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Сигнальная трансдукция вторичного мессенджера кальция через кальциевые ка-

налы используется растениями для восприятия и ответа на различного рода стрессы. 
Одним из путей транслокации ионов кальция являются открываемые циклическими 
нуклеотидами ионные каналы (cyclic nucleotide-gated ion channels, CNGCs). CNGCs 
представляют собой неселективные катионные каналы, представленные в животных и 
растительных клетках (Kaplan et al., 2007). Биологическая роль и регуляция этих кана-
лов у животных хорошо изучены, тогда как исследование CNGCs растений началось 
сравнительно недавно (Chin et al., 2009). CNGCs активируются (открываются) при свя-
зывании циклических нуклеотидов (cAMP или cGMP) с одним доменом и подавляются 
(закрываются) при взаимодействии Са2+-кальмодулина с другим доменом. Полагают, 
что некоторые CNG-каналы локализованы на плазматической мембране растений, од-
нако до сих пор остается открытым вопрос, присутствуют ли такие каналы в мембранах 
клеточных органелл.  

В работе использовали растения картофеля in vitro двух сортов, контрастных по 
устойчивости к возбудителю кольцевой гнили Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus (Cms) (сорт Луговской – резистентный, сорт Лукьяновский – восприимчи-
вый) и экзополисахариды (ЭПС) вирулентного и мукоидного штамма Cms 5369. Корни, 
не отделенные от  растений картофеля, выдерживали в течение 7 ч в среде роста (кон-
троль) или инкубировали такое же время в среде с добавлением в конечной концентра-
ции 0,03 % ЭПС Cms (опыт). Фрагменты корней длиной 5–8 мм от их кончика фикси-
ровали по стандартной для электронной микроскопии схеме, подробно описанной в 
(Романенко, Ломоватская, 2017). Для проведения иммуноцитохимической реакции ис-
пользовали первичные поликлональные кроличьи антитела (ПАТ), полученные к син-
тетическому полипептидному фрагменту (21 аминокислотный остаток) канала CNGCα2 
крысы (NCBI, NP_037060.1) (Ruiz et al., 1996) и вторичные козьи антитела (ВАТ), ме-
ченные золотом с размером частиц 20 нм. Для проверки вероятности специфического 
связывания ПАТ с предполагаемыми CNG каналами клеток картофеля программой 
BLASTP проводили анализ сходства аминокислотных последовательностей между пя-
тым трансмембранным участком S5 и участком поры канала CNGα2 предсердия крысы, к 
которым были получены ПАТ (Ruiz et al., 1996) с аминокислотными последовательно-
стями 20 CNG каналов картофеля. Максимальное сходство (38 %) наблюдалось при 
сравнении последовательностей аминокислот исследуемого полипептидного фрагмента 
канала крысы с аналогичным фрагментом канала CNGC18 картофеля. Аминокислотные 
последовательности анализируемых фрагментов остальных 19 CNG каналов картофеля 
имели гораздо меньшее совпадение с фрагментом канала CNGCα2 крысы. Количествен-
ную оценку локализации CNG каналов проводили в пределах каждого изображения уча-
стков клеток на ультратонких срезах, производя замеры длины пограничной мембраны и 
мембран клеточных органелл с последующим подсчетом в них электроноплотных частиц 
маркера вторичных антител, отражающих локализацию CNG каналов, используя про-
грамму SigmaScanPro 5. Полученные величины пересчитывали на 1 мкм длины мембран 
анализируемого компартмента. По каждому варианту использовали 15–18 изображений, 
результаты обрабатывали статистически с использованием программы SigmaPlot 12. 
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Результаты показали, что коньюгированные с вторичными антителами коллоид-
ные частицы золота наблюдались в таких мембранных образованиях клеток корня кар-
тофеля, как плазмалемма, в том числе, в районе плазмодесм, тонопласт, наружная мем-
брана и кристы митохондрий, а также эндоплазматический ретикулум. Неспецифиче-
ская реакция вторичных антител с клеточными структурами (обработка ультратонких 
срезов только ВАТ или козьей немеченой золотом иммунной сывороткой, затем ВАТ, 
меченными золотом), за редким исключением, отсутствовала. 

Сравнение контрольных вариантов резистентного и восприимчивого сортов пока-
зало, что в зависимости от сортовой устойчивости распределение меток по компар-
тментам заметно различалось (табл. 1). Так, в клетках растений восприимчивого сорта 
присутствовало в 2 раза меньшее количество частиц на плазмалемме, тонопласте и на 
мембранах эндоплазматического ретикулума по сравнению с соответствующими ком-
партментами клеток растений резистентного сорта. В варианте обработки корней ЭПС 
Cms количество частиц золота существенно снизилось на плазмалемме и тонопласте 
клеток резистентного сорта, отсутствовало на тонопласте клеток восприимчивого сор-
та, но возросло на плазмалемме и появилось в небольшом количестве на мембранах 
крист митохондрий клеток восприимчивого сорта и на наружной мембране митохонд-
рий клеток резистентного сорта. Соотношение частиц золота (контроль/опыт) в мем-
бранах эндоплазматического ретикулума в пределах каждого сорта почти не измени-
лось (см. табл. 1).  

Таблица 1 
Количество гранул золота, шт./мкм, на плазмалемме и мембранах компартментов клеток 

сортов картофеля, контрастных по устойчивости к кольцевой гнили 
 

Сорт Вари-
ант 

Мембраны 
Плазма-
лемма 

Тонопласт Митохондрия ЭР 
НМ Кристы 

Луговской 
(резистент-
ный) 

- ЭПС 0,18±0,04 0,25±0,02 0,03±0,01 0,05±0,01 0,38±0,10 
+ ЭПС 0,07±0,02 

(р< 0,05) 
0,05±0,01 
(р< 0,01) 

0,22±0,08 
(р = 0,02) 

0 0,35±0,09 
(р = 0,8)* 

Лукьяновский 
(восприимчи-
вый) 

- ЭПС 0,08±0,01 0,13±0,03 0 0 0,17±0,06 
+ ЭПС 0,22±0,01 

(р< 0,01) 
0 

(р< 0,01) 
0,04±0,01 

 
0,17±0,04 
(р< 0,01) 

0,16±0,04 
(р> 0,8)* 

 
Известно, что в клетках картофеля обоих сортов функционируют трансмембран-

ная и растворимая аденилатциклазы (АЦ), причём, активность обеих АЦ в ответ на об-
работку корней растений ЭПС была многократно выше и возникала значительно рань-
ше в клетках корней резистентного сорта, в отличие от активности АЦ восприимчивого 
сорта (Ломоватская и др., 2007). Следует добавить, что АЦ могут быть кальций-
зависимыми ферментами, как это показано на вакуолях клеток столовой свеклы (Ломо-
ватская и др., 2014). Кроме того, ранее на плазмалемме клеток картофеля тех же сортов 
были обнаружены рецепторы к ЭПС, проявляющие свойства элиситоров для устойчи-
вого сорта, и супрессоров – для восприимчивого сорта. В литературе продемонстриро-
вана интернализация рецепторов путём эндоцитоза совместно с сигнальным лигандом 
(Клячко, 2010) и, вероятно, с CNG каналами. Благодаря такому процессу, возможно, 
под воздействием ЭПС, в плазмалемме устойчивого сорта снижается количество CNG 
каналов, которые сбрасываются в вакуоль путем слияния эндосом с тонопластом. В 
клетках восприимчивого сорта возрастание количества CNG каналов на плазмалемме 
можно объяснить перемещением каналов из отдаленных участков плазматической 
мембраны к её фронтальным краям (путём направленного движения вдоль мембраны 
или обратным встраиванием в неё эндосом) для повышения эффективности восприятия 
рецепторами клетки внешнего сигнала тревоги. В отношении других мембран клеточ-
ных органелл, в частности митохондрий, считается доказанным, что наружная мембра-
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на митохондрий как таковая не существует, фактически являясь протяжёнными и высо-
комобильными образованиями эндоплазматического ретикулума (ЭР), по тяжам кото-
рого передвигаются эти органеллы, обладающие только внутренней мембраной, пред-
ставляющей собой кристы (Гамалей, 2006). В этом случае каналы в так называемой на-
ружной мембране будут периодически появляться в нужном месте (при наличии стрес-
сового сигнала) и исчезать (после прохождения сигнала вглубь клетки) по мере про-
движения митохондрий внутри ЭР.  

Таким образом, представленные результаты позволяют сделать вывод о том, что 
на плазмалемме и в мембранах клеточных органелл растений картофеля, вероятно, при-
сутствуют активируемые циклическими нуклеотидами Са2+-каналы, локализация кото-
рых может количественно изменяться в ответ на биотический стресс.  
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