицирова-
ние патогеном.

К наиболее ранним реакциям растительной
клетки на заражение относится изменение транс-
порта ионов и величины трансмембранного по-
тенциала плазмалеммы, в которых активную роль
принимают АТФазы плазматических мембран,
причем важную роль в устойчивости растений
к фитопатогенам выполняют плазмалеммная
Н+-АТФаза. [1].

Н+-АТФаза – ключевая ферментная система
плазматических мембран (ПМ) клеток высших
растений. Протонная помпа ПМ играет важную
роль в клетке, контролируя жизненно важные
процессы, такие как рост, тургор, транспорт ве-
ществ, роль которых значительно возрастает при
патогенезе. Н+-АТФаза плазмалеммы (ПМ) рас-
тительных клеток относится к АТФазам Р-типа,
является Mg2+-зависимой, К+-стимулируемой и
создает электрохимический градиент протонов на
ПМ, осуществляя биоэнергетическую и регуля-
торную функцию в жизни растений [2].

Цель работы состоит в изучении гидролити-
ческой активности Н+-АТФазы фракции плазма-
леммы клеток картофеля в норме и при зараже-
нии грибом Fusarium solani.

 Методика

Объектом исследования служили суспензион-
ные культуры картофеля (Тамаша и Санта), от-
личающиеся по своей устойчивости к грибу
Fusarium solani. Везикулярную фракцию плаз-
малеммы получали методом разделения мемб-
ран в водной двухфазной системе (ПЭГ/дек-
стран) [3].

Для разделения мембран в водной двухфаз-
ной системе ПЭГ/декстран, осадок ОМФ гомо-
генизировали в 5 мл К-фосфатного буфера (3 мМ
КCl, 5 мМ КН2РО4/КОН, рН 7.8, 330 мМ сахаро-
за) и вносили в пробирку, содержащую фазовую
смесь ( конечные концентрации в фазовой систе-
ме: 6.2 % (в/в) ПЭГ 3350/декстран Т500,330мМ
сахароза, 3 мМ КCl, 5 мМ КН2РО4/КОН, рН 7,8).
Полученную фазовую систему тщательно пере-
мешивали и центрифугировали 3 мин при 1500 g.
Собирали верхнюю фазу и наносили на новую
нижнюю фазу системы. Очистку повторяли 3 раза.
Собранную последний раз верхнюю фазу, содер-
жащую ПЭГ и фракцию ПМ, разбавляли в три
раза средой IV (300 мМ сахароза, 10 мМ Трис-Меs,
рН 7,2) и центрифугировали 1 ч при 99 500 g.
Осадок мембран гомогенизировали в 150 мкл
среды IV.

Гидролитическую активность Н+-АТФазы
фракций ПМ анализировали через 30мин инку-
бации при 37°С в инкубационной среде состава:
50 мМ KCI, 3 мM АТФ, 3 мМ MgCI2, 30 мМ
Трис-Mes, рН 7,0. Реакцию останавливали 20%
ТХУ на ледяной бане. Активность АТФазы оце-
нивали спектрофотометрически при 720 нм по
количеству неорганического фосфата [3].Содер-
жание общего белка определяли микробиурето-
вым методом [4].

Cуспензионную культуру получали из рых-
лой, относительно гомогенной каллусной ткани
стебля картофеля сорта Тамаша и Санта, выра-
щиваемой на основной среде МS с добавлением
казеина (2 г/л), 2,4-Д (2,0–3,0 мг/л), путем ее пере-
носа в жидкую питательную среду того же со-
става. Гриб Fusarium solani был получен из
Института микробиологии МОН РК. Мицелий
получали, выращивая гриб в матрацах на жид-
кой картофельной среде в течение 10–12 дней.
Фракции, содержащие белки, углеводы и нафта-
зарин выделяли из мицелия как описано [5].

Результаты и обсуждение

Для оценки чистоты полученной мембранной
фракции исследовали влияние специфических
ингибиторов: ортованадата – специфический
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ингибитор АТРазы плазматических мембран; ази-
да натрия – ингибитор митохондриальной АТФазы
и азотнокислый калий – ингибитор тонопласта
(рис. 1). Видно, что при добавлении в среду ин-
кубации ортованадата наблюдается подавление
активности фермента почти на 80% во всех ва-
риантах и незначительное подавление активнос-
ти фермента при добавлении азида натрия и нит-
рата калия, что свидетельствует о наличии неко-
торого количества примеси тонопласта.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что нами получен препарат плазматических

мембран, обогащенный АТФазами. Этот препа-
рат будет использован для изучения гидролити-
ческой активности фермента.

Для выяснения оптимальных условий рабо-
ты АТФазы необходимо определить оптимум рН,
локализованный на плазмалемме клеток растений
картофеля двух сортов, контрастных по устойчивос-
ти к возбудителю фузариоза. Данные [2] свидетель-
ствуют о том, что оптимум активности Н+-АТФа-
зы регистрируется при рН 7,0–7,5. Для растений
картофеля Санта и Тамаша максимум активности
фермента отмечался при – рН 7,0 (рис. 2).
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Рис. 1. Гидролитическая активность везикулярных фракций плазмалеммы: а – без ингибиторов;
б – ванадата (100 мМ Na3VO4);  в – нитрата (100 мМ KNO3);  г – азида натрия (1 мМ NaN3);

1 – Санта (контроль); 2 – Санта (опыт); 3 – Тамаша (контроль); 4 – Тамаша (опыт)

Рис. 2. Зависимость активности H+-АТФазы
от рН среды инкубации в суспензионной
культуре картофеля сорта Санта и Тамаши
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Субклеточное фракционирование. Субкле-
точные фракции получали дифференциальным
центрифугированием гомогената из суспензион-
ных культур картофеля. Ядра, клеточные стенки
(в основном плазматические мембраны), осаж-
дали при 1000g в течение 10 мин. Пластиды, ко-
торые представляют собой вакуоли, хлороплас-
ты, лейкопласты и хромопласты, осаждали при
4000 g 10 мин; митохондрии при 20 000 g 30 мин
и микросомы 90 мин при 105000 g [6]. Получен-
ные осадки диализовали. Активность фермента
определяли по нарастанию неорганического фос-
фата в среде инкубации, содержащей 50мМ трис-
HCl буфера (рН 7,0) и 0,5 мМ АТФ. Инкубация
30 мин при 38°С.

Наибольшей активностью обладают фракции,
осаждаемые при 4000 g, и эта активность при-
надлежит фракции клеточных стенок и плазма-
тических мембран. Значительная активность
Н+-АТФазы обнаружена в Тамаше и Санте в пла-
стидах. Отмечается небольшая активность фер-
мента в митохондриальной фракции как в устой-
чивом, так и в восприимчивом сортах. Изучение
субклеточной локализации Н+- АТФаза также
показало высокую активность фермента в кле-
точной мембране и митохондриях и незначитель-
ную в пластидах и микросомах. Проведенные
эксперименты подтвердили, что изучаемые
АТФазы картофеля принадлежат в основном
наружной плазматической мембране.

При заражении разных по устойчивости сор-
тов картофеля культуральным фильтратом гриба

Fusarium solani обнаружено понижение гидроли-
тической активности Н+-АТФазы в первые часы
заражения грибом восприимчивого сорта кар-
тофеля (Санта), тогда как у устойчивого сорта
(Тамаша) гидролитическая активность не меня-
ется (разведение 1:10). Через сутки отмечается
повышение активности фермента как в устойчи-
вом, так и в восприимчивом сортах. На основа-
нии полученных данных, для дальнейших опы-
тов мы использовали растительный материал,
полученный через сутки после заражения грибом
Fusarium solani.

Изучение возможных центров связывания
метаболитов гриба Fusarium solani, с Н+-ТФаза-
ми плазматических мембран. Метаболит гри-
ба Fusicoccum amigdalli фузикокцин (ФК) широ-
ко используется для изучения корреляции между
активностью Н+ -АТФазы по выходу протонов и
количеством 14-3-3 белков в нормальных усло-
виях и при патогенезе. Особенностью мембранос-
вязанных белков 14-3-3 является их участие в
рецепции фузикокцина, а взаимодействие ФК с
рецептором вызывает активацию Н+-АТФазы
плазмалеммы и закрытие К+-выводящих каналов
[7]. На рис. 3 представлены данные по сравни-
тельному анализу влияния фузикокцина и мета-
болитов гриба Fusarium solani на гидролитичес-
кую активность Н+-АТФазы.

Опыты с фузикокцином и метаболитами гри-
ба Fusarium solani показали значительное повы-
шение активности Н+-АТФазы в обоих сортах
картофеля при добавлении в среду инкубации

0

1

2

3

4

5

6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

фракции

А
кт
ив
но
ст
ь,
м
км
ол
ь 
Рi

/(м
г 
бе
лк
а 
в 
ча
с)

Рис. 3. Влияние фузикокцина и метаболитов
гриба Fusarium solani на активность
Н+-АТФазы: 1 – Тамаша, контроль;

2 – Тамаша, фузикокцин; 3 – Тамаша,
белковая фракция + фузикокцин; 4 – Тамаша,
фузикокцин + белковая фракция; 5 – Тамаша,

углеводная фракция + фузикокцин;
6 – Тамаша, фузикокцин + углеводная фракция;

7 – Тамаша, нафтазарин + фузикокцин;
8 – Тамаша, фузикокцин + нафтазарин;

9 – Санта-контроль; 10 – Санта, фузикокцин;
11 – Санта, белковая фракция + фузикокцин;
12 – Санта, фузикокцин + белковая фракция;

13 – Санта, углеводная фракция + фузикокцин;
14 – Санта, фузикокцин + углеводная фракция;

15 – Санта, нафтазарин + фузикокцин;
16 – Санта, фузикокцин + нафтазарин.

Концентрация фузикокцина
и нафтазарина – 10-6М.

Концентрация белковой и углеводной
фракции – 10 мкг/мл
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фузикокцина и нафтазарина; добавление в среду
инкубации других элиситоров гриба снимает ак-
тивирование ферментов.

Впервые показано стимулирующее действие
нафтазарина на скорость выделения протонов в
суспензионных клетках картофеля. Возможно, по
своему механизму нафтазарин аналогичен фузи-
кокцину и, связываясь с плазматической мемб-
раной, образует комплекс между димером 14-3-3
и Н+-АТФазой, что ведет к активации протонной
АТФазы. Нафтазарин можно использовать в ка-
честве инструмента для изучения взаимодействия
метаболитов гриба Fusarium solani и протонных
АТФаз.

Заключение. Из суспензионных клеток кар-
тофеля, контрастных по устойчивости к грибу
Fusarium solani, выделены фракции плазматичес-
ких мембран, обогащенные Н+-АТФазами.

Изучены основные структурно-функциональ-
ные показатели (оптимум активности, субклеточ-
ная локализация) патогензависимых ферментов
плазматических мембран клеток картофеля в
норме и при заражении грибом Fusarium solani.

Установлено, что углеводная и углеводно-ли-
пидная фракции мицелия гриба Fusarium solani
являются индукторами – Н+-АТФаз; белковая
фракция ингибирует активность – Н+-АТФазы;
нафтазарин в 2–3 раза увеличивает активность
фермента, и по своему механизму действия иден-
тичен фузикокцину.

Таким образом, из мицелия гриба Fusarium
solani выделен метаболит

фенольной природы – нафтазарин (-5,6-диок-
си-нафтохинон), который значительно активиру-
ет работу Н+-АТФазы в устойчивом сорте Тама-
ша, и может быть использован в качестве инст-
румента исследования механизмов устойчивос-
ти картофеля к патогенезу.
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Резюме

Əртүрлi сортты картоптың қалыпты жəне Fusarium
solani саңырауқұлаңымен зақымдалңан клеткаларына
Н+-АТФазаның плазмалеммасының фракциясына        салы-
стырмалы гидролитикалық белсендiлiгiне талдау жүргiзiлдi.
Мембраналық препараттарды сулы екi фазалы жүйелердiң
бөлшектенуiнде (ПЭГ/Декстран) ұзақ тазалау арқылы алын-
ды.

Summary

Comparison of plasma membrane Н+-ATPase activity in
cells of different potato varieties in normal conditions and under
infection of the fungus Fusarium solani. Plant plasma membrane
vesicles was purified by partitioning in aqueous two-phase
systems (PEG/Dextran).
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