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ОЦЕНКА ГЛУТАТИОНОВОГО СТАТУСА В КОРНЯХ 
ТРАНСГЕННЫХ ПО ГЕНАМ psl И rapA1 РАСТЕНИЙ ТОМАТА 
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Исследовали уровень глутатиона в корнях растений томата (Solanum lycopersicum L.), трансгенных
по генам psl и rapA1, в присутствии микросимбионта бобовых растений Rhizobium leguminosarum
VSy3. Трансформированные геном psl растения показали более высокие результаты по адгезии бак-
терий, чем в случае их трансформации геном rapA1, что положительно коррелировало с ростовыми
параметрами растений. Обработка ризобиями повышала содержание глутатиона в корнях растений
дикого типа в 3 раза, в корнях растений, трансформированных геном rapA1 – в 4.7 раз, а в растениях,
трансгенных по гену psl – более чем в 5 раз. Полученные результаты дают основание утверждать, что
количественные показатели содержания глутатиона в корнях могут служить маркером эффективно-
сти полученных de novo искусственных симбиотических систем.
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ВВЕДЕНИЕ
Ризобии, известные как клубенькообразую-

щие бактерии бобовых растений, могут служить в
качестве ассоциативных ростостимулирующих
микросимбионтов для многих не бобовых куль-
тур. Для успешной колонизации корневых волос-
ков штаммы ризобий должны обладать высокой
конкурентоспособностью, чтобы соперничать со
множеством различных микроорганизмов, оби-
тающих в ризосфере, а также рядом механизмов для
успешного подавления или преодоления иммунной
системы растений. В процессе образования класси-
ческого симбиотического взаимодействия в системе
бобовое растение – ризобии происходит образова-
ние клубеньков, формирующихся в результате ско-
ординированной многоступенчатой дифференциа-
ции клеток растений и бактерий. Анализ этих слож-
ных процессов выявил положительную корреляцию
между содержанием глутатиона (восстановлен-
ный глутатион, GSH) и аскорбата, активностью
ферментов, участвующих в аскорбат ‒ глутатионо-
вом цикле, и эффективностью фиксации азота в
клубеньках, что позволило предположить важность
этих антиоксидантов для азотфиксирующего сим-

биоза [1]. Данные, приведенные в одной из первых
работ, посвященной изучению роли глутатиона в
реализации симбиотических взаимодействий, да-
ют основание утверждать, что глутатион крайне
необходим самим бактериям для нормального ро-
ста и размножения, кроме того, он является лими-
тирующим фактором для процесса формирования
как ассоциативных симбиозов, так и симбиозов,
образующих новые клеточные компартменты (клу-
беньки) [2]. Так, штамм бактерий Sinorhizobium
meliloti SmgshA, дефектный по гену gshA, который
кодирует фермент первой стадии биосинтеза
GSH, был не способен к росту, что, также исклю-
чало возможность клубенькообразования на по-
верхности корней люцерны, а мутант SmgshB, де-
фектный по ферменту второй стадии синтеза
GSH, был способен к росту, но образовывал ано-
мальные клубеньки с низкой эффективностью
азотфиксации по сравнению с диким типом. При
этом оба штамма показали повышенный уровень
активности каталазы, что свидетельствует о раз-
витии в них окислительного стресса и подтвер-
ждает участие глутатиона в защите азотфиксиру-
ющего комплекса от токсичных форм кислорода,
образующихся в результате активного метаболиз-
ма клубеньков [2]. Ранее было показано, что GSH
играет не только фундаментальную роль в росте и
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размножении бактерий, но и непосредственно
участвует в развитии инфекционных нитей и ре-
гуляции экспрессии бактериальных симбиотиче-
ских генов [3, 4].

С другой стороны, глутатион играет огромную
роль в регуляции роста и развития растений на
протяжении онтогенеза, так как присутствие
сульфгидрильной группы (SH) делает GSH мощ-
ным восстанавливающим агентом в клетках. В то
же время между глутамином и цистеином суще-
ствует характерная γ-пептидная связь, которая
может защищать GSH от гидролиза пептидазами,
обеспечивая, таким образом, значительную ста-
бильность. Подобная химическая структура GSH
позволяет ему выполнять множество физиологи-
ческих функций в жизни растений. Глутатион
участвует в регуляции клеточного деления и
смерти, развитии эмбриона и меристемы, про-
растании пыльцы и роста пыльцевых трубок, ре-
гулирует содержание аскорбата и пероксида во-
дорода. Кроме физиологических функций дока-
зана роль глутатиона в реализации устойчивости
растений к воздействию абиотических и биотиче-
ских стрессовых факторов. Так, обработка растений
экзогенным глутатионом, играющим в данном слу-
чае роль миметика элиситоров, приводила к ак-
тивации защитных генов, в том числе PR1 генов.
Кроме того, инфицированию патогенами растений
также сопутствует накопление GSH. Это свиде-
тельствует о вовлечении глутатиона в регуляцию
редокс-статуса клетки и сигналлинг различных
фитогормонов в ходе воздействия биотического
стресса. Наряду с этим, растениям глутатион необ-
ходим для детоксикации ксенобиотиков и тяже-
лых металлов, ассимиляции, транспорта и хране-
ния серы [5].

Присутствие ризобий и проникновение бакте-
рий в растительные клетки в рамках симбиоза при-
водит к изменениям поляризации плазматической
мембраны, цитоскелета корневых волосков, мета-
болизма ауксинов и накоплению активных форм
кислорода [6]. В клетках растений, вовлеченных в
образование клубеньков, наблюдается накопле-
ние глутатиона и его аналога, характерного толь-
ко для семейства бобовых − гомоглутатиона. Это
демонстрирует критичность данного антиоксидан-
та в формировании бобово-ризобиального симбио-
за, кроме того, накопление GSH в растительных
клетках на ранних стадиях взаимодействия расте-
ний с ризобиями может являться маркером нача-
ла симбиотического процесса [7].

Процессы становления симбиоза и формиро-
вания клубеньков на корнях растений-макросим-
бионтов являются специфическими, и восприим-
чивость растений к тем или иным бактериям-
микросимбионтам и успешное взаимодействие с
ними определяется синтезом сигнальных моле-
кул, продуцируемых как бактериями, так и расте-

ниями. Эти сигналы фактически являются мар-
керами симбиоза или определяют возможность
его образования. Бактериальные поверхностные
полисахариды и адгезины, растительные лектины
и флавоноиды − все эти вещества являются моле-
кулами − посредниками на ранних этапах станов-
ления симбиозов между микроорганизмами и
растениями. Несомненно, данные вещества яв-
ляются перспективными инструментами для мо-
дификации существующих и создания новых ас-
социативных симбиотических систем. Поэтому
актуально изучение способов повышения конку-
рентоспособности ризобий, в том числе и с помо-
щью модификации растений, чтобы последние
поддерживали на поверхности своих корней, лишь
определенных микросимбионтов. Для создания
эффективных новых симбиотических систем наи-
более перспективным является использование ге-
нов, продукты которых непосредственно участву-
ют в формировании растительно-микробных вза-
имодействий. Ранее была разработана система
агробактериальной трансформации томата (Sola-
num lycopersicum L.) промышленного сорта Грун-
товый Грибовский 1180 геном лектина гороха по-
севного psl, что позволило получить устойчивые
корневые ассоциации этой важной для сельского
хозяйства культуры с ризобиями, защищающими
от фитопатогенных грибов [8]. Кроме того, транс-
формация томата геном ризобиального агглюти-
нина rapA1 позволила получить эффективные
симбиотические системы для фиторемедиации
почв, загрязненных кадмием [9]. Эти результаты
свидетельствуют о том, что полученные трансген-
ные растения томата, несмотря на то, что они не
являются бобовыми растениями, успешно взаи-
модействуют с ризобиями на поверхности своих
корней. Подобное взаимодействие, несомненно,
должно отражаться на редокс − статусе корней
томатов, показателем которого является содержа-
ние глутатиона, а также на содержании малонового
диальдегида (МДА), конечного продукта перекис-
ного окисления липидов мембранных структур
клетки, являющегося маркером уровня окисли-
тельного стресса и потенциала выживаемости
растительного организма, в том числе и при его
симбиотических взаимодействиях с микроорга-
низмами [10, 11]. Однако, несмотря на существо-
вание целого ряда работ, посвященных формиро-
ванию растительно-микробных симбиозов, на
сегодняшний день, роли GSH и МДА в реализа-
ции адаптационных процессов, протекающих
при взаимодействии трансгенных растений с му-
туалистической микрофлорой в рамках искус-
ственных симбиотических систем, практически
остаются неизученными.

Цель данной работы состояла в изучении ре-
докс-статуса глутатиона и оценки уровня МДА в
разных искусственных симбиотических системах
на корнях растений томата, трансформирован-
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ных геном лектина гороха посевного psl и геном
бактериального агглютинина rapA1, при действии
бактерии Rhizobium leguminosarum VSy3.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты и материалы исследования. В качестве

макросимбионтов были использованы растения то-
мата сорта Грунтовый Грибовский 1180, трансфор-
мированные генами psl и rapA1 [8, 9]. Для работы
была выбрана линия трансгенных растений, пока-
завшая во втором поколении устойчивую экспрес-
сию генов psl и rapA1 и присутствие соответствую-
щих белков на поверхности корней, доказанное с
помощью иммунофлуоресцентного анализа.

В качестве микросимбионта в работе был ис-
пользован штамм R. leguminosarum VSy3, выде-
ленный из клубеньков дикорастущего бобового
растения Южного Урала горошка лесного (Vicia
sylvatica L.), обладающий ростостимулирующей
активностью [12]. Для визуализации симбиотиче-
ских взаимодействий ризобии были маркированы
флуоресцентным белком TurboGFP [13]. Вектор-
ные конструкции в бактерии переносили методом
электропорации. В качестве селективного антибио-
тика использовался гентамицин (50 мг/мл).

Исследование характера колонизации бактерия-
ми корней растений. Для экспериментов семена
поверхностно стерилизовали в течение 1 мин в
70% спирте и затем 20 минут в 1% растворе гипо-
хлорита натрия с добавлением нескольких капель
Tween−20. После пятикратной промывки сте-
рильной водой семена культивировали на среде
MS [14] в течение 3 недель при температуре 25°С
и 16-часовом световом дне в климатической ка-
мере KBW 400 (“Binder”, Германия).

Для инокуляции растений бактерии наращи-
вали при 28°С на шейкере (150 об/мин) в течение
2 сут в среде TY (масс. % в водном растворе: ба-
кто-триптон 0.3%, дрожжевой экстракт 0.2%,
CaCl2 0.1%) до концентрации 108 КОЕ/мл. Сус-
пензию бактерий разбавляли до 105 КОЕ/мл сте-
рильной жидкой средой TY, инокулировали в ней
корни в течение 2 мин и переносили проростки
на среду MS для сокультивации в течение 2 сут.
После этого от каждого растения брали по 3 фраг-
мента корня длиной 1 см, отмывали их трижды
стерильной водой по 5 мин на микрошейкере и
гомогенизировали в 50 мкл среды LB (масс. % в
водном растворе: бактотриптон 1%, дрожжевой
экстракт 0.5%, NaCl 0.5%).

Полученный объем разбавляли в 1000 раз и
50 мкл этой суспензии рассевали на агаризованную
TY среду с гентамицином (50 мг/мл) и выращивали
в термостате при 28°С в течение 2 сут. Количество
адгезированных бактерий определяли по числу вы-
росших колоний и выражали в колониеобразующих
единицах КОЕ/г сухой биомассы корней.

Также на этом этапе работы у части растений
отделяли корни, взвешивали, замораживали и
использовали для дальнейшего определения со-
держания GSH, GSSG и МДА. Отдельные фраг-
менты корней использовали для визуальной
оценки колонизации бактериями поверхности
корневых волосков растений с использованием
флуоресцентного микроскопа Axio Imager M1
(“Carl Zeiss”, Германия).

Часть растений, инокулированных бактериями,
оставляли на сокультивацию в течение недели на
среде MS и по прошествии этого времени фото-
графировали и определяли сухую биомассу корней.

Метод определения содержания глутатиона. Со-
держание восстановленной (GSH) и окисленной
(GSSG) форм глутатиона из одной растительной
навески определяли с помощью спектрофлуоро-
метрического метода, основанного на получении
флуоресцирующего продукта о−фталевого альде-
гида (“Sigma”, Австралия) в зависимости от pH
среды. Навеску корней около 0.5 г гомогенизирова-
ли в 4 мл смеси, состоящей из 0.1 М калий фосфат-
ного буфера (pH 8.0) и 25% раствора метафосфор-
ной кислоты в соотношении 3.75 : 1 (по объему) как
рекомендовано в работе Hissin и Hilf [15]. Гомогенат
центрифугировали в течение 10 мин при 8000 g, за-
тем надосадочную жидкость повторно центрифу-
гировали 5 мин при 13000 g. Количественную
оценку GSH и GSSG в полученном супернатанте
проводили с использованием реагентов, детально
описанных в работе Масленниковой с соавтора-
ми [16]. Для оценки содержания GSH и GSSG реги-
стрировали кинетику интенсивности флуоресцен-
ции образовавшихся комплексов при температуре
25°С с использованием прибора Enspire Model
2300 Multilabel Microplate Reader (“PerkinElmer”,
США) при 420 нм (длина волны возбуждения
350 нм). Содержание белка определяли по методу
Бредфорда [17]. Содержание GSH и GSSG выра-
жали в мкмоль/мг белка.

Определение эндогенного уровня МДА. Содер-
жание МДА определяли с помощью цветной реак-
ции с тиобарбитуровой кислотой [16]. Для этого на-
веску растительного материала (0.5 г) гомогени-
зировали в 5 мл 10% трихлоруксусной кислоты с
последующим центрифугированием гомогената в
течение 15 мин при 13000 g. К супернатанту до-
бавляли равный объем раствора 0.5% тиобарбиту-
ровой кислоты в 20% трихлоруксусной кислоте.
Полученную смесь инкубировали на водяной ба-
не в течение 30 мин при 100°С, охлаждали и цен-
трифугировали 15 мин при 13000 g. Оптическую
плотность надосадочной жидкости определяли
при 532 нм (максимум светопоглощения МДА) и
600 нм (для поправки на неспецифическое светопо-
глощение) с использованием прибора Specrtopho-
tometer Smart Speс Plus (“BioRad”, США). Концен-
трацию МДА рассчитывали, используя коэффици-
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ент молярной экстинкции при 155 M–1 см–1, и
выражали в ммоль/г сырой массы корней.

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты проводили в 4-кратной биологической
повторности и каждый независимо воспроизводи-

ли не менее 3 раз. На рисунках приведены средние
величины и их стандартные ошибки. Достовер-
ность различий при P ≤ 0.05 определяли с исполь-
зованием дисперсионного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После инокуляции контрольных и трансген-
ных растений штаммом R. leguminosarum VSy3
(GFP) в течение 2 сут было обнаружено, что в
ризосфере томата численность бактерий в пере-
счете на сухую биомассу корней составляет
193.5 ± 38.7 КОЕ/г × 106 для растений, трансген-
ных по гену psl, и 69.1 ± 13.82 КОЕ/г × 106 для рас-
тений, трансформированных геном rapA1. На
корнях контрольных растений данная величина
составляла 21.6 ± 4.32 КОЕ/г × 106 (рис. 1).

На корнях томатов, трансформированных геном
бактериального агглютинина rapA1, микроскопи-
рование показало образование микроколоний
(рис. 2а). На трансгенных по гену psl растениях по-
сле обработки бактериями было обнаружено мно-
жество скрученных корневых волосков (рис. 2б), а

Рис. 1. Анализ колонизации корней растений штам-
мом R. leguminosarum VSy3 (КОЕ/г сухой биомассы
корней); 1 − контрольное растение; 2 − растение,
трансформированное psl; 3 − растение, трансформи-
рованное rapA1.

250

200

150

100

50

0
1 2 3

c

a

b

К
О

Е
/
г 

×
 1

0
3

Рис. 2. Микроскопирование корней, колонизированных штаммом R. leguminosarum VSy3: визуальное сравнение коли-
чества бактерий, “заякорившихся” на корнях контрольных и трансгенных растений (масштаб 1 мм) (а); закручивание
корневых волосков на растениях, трансформированных psl (масштаб 0.01 мм) (б); инфекционные нити внутри корне-
вых волосков на растениях, трансформированных psl (масштаб 0.01 мм) (в).

контроль RapA1 PSL

(a)

(б) (в)



528

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

ВЕРШИНИНА и др.

также выявлены структуры, подобные инфекцион-
ным нитям, заполненные бактериями (рис. 2в).

Совместное культивирование с ризобиями в
течение 1 недели контрольных не трансгенных
растений приводило к увеличению сухой биомас-
сы корней на 15%. Данный показатель для транс-
генных по гену psl растений составлял 50%, а для
растений, трансформированных геном rapA1 в
среднем 35% (рис. 3а). Это находило отражение и
во внешнем виде проростков (рис. 3б).

Анализ GSH и GSSG в корнях контрольных и
трансгенных растений в присутствии ризобий по-
казал повышение содержания GSH в корнях рас-
тений дикого типа в 3 раза, в корнях растений,
трансформированных геном rapA1 ‒ в 4.7 раз, а в
растениях, трансгенных по гену psl – более чем в
5 раз (рис. 4а). Необходимо отметить, что в обоих
вариантах исследуемых в данной работе транс-
генных растений бактерии не оказывали влияния
на содержание GSSG и его показатель оставался
на уровне контрольных и необработанных ри-
зобиями растений (рис. 4б). Данные представлен-
ные на рис. 5. демонстрируют неизменный уро-
вень МДА во всех вариантах опыта.

ОБСУЖДЕНИЕ

Обработка сельскохозяйственных культур мик-
роорганизмами, способствующими росту растений,
в настоящее время рассматривается как экологич-
ная альтернатива химическим удобрениям. Ранее
было показано, что штаммы Rhizobium могут коло-
низировать корни растений томата и перца, спо-
собствуя их росту на разных стадиях развития
растений, повышая урожайность и качество рас-
сады и плодов [18].

Способность растений к удержанию на по-
верхности своих корней полезных бактерий, в
частности, ризобий, имеет принципиально важ-
ное значение для оценки перспективности обра-
зования и развития симбиотического комплекса.
Сравнительный анализ количества бактерий на
поверхности корней контрольных и трансформи-
рованных растений показал, что трансформиро-
ванные геном rapA1 растения, показали более
низкие результаты по адгезии бактерий, чем в
случае их трансформации геном растительного
агглютинина (лектина) psl, продукт которого спо-
собен узнавать и избирательно связывать полиса-
хариды на клеточных стенках строго определен-
ных штаммов ризобий. При этом трансформация

Рис. 3. Влияние штамма R. leguminosarum VSy3 на рост
контрольных и трансгенных растений по прошествии
1 недели после инокуляции: показатели сухой био-
массы корней (100% для контрольных растений, не
обработанных бактериями) (а); контрольные и транс-
генные растения (масштаб 1 см) (б); 1 − контрольное
растение; 2 − контрольное растение, обработанное
R. leguminosarum VSy3; 3 − растение, трансформиро-
ванное psl; 4 − растение, трансформированное psl, об-
работанное R. leguminosarum VSy3; 5 − растение, транс-
формированное rapA1; 6 − растение, трансформиро-
ванное rapA1, обработанное R. Leguminosarum VSy3.
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Рис. 4. Содержание GSH (a) и GSSG (б) в корнях рас-
тений в присутствии бактерий. Одинаковыми латин-
скими буквами обозначены величины, различия меж-
ду которыми не достоверны при P ≤ 0.05; 1 − контроль-
ное растение; 2 − контрольное растение, обработанное
R. leguminosarum VSy3; 3 − растение, трансформиро-
ванное psl; 4 − растение, трансформированное psl, об-
работанное R. leguminosarum VSy3; 5 − растение, транс-
формированное rapA1; 6 − растение, трансформиро-
ванное rapA1, обработанное R. leguminosarum VSy3.
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растений геном бактериального агглютинина
rapA1, продукт которого непосредственно участ-
вует в биопленкообразовании ризобий, способ-
ствовал эффективному образованию микроколо-
ний на корнях растений, что может в перспективе
повышать конкурентоспособность клубеньковых
бактерий в ризосфере (рис. 2а). Эти факты полно-
стью согласуются с данными, полученными ранее, и
подтверждают взаимодействие ризобий с лектином
PSL и агглютинином RapA1 на поверхности транс-
генных корней [8, 9]. Кроме того, на трансгенных по
гену psl растениях после обработки бактериями было
обнаружено множество скрученных корневых во-
лосков, характерных для начальных этапов бобово-
ризобиального симбиоза (рис. 2б). Также наблюда-
лись структуры, подобные инфекционным нитям,
заполненные бактериями, которые отсутствовали
на корнях растений, трансформированных геном
rapA1 (рис. 2в).

Ранее подобные неспецифические симбиоти-
чеcкие взаимодействия были обнаружены на кор-
нях облепихи, трансформированных геном psl. Бы-
ло исследовано влияние экспрессии гена лектина
на симбиотические реакции облепихи с ризобиями
R. leguminosarum (симбионт гороха) и актиномице-
тами рода Frankia (симбионт облепихи). На про-
ростках, трансгенные корни которых были обра-
ботаны данными микросимбионтами совместно,
кроме обычных актиноризных клубеньков были
обнаружены клубенькоподобные структуры, неха-
рактерные для облепихи. RAPD-анализ бактерий,
выделенных из этих структур, выявил присутствие
среди них ризобий R. leguminosarum и отсутствие ак-
тиномицетов рода Frankia [19]. Скручивания кор-
невых волосков, как ранняя симбиотическая ре-
акция, также были обнаружены на композитных
растениях томата, рапса и табака, корни, которых

были трансформированы геном psl и в дальней-
шем обработаны R. leguminosarum. Подобные не-
специфические реакции не наблюдались после
обработки растений штаммом козлятника R. gale-
gae, который не узнает лектин PSL на поверхно-
сти корней [20]. Тем не менее, возможно, связы-
вание исключительно “своих микросимбионтов”
является способностью, характерной не для всех
лектинов бобовых растений [21].

Оценка сухой биомассы корней, являющейся,
показателем роста и физиологического состояния
растений показала, что используемый в работе
штамм ризобий оказывает ростостимулирующее
действие на контрольные нетрансгенные растения
томата. Присутствие бактерий на поверхности кор-
ней трансгенных растений приводило к значитель-
ному накоплению сухой биомассы корней у транс-
генных по гену psl растений и значительно меньше-
му у растений, трансформированных геном rapA1
(рис. 3а), что иллюстрируется внешним видом
интактных растений (рис. 3б).

Ранее было показано, что Pseudomonas sp. 102
обладает ростостимулирующей активностью по
отношению к растениям томата, в том числе в

условиях токсического действия Cd2+. При этом
наиболее эффективно это проявлялось в случае
трансгенных по гену rapA1 растений, что было
связано с более эффективной колонизацией бак-
териями поверхности корней. Несмотря на то,
что RapA1 обнаружен лишь у нескольких видов
ризобий, этот белок не является строго специ-
фичным и может способствовать агглютинации на
растениях других бактерий, отличных от ризобий, в
частности некоторых штаммов Pseudomonas [22].

Полученные результаты показали, что расте-
ния, трансгенные, по гену psl, в клетки которых
бактерии проникают внутрь, проявляют большую
восприимчивость к присутствию ризобий. Обна-
руженный более высокий уровень адгезии (в 9 раз
выше, чем у дикого типа в этих же условиях) и су-
хой вес корней этих томатов, говорит о том, что
эти растения скоординировано положительно реа-
гируют на присутствие бактерий, запуская каскад
различных реакций, влияющих на метаболизм
растений, включая синтез глутатиона, который яв-
ляется показателем физиологического состояния
растительной клетки. Растения, трансформиро-
ванные геном rapA1, показали не такую яркую
восприимчивость, и уровень исследуемых пока-
зателей у них оказался ниже относительно расте-
ний, трансформированных psl. Полученные ре-
зультаты позволяют утверждать, что растительно-
микробные ассоциации, образованные de novo в
данной работе, представляют собой надорганизмен-
ные системы, обладающие уникальными свойства-
ми и требующие дальнейшего изучения.

В нескольких исследованиях сообщалось, что
глутатион участвует в индукции защитных генов

Рис. 5. Содержание МДА в корнях растений томата.
Одинаковыми латинскими буквами обозначены ве-
личины, различия между которыми не достоверны
при P ≤ 0.05; 1 − контрольное растение; 2 − контроль-
ное растение, обработанное R. leguminosarum VSy3;
3 − растение, трансформированное psl; 4 − растение,
трансформированное psl, обработанное R. legumino-
sarum VSy3; 5 − растение, трансформированное rapA1;
6 − растение, трансформированное rapA1, обработан-
ное R. leguminosarum VSy3.

6

4

2

1

3

5

0
1 2 3 4 5 6

a a aa a a

С
о

д
е
р

ж
а

н
и

е
 М

Д
А

,

м
к

м
о

л
ь

/
г 

с
ы

р
о

й
 м

а
с
с

ы



530

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

ВЕРШИНИНА и др.

растений, а увеличение количества GSH и/или свя-
занных с GSH ферментов коррелирует с устойчи-
востью к различным биотическим стрессам,
включая атаки вирусов, бактерий и грибов. Кроме
того, в различных работах показано, что снижение
уровня GSH может быть причиной развития симп-
томов, вызванных фитопатогеном у восприимчи-
вых растений [23]. Ранее изучали реакцию антиок-
сидантных систем двух сортов томатов на инфи-
цирование псевдомонадами. У инокулированного
восприимчивого к болезни сорта было обнаружено
существенное снижение содержания GSH и на-
копление GSSG. Напротив, при взаимодействии
с устойчивым сортом томата количество GSH
практически не снижалось [1]. Эти результаты
указывают на то, что поддержание гомеостаза
глутатиона, по‒видимому, вносит вклад в недо-
ступность тканей растений для бактериальной
атаки, а содержание глутатиона считается цен-
ным индикатором биотического стресса в расте-
ниях как во время атак патогенов, так и при взаи-
модействии с ростостимулирующими бактериями.

В нашей работе прослеживалась четкая зако-
номерность, чем больше GSH синтезировалось
растениями в рамках исследуемых симбиотиче-
ских взаимодействий (рис. 4а), тем больше бакте-
рий адгезировалось на поверхности корней и
проникало внутрь (что опосредовано присутстви-
ем генов psl и 1-rapA1) (рис. 1, 2).

Известно, что глутатион необходим для деления
клеток апикальной меристемы корня, а его количе-
ство регулирует переход клеток из G1 в S-фазу кле-

точного цикла. Перемещение GSH в ядро в фазу G1
сильно влияет на окислительно-восстановитель-
ное состояние цитоплазмы и экспрессию редокс-
чувствительных генов. Последующее увеличение
тотального клеточного пула GSH выше уровня,
наблюдаемого в G1, необходимо для продвиже-
ния клетки к S-фазе цикла [24]. Исходя из этого,
можно сказать, что накопленный GSH в исследу-
емых растениях вносит вклад в индуцируемое
бактериями ростостимулирующее действие, что
находит отражение в показателях сухой биомассы
их корней (рис. 3а). При этом четко прослежива-
ется прямая зависимость, чем выше содержание
GSH (рис. 4а), тем больше масса корней растений
томата (рис. 3а), что также положительно корре-
лирует с показателями по адгезии бактерий (рис. 1).

Хотя пасленовые растения не вступают в азот-
фиксирующий симбиоз с ризобиями, увеличение
содержания GSH в нашей работе в случае инокуля-
ции ризобиями трансгенных по генам psl и rapA1
растений, возможно, объясняется наличием у то-
мата рецепторов, практически идентичных кина-
зам бобовых растений, содержащим LysM моти-
вы во внеклеточных доменах. Эти рецепторы свя-
зывают Nod факторы ризобий, вырабатываемые в
ответ на синтез флавоноидов растениями, и акти-

вируют симбиотические ответы через сигнальные
пути, схожие с образованием такого вида симби-
оза как арбускулярная микориза, формируемая
томатами с гломусовыми грибами [25]. Кроме того,
ранее была показана субстратная специфичность
хитиназ томата по отношению к Nod факторам ри-
зобий, что обычно является характерным для бобо-
вых растений [26]. Данный факт позволяет сделать
вывод, что специфичность симбиоза, частично, мо-
жет быть обусловлена активностью растительных
хитиназ [27].

Также было показано, что у ризобий GSH участ-
вует в адаптации к различным стрессам, как на
начальных этапах симбиотических взаимодей-
ствий, так и при дифференцировке в бактероиды.
Связано это с тем, что клубеньковые бактерии стал-
киваются с активными формами кислорода и ак-
тивными формами азота, продуцируемыми хозяи-
ном на всех этапах симбиотического процесса [28].
GSH играет важную роль в конкурентоспособно-
сти и симбиотической эффективности ризобий.
Мутантный по глутатионсинтетазе (gshB) штамм
R. leguminosarum bv. viciae 3841 не только слабо ко-
лонизировал ризосферу растений, но также при-
водил к снижению на 50% сухой биомассы расте-
ний вследствие снижения эффективности азот-
фиксации [29]. Поэтому, несомненно, изменения
в метаболизме GSH непосредственно влияют на
симбиотические взаимодействия бактерий и рас-
тений.

Необходимо отметить, что в обоих вариантах
исследуемых в данной работе трансгенных расте-
ний бактерии не оказывали влияния на содержание
GSSG, это говорит о том, что присутствие бактерий
на поверхности этих томатов не воспринимается
растениями как повреждающее (рис. 4б). Кроме то-
го, еще одним доказательством, указывающим на
отсутствие негативного действия ризобий на це-
лостность мембранных структур клеток корней,
являются результаты содержания в них МДА
(рис. 5). Это еще раз подтверждает факт положи-
тельного влияния бактерий на физиологическое
состояние изучаемых растений томатов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты демонстрируют пер-
спективность изучения окислительно-восстано-
вительного состояния глутатиона и уровня МДА в
растениях для оценки эффективности искусствен-
ных симбиотических систем. Особого внимания за-
служивает факт более яркого ответа растений,
трансформированных геном psl, в сравнении с рас-
тениями, экспрессирующими rapA1, на присут-
ствие в ризосфере ризобий, узнающих продукты
этих генов. Ранее роль глутатиона во взаимодей-
ствиях между растениями и микробами преиму-
щественно изучалась в рамках бобово-ризобиаль-
ного и микоризного симбиозов, оставляя без вни-
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мания искусственные симбиотические системы.
Совокупность полученных данных расширяют на-
ши познания о роли глутатиона в реализации воз-
можного симбиотического взаимодействия между
трансгенными растениями и микросимбионтами.
Предложенный инструментарий также, на наш
взгляд, может оказаться эффективным для анали-
за искусственных симбиотических систем при
токсическом воздействии тяжелых металлов или
влияния фитопатогенов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит, каких ‒
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.

Работа была выполнена с привлечением при-
борного парка РЦКП “Агидель” УФИЦ РАН и
УНУ “Кодинк” УФИЦ РАН в рамках госзадания
(тема №AAAA-A21-121011990120-7) при финансо-
вой поддержке гранта Российского фонда фунда-
ментальных исследований 18-34-20004.
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