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Изучено влияние колонизации растений ячменя (Hordeum vulgare L.) ассоциативными микроорга-
низмами Pseudomonas putida BS3701 на адаптацию фотосинтетического аппарата к высокой интен-
сивности света. Обнаружен ряд отличий в функционировании и строении фотосинтетического ап-
парата контрольных растений и растений, колонизированных Р. putida BS3701, выращенных при
100 мкмоль квантов/м2 с. Показано, что растения ячменя, колонизированные Р. putida BS3701, об-
ладали повышенной устойчивостью к высокой интенсивности света (1000 мкмоль квантов/м2 с) по
сравнению с контрольными растениями. Установлено, что адаптационное уменьшение размера ан-
тенны ФС2 характеризовалось одинаковым молекулярным механизмом и в контрольных, и коло-
низированных растениях. Однако уменьшение размера антенны ФС2 оказалось значительнее вы-
ражено в колонизированных растениях. Можно предположить, что это и явилось причиной более
эффективной защиты фотосинтетического аппарата растений, колонизированных Р. putida BS3701,
от фотоингибирования при повышенном освещении.

Ключевые слова: колонизация растений, ассоциативные микроорганизмы, фотосинтетический ап-
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Выяснение молекулярного механизма сопро-
тивляемости растений неблагоприятным факто-
рам среды является одной из актуальных задач со-
временной прикладной биохимии. Такие климати-
ческие колебания, как изменения среднегодовых
температур и количества выпавших осадков, нега-
тивно влияют на функционирование растений,
приводя к снижению урожайности сельскохозяй-
ственных культур. Одно из направлений поиска
средств их защиты является применение непато-
генных почвенных микроорганизмов. Почвенные
микроорганизмы, заселяющие ризосферу, способ-
ны к образованию симбионтов “растение – микро-
организм”. В результате такого симбиоза растение
может приобретать не только повышенную устой-
чивость к неблагоприятным абиотическим факто-
рам среды, но и повышенную сопротивляемость
по отношению к фитопатогенным грибам и бак-
териям.

Известно, что для микроорганизмов, способ-
ных стимулировать рост растений, увеличивать их

продуктивность и устойчивость к фитопатогенам,
биотическим и абиотическим факторам, принято
название “plant growth-promoting rhizobacteria”
(PGPR) [1]. В настоящее время имеются данные о
влиянии колонизации PGPR на устойчивость
растений к засухе, засолению почвы, повышению
температуры, изменению содержания углекисло-
го газа в атмосфере и присутствию в почве тяже-
лых металлов [2]. Однако не менее важным фак-
тором, влияющим на рост и развитие растения,
является уровень их освещенности. При избыточ-
ной освещенности оптимизация фотосинтетиче-
ской активности происходит на разных уровнях
организации растения, от регулирования поворота
листа до регулирования уровня экспрессии генов,
кодирующих белки фотосинтетической электрон-
транспортной цепи. При перевозбуждении элек-
трон-транспортной цепи в условиях повышенной
освещенности растения не способны использо-
вать всю получаемую энергию в фотохимических
реакциях, поэтому один из адаптационных меха-
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низмов к высокой интенсивности света связан с
уменьшением размера антенны фотосистемы 2
(ФС2) [3, 4], которое приводит к уменьшению аб-
сорбции световой энергии и предотвращению пе-
ревосстановления электрон-транспортной цепи.
Уменьшение размера антенны ФС2 при долго-
временной повышенной освещенности требует
уменьшения биосинтеза ее светособирающих
белков. Для растений Arabidopsis thaliana дикого
типа было показано, что уменьшение размера ан-
тенны ФС2 осуществляется путем подавления
биосинтеза внешних белков Lhcbl, Lhcb2, Lhcb3 и
Lhcb6 и наблюдается на транскрипционном или
постранскипционном этапе [5], в то время как
количество белков Lhcb4 и Lhcb5 не изменяется
[3, 4]. Было показано, что размер антенны ФС2
уменьшается после 3 сут нахождения растений в
условиях повышенной освещенности при посто-
янном освещении.

Цель работы – изучить влияние на адаптацию к
высокой интенсивности света колонизации расте-
ний ячменя (Hordeum vulgare L.) ассоциативными
ризобактериями Pseudomonas putida sp. BS3701, ко-
торые входят в состав консорциума, эффективно
деградирующего нефтепродукты [6, 7].

МЕТОДИКА

Условия культивирования микроорганизмов.
Для колоницации семян использовали культуру
Р. putida BS3701 (штамм получен из ИБФМ РАН.
Пущино), выращенную в течении 16 ч на богатой
питательной среде LB, содержавшей (г/л): бакто-
триптон – 10, дрожжевой экстракт – 5 и NaCl – 10.
Для определения выживаемости Р. putida BS3701 в
ризосфере ячменя использовали селективную пи-
тательную среду King В, следующего состава (г/л):
протеазный пептон – 20, гидрофосфат калия – 1.5,
сульфат магния (6-водный) – 1.5 и агар-агар – 20.

Условия выращивания растений. Контрольные
и колонизированные семена ячменя проращива-
ли в темноте в течение 24 ч, затем переносили в
термостатируемую камеру (21°С) и выращивали в
течение 6 сут на нестерильной почве в условиях
умеренной интенсивности света 100 мкмоль кван-
тов/м2 с, светопериод 8 ч день/16 ч ночь. Пророст-
ки (7 сут) контрольных и растений, колонизиро-
ванных Р. putida BS3701, переносили в условия
высокой интенсивности света (1000 мкмоль кван-
тов/м2 с) и постоянного освещения без измене-
ния его спектрального состава. Измерение ин-
тенсивности света проводили с помощью прибо-
ра LI-250 Quantum Sensor (“LI-COR”, США).

Определение колонизирующей способности ри-
зосферных бактерий. Для определения способно-
сти бактерий колонизировать корни растений и ри-
зосферу проводили смыв с корней на 7 сут после на-
чала проращивания семян. Корни освобождали от

крупных комков земли, помещали в физраствор (1 г
влажной биомассы на 100 мл раствора) и перемеши-
вали на мульти-ротаторе Multi Bio RS-24 (“Biosan”,
Латвия) при скорости 30 об./мин в течение 30 мин
После стандартных серийных разведений высева-
ли на селективную среду King В для идентифика-
ции микроорганизмов рода Pseudomonas.

Было показано, что Р. putida BS3701 сохранял-
ся в ризосфере в течение всего эксперимента,
концентрация бактериальной культуры составля-
ла ~6 × 106 КОЕ/г влажной биомассы. Общая
микробная обсемененность колонизированных
растений (оценивались культивируемые формы)
составила ~108 КОЕ/г влажной биомассы. Штамм
Р. putida BS3701 не обнаруживался при смыве с кор-
ней не колонизированных растений, их общая мик-
робная обсемененность составляла ~7 × 107 КОЕ/г
влажной биомассы.

Измерение индукционных кривых быстрой флу-
оресценции, ОЛР-кинетик. Быструю фазу индук-
ции флуоресценции хлорофилла ФС2 (ОЛР) в
промежутке времени 0.01–1.0 с фиксировали с
помощью флуориметра Handy PEA (“Hansatech
Instruments”, Германия) при подаче вспышки на-
сыщающего света 3500 мкмоль квантов/м2 с.

Данные были обработаны с помощью про-
граммы Pea Plus. Ниже приведены формулы рас-
чета основных параметров флуоресценции, ис-
пользуемых в работе:
F
v
 = Fm – F0 – переменная флуоресценция в опре-

деленный момент времени;
Sm = area/(Fm – F0) –нормированная площадь над ин-
дукционной кривой флуоресценции OJIP, отражаю-
щая емкость пула электронных акцепторов до полно-
го восстановления QA;
ABC/RC = (M0/Vj)(Fv

/Fm) – усредненное поглоще-
ние потока фотонов хлорофиллом антенны ФС2
(отражает кажущийся размер антенны ФС2);
PIabs = (RC/ABS) – показатель функциональной
активности ФС2;
Fm – максимальный уровень флуоресценции, ко-
гда все реакционные центра ФС2 закрыты;
F0 – минимальный уровень флуоресценции, ко-
гда все реакционные центры ФС2 открыты;
М0 – начальный наклон фазы О-J роста флуорес-
ценции (отражает скорость закрывания РЦ ФС2);
Vj = (Fj – F0)/F

v
 – относительная амплитуда О-J

фазы (отражает количество РЦ, которые закры-
ваются при подаче насыщающей вспышки, по от-
ношению к общему числу РЦ);
Area – площадь над индукционной кривой флуо-
ресценции (OJIP).

Определение количества пероксида водорода в
листьях. Измерение количества пероксида водо-
рода было основано на перекисном окислении
люминола [8]. Листья (50–100 мг) замораживали
в жидком азоте, переносили в 0.4 мл 2 М трихлор-
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уксусной кислоты и гомогенизировали. Перок-
сид водорода экстрагировали 3 мл 0.05 М К-фос-
фатного буфера, pH 8.5. Для удаления пигментов
суспензию инкубировали в течение 1 ч с активи-
рованным углем (250 мг). Полученную смесь цен-
трифугировали при 10000 g в течение 20 мин Су-
пернатант отбирали и доводили 2 М КОН до рН 8.5.
Для определения содержания пероксида водоро-
да использовали 50 мкл полученного экстракта, в ко-
торый с помощью дозатора вносили 1 мл смеси лю-
минола (2.26 × 10–4 М) и пероксидазы (1 × 10–6 М).
Для построения калибровочной кривой использо-
вали растворы с известной концентрацией перок-
сида водорода. Уровень хемилюминесценции ре-
гистрировали с помощью программы PowerGraph.

Определение концентрации хлорофилла. Для
определения содержания хлорофилла 20 мкл про-
бы растворяли в 1 мл 95%-ного этанола и центри-
фугировали при 3400 g на центрифуге “MiniSpin”
(“Eppendorf”, Германия). После этого измеряли
оптическую плотность супернатанта на спектро-
фотометре “СФ 2000" ("Спектр”, Россия) при
664.2 и 648.6 нм. Концентрацию хлорофилла
определяли, используя уравнение [9].

Полимеразная цепная реакция в режиме реаль-
ного времени. Количественный анализ уровня
мРНК проводили методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени (ПЦР-РВ), дополненного реакцией
обратной транскрипции. Для ее постановки ис-
пользовали набор RevertAid RT Reverse Transcrip-
tion Kit (“Fermentas”, США) и универсальный
праймер Oligo (dT)18. Реакцию проводили в соот-
ветствии с протоколом производителя. Для коли-
чественной ПЦР использовали набор реагентов
для проведения ПЦР-РВ в присутствии красите-
ля SYBR Green I (“Синтол”, Россия). Для каждо-
го из определяемых генов ячменя аскорбатперок-
сидазы (арх), глутатионпероксидазы (gpx) и ката-
лазы (cat) [10] были подобраны специфические
праймеры: IhcbS и lhcb6 [11], lhcb4 (Fw 5'-CTCTTA-
AGTGGTCGGTGGT-3', Rv 5'-TCCTATGTGATC-
GGACCAGC-3'), Ihcb5 (Fw 5'-GATCTACTTGC-
CCAACGG-3', Rv 5'-CATGGATGAGCTCAAAG-
GCC-3').

Режим амплификации: генов act, apx, cat,
lhcb3–5: 95°C 5 мин, 95°C 20 c, 60°C 20 c, 72°C 5 с,
количество циклов – 50, а генов act, gpx, lhcb6:
95°C 5 мин, 95°C 20 c, 64°C 20 c, 72°C 5 с, количе-
ство циклов – 50.

Вестерн-блот анализ. Разделение белков про-
водили с помощью электрофореза в денатуриру-
ющих условиях в 16%-ном полиакриламидном
геле [12] в камере Mini-PROTEAN (“BioRad”,
США). К образцам тилакоидных мембран добав-
ляли 200 мМ трис-HCl буфер, pH 6.8, содержа-
щий 8% ДДС-Na, 32% глицерина, 0.4% бромфено-
лового синего и 400 мМ дитиотреитола, нагревали
при 95°С в течение 5 мин и центрифугировали при

4500 g на MiniSpin (“Eppendorf”, Германия) в тече-
ние 15 мин Все образцы тилакоидов были выров-
нены по содержанию хлорофилла (0.5 мкг на
один трек геля). Также на гель наносили 5 мкл
предварительно окрашенных белков-маркеров
PageRuler Prestained Protein Ladder (“Thermo Sci-
entific”, США). После электрофореза белки пере-
носили на PVDF мембрану с использованием мок-
рого блоттинга Mini Trans-Blot Cell (“BioRad”,
США). После трансфера белков мембраны отмы-
вали в TBS буфере. Далее их помещали в раствор
первичных антител против белков Lhcbl, Lhcb2,
Lhcb5, Lhcb6 и D1 (“Agrisera”, США), и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°С. В качестве вторич-
ных антител использовали в разведении 1 : 3000
антитела, связанные с щелочной фосфатазой
(Goat Anti-Rabbit lgG (H + L, “Bio-Rad”, США).
Визуализацию проводили с помощью набора суб-
страта и щелочной фосфатазы (АР Conjugate Sub-
strate Kit, “Bio-Rad”, США). Результаты колори-
метрической реакции оценивали с помощью ден-
ситометрии, для анализа использовали программу
Gel-Pro Analyser 3.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для изучения различий в протекании адаптаци-

онных механизмов у контрольных растений и ко-
лонизированных Р. putida BS3701 в течение 5 сут в
условиях высокой интенсивности света, проводи-
ли измерение быстрой фазы индукции флуорес-
ценции хлорофилла а (OJIP-кинетик). На их осно-
ве рассчитывали следующие параметры: F

v
/Fm –

максимальный квантовый выход ФС2, Pi – ин-
декс жизнеспособности, а также параметр Sm, ха-
рактеризующий окислительно-восстановительное
состояние пула пластохинона, и параметр ABS/RC,
характеризующий видимый размер антенны ФС2
(рис. 1).

До переноса растений в условия высокой ин-
тенсивности света не было обнаружено достовер-
ных различий значений максимального кванто-
вого выхода ФС2 (F

v
/Fm между контрольными и

колонизированными растениями. Однако через
2–3 сут после их переноса в условия высокой ин-
тенсивности света эти значения для листьев, ко-
лонизированных Р. putida BS3701, оказывались
достоверно выше по сравнению со значениями
для контрольных листьев. При этом данный эф-
фект усиливался на 3 и 5 сут после начала адап-
тации. Более высокие значения максимального
квантового выхода в стрессовых условиях отра-
жали более высокую устойчивость фотосинтети-
ческого аппарата листьев растений, колонизи-
рованных Р. putida – BS3701. Показатель жизне-
способности (Pi) также оказывался достоверно
выше на 3–5 сут адаптации к свету в колонизиро-
ванных растениях, что дополнительно свидетель-
ствовало о повышении эффективности протека-
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ния адаптационных механизмов в колонизирован-
ных растениях по сравнению с контрольными.

При сравнении параметров Sm, характеризую-
щих окислительно-восстановительное состояние
пула пластохинона, не было обнаружено разли-
чий в контрольных и колонизированных расте-
ниях до их переноса в условия высокой интенсив-
ности света. Через 24 ч после переноса растений в
условия высокой интенсивности света значения
параметра Sm снижались, что отражало возраста-
ние уровня восстановления пула пластохинона
как в контрольных, так и в колонизированных
растениях. Увеличение степени восстановления
пула пластохинона после переноса в условия вы-
сокой интенсивности света является сигналом
для запуска ряда адаптационных изменений, ко-
торые способствуют оптимизации строения и
функционирования фотосинтетического аппара-
та в новых условиях освещения [13–16]. Уменьше-
ние степени восстановления пула пластохинона
после 72 ч нахождения контрольных и колонизи-

рованных растений в условиях высокой интенсив-
ности света свидетельствовало о произошедшей
адаптации фотосинтетического аппарата, что от-
ражалось в увеличении максимального квантового
выхода и индекса жизнеспособности в контроль-
ных и колонизированных растениях.

Одним из адаптационных механизмов, приво-
дящим к восстановлению функционирования
фотосинтетической электрон транспортной цепи
при увеличении освещенности, связан с умень-
шением размера антенны ФС2, которое приводит
к снижению количества поглощаемых квантов
света, и, таким образом, к защите ФС2 от фотоин-
гибирования. Параметр ABS/RC, характеризую-
щий видимый размер антенны ФС2, оказывался
выше в растениях, колонизированных Р. putida
BS3701 до переноса растений в условия высокой
интенсивности света, что свидетельствовало о
большем размере антенны ФС2 в колонизиро-
ванных растениях при использованных условиях
выращивания. После переноса растений в усло-

Рис. 1. Влияние 1–5 сут инкубации 7-суточных контрольных проростков (1) и колонизированных Р. putida BS3701 (2)
растений ячменя в условиях высокой интенсивности света (ВС, 1000 мкмоль квантов/м2 с) на максимальный кванто-
вый выход ФС2 (F

v
/Fm, а), индекс жизнеспособности (Pi, б), редокс состояние пула пластохинона (Sm, в) и кажущийся

размер антенны ФС2 (ABS/RC, г). НС – показатели до переноса растений в условия ВС. (Статистическая обработка:
боксы представляют собой диапазон значений, в который попадали 75% всех измерений; среднее значение обозначе-
но точкой внутри столбиков; горизонтальная линия внутри столбиков – медиана).
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вия высокой интенсивности света на 3 сут дан-
ный параметр снижался, как в колонизирован-
ных, так и контрольных растениях примерно до
одинакового уровня. Необходимо отметить, что
на 4–5 сут после переноса растений в условия вы-
сокой интенсивности света наблюдалось увели-
чение параметра ABS/RC в контрольных и коло-
низированных растениях. Можно предположить,
что причиной такого увеличения являлось разру-
шение части реакционных центров и внутренней
антенны ФС2. Как показали данные, представлен-
ные на рис. 1, это разрушение более выражено
именно в контрольных растениях. Для наиболее
правильной интерпретации параметра ABS/RC
необходима дополнительная оценка количества
мажорных белков реакционных центров.

С помощью вестерн-блот анализа (рис. 2) бы-
ло показано, что количество белка D1 реакцион-
ного центра ФС2 не изменялось при высокой
интенсивности света в контрольных и колони-
зированных растениях в течение 3 сут, однако
впоследствии, особенно на 5 сут, наблюдалась
деградация белка D1. При этом деградация, дей-
ствительно, оказалась более выраженной в кон-
трольных растениях.

Известно, что антенные коровые субъединицы
ФС2 и мажорные тримерные комплексы ФС2 ха-
рактеризуются различным содержанием хлоро-
филла a (Chа) и b (Chb). Коровые субъединицы
СР47 и СР43 связывают Сhl а, в то время как ми-
норные антенные белки Lhcb4, Lhcb5 и Lhcb6, а
также мажорные комплексы (Lhcbl + Lhcb2 +

Рис. 2. Вестерн-блот анализ (I) и содержание (II%) белков Lhcbl (a), Lhcb2 (б), Lhcb5 (в), Lhcb6 (г), D1 (д) ФС2 после
инкубации листьев контрольных (1, 3, 5, 7) и колонизированных Р. putida BS3701 (2, 4, 6, 8) растений ячменя до пере-
носа в условия высокой интенсивности света (НС) и в условиях высокой интенсивности света ( ВС, 1000 мкмоль кван-
тов/м2с) в течение 5 сут. 
М – белки-маркеры молекулярных масс. (За 100% принято содержание соответствующего белка в контрольных рас-
тениях до переноса в условия ВС, полученное по результатам денситометрии).
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+ Lhcb3) – не только Сhl а, но и Сhl b. У высших
растениях уменьшение размера антенны ФС2
при долговременной повышенной освещенности
происходит в основном за счет уменьшения коли-
чества мажорных белков, что приводит к уменьше-
нию количества Сhl b [21]. Поэтому увеличение в
отношении Сhlа/Chlb отражает уменьшение раз-
мера антенны ФС2 [21]. В связи с этим для обнару-
жения различий в адаптационном изменении раз-
мера и состава светособирающей антенны ФС2
определяли изменение отношения содержаний
хлорофилла а к хлорофиллу b (Сhlа/Chlb). До пе-
реноса в условия высокой интенсивности света
растения, колонизированные бактериями штам-
ма Р. putida BS3701, характеризовались более низ-
ким значением Сhlа/Chlb (2.12 ± 0.08 по сравне-
нию с 2.33 ± 0.05). Более низкое значение
Сhlа/Chlb соответствовало большему размеру ан-
тенны ФС2 и согласовывалось с измеренным при
этом параметром ABS/RC (рис. 2). Через 3 сут после
переноса растений в условия высокой интенсивно-
сти света наблюдалось увеличение Сhlа/Chlb как в
контрольных (2.54 ± 0.08), так и в колонизирован-
ных (2.50 ± 0.13) растениях, что указывало на
уменьшение размера антенны ФС2. На 5 сут адап-
тации растений к высокой интенсивности света
Сhlа/Chlb снижалось в контрольных листьях
(2.34 ± 0.05). В растениях, колонизированных
бактериями штамма Р. putida BS3701, на 5 сут
Сhlа/Chlb не изменялось и составило 2.49 ± 0.08.
На основании данных, представленных на рис. 4,
можно предположить, что в контрольных листьях
проходила деструкция части белков реакционно-
го центра ФС2, связывающих Сhlа.

Для детального изучения изменения количе-
ства белков антенны ФС2 при переносе растений
в условия высокой интенсивности света оценива-
ли содержание мажорных белков Lhcbl и Lhcb2, а
также минорных белков Lhcb5 и Lhcb6 антенны
ФС2, участвующих в уменьшении размера антен-
ны ФС2 при увеличении интенсивности света
(рис. 2). Для этого выделяли тилакоиды из ли-
стьев контрольных и колонизированных расте-
ний и затем с помощью вестерн-блот анализа раз-
деляли белки тилакоидов по молекулярной мас-
се, как описано ранее [12].

Были обнаружены различия в строении фото-
синтетического аппарата контрольных растений
и растений, колонизированных Р. putida BS3701,
выращенных в условиях нормального освещения
(100 мкмоль квантов/м2с). При этом количество
белков Lhcbl, Lhcb2 и Lhcb6 было выше в растени-
ях, колонизированных бактериями штамма Р. puti-
da BS3701, что являлось следствием более высоко-
го уровня экспрессии их генов (рис. 3). Таким обра-
зом, растения, колонизированные Р. putida BS3701,
обладали достоверно большим размером светосо-
бирающей антенны ФС2 по сравнению с кон-
трольными растениями. Это согласовывалось с

данными, полученными при определении отно-
шения Сhlа/Chlb и параметра ABS/RC. Известно,
что растения ячменя относятся к светолюбивым,
поэтому больший размер антенны ФС2 колонизи-
рованных растений при умеренной интенсивности
света (100 мкмоль квантов/м2с) может привести к
большему приросту биомассы и, следовательно,
большей их продуктивности при улавливании боль-
шего количества квантов света по сравнению с
контрольными растениями.

На 1 сут после переноса растений в условия вы-
сокой интенсивности света наблюдалось умень-
шение количества белков Lhcbl, Lhcb2 и Lhcb6,
именно тех белков, которые в первую очередь
участвовали в модуляции размера антенны ФС2
при изменении условий освещения [11]. Умень-
шение количества данных белков происходило и
в контрольных, и в колонизированных растени-
ях, достигая примерно одинакового количества.

Однако до переноса в условия высокой интенсив-
ности света растения, колонизированные Р. putida
BS3701, содержали большее количество белков Lhcbl
и Lhcb2 по сравнению с контрольными (рис. 2) то
есть в растениях, колонизированных бактериями
штамма Р. putida BS3701 за первые 24 ч после пе-
реноса в условия высокой интенсивности света
происходило более значительное уменьшение
размера антенны ФС2. Через 5 сут адаптации ко-
личество белков Lhcbl, Lhcb2 и Lhcb6 оказывалось
меньшим в растениях, колонизированных Р. putida
BS3701 (рис. 2). Содержание белка Lhcb5, который,
как предполагают [3, 4], не участвует в модуляции
размера антенны ФС2, не изменялось в ходе 5-су-
точной адаптации как в контрольных, так и коло-
низированных растениях.

Для того, чтобы определить, на каком этапе
биосинтеза белков светособирающей антенны
ФС2 происходит регуляция их количества в рас-
тениях, определяли уровни экспрессии генов, ко-
дирующих белки Lhcb3, Lhcb 4, Lhcb5 и Lhcb 6
(рис. 3). Через 1 сут после переноса растений в
условия высокой интенсивности света значи-
тельно снижались уровни экспрессии всех изу-
ченных генов как в контрольных, так и колонизи-
рованных растениях. На 5 сут их уровень экспрес-
сии снизился до не детектируемых значений (не
показано).

Таким образом, в данной работе было показа-
но, что уменьшение размера светособирающей
антенны ФС2 как у контрольных, так и растений,
колонизированных Р. putida BS3701, происходило
на уровне экспрессии генов, кодирующих ее бел-
ки. Полученные результаты согласуются с данны-
ми, полученными ранее для растений Arabidopsis
thaliana дикого типа [5]. В целом, уменьшение
размера антенны ФС2 протекало по одинаковому
механизму в контрольных и колонизированных
растениях, который включал уменьшение уровня
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экспрессии соответствующих генов, однако это
уменьшение оказалось более значительным в ко-
лонизированных растениях.

Уровень экспрессии гена, кодирующего белок
Lhcb5, также снижался через 3 сут после переноса
растений в условия высокой интенсивности света,
однако его содержание не изменялось в течение 5 сут
адаптации (рис. 2). Снижение уровня экспрессии
приводило к подавлению биосинтеза белков. Из-
вестно, что при высокой интенсивности света на
2 сут происходит активация протеазы – фермен-
та, осуществлявшего расщепление тех белков, син-
тез которых подавлен [21]. Белок Lhcb5 входит в
состав белков внутренней антенны, и доступ про-
теазы к этому белку затруднен присутствием внеш-
них белков Lhcbl, Lhcb2 и Lhcb6. Только после де-
градации этих белков возможно и его удаление.

Поскольку в работе [17] были получены дан-
ные о том, что сигналом для уменьшения размера
антенны ФС2 при увеличении интенсивности
света является не непосредственно окислитель-
но-восстановительное состояние пула пластохи-
нона, как считалось ранее, а количество перокси-
да водорода, образованного с участием компонен-
тов пула пластохинона, то можно предположить,

что увеличение размера антенны ФС2 в колонизи-
рованных растениях при 100 мкмоль квантов/м2 с
происходило вследствие меньшего количества пе-
роксида водорода в них. В результате реакции
между полностью восстановленным пластохино-
ном и супероксидным анион радикалом образо-
вание пероксида водорода протекает внутри ти-
лакоидной мембраны [18], при этом показано,
что супероксидный анион радикал образуется
внутримембранными компонентами ФС1 [19].
При увеличении интенсивности света образова-
ние пероксида водорода увеличивается именно
внутри тилакоидной мембраны, что коррелирует
с возрастанием степени восстановления пула
пластохинона и может служить сигналом для за-
пуска адаптации антенны ФС2 [20].

Общее содержание пероксида водорода до пе-
реноса растений в условия высокой интенсивно-
сти света было достоверно ниже в растениях, ко-
лонизированных Р. putida BS3701, по сравнению с
контрольными (рис. 4). Через 1 сут после перено-
са растений в условия высокой интенсивности
света происходило значительное, но примерно до
одинакового уровня, увеличение содержания пе-
роксида водорода в контрольных и колонизиро-

Рис. 3. Уровень экспрессии (отн. ед.) генов lhcb3 (a), lhcb4 (б), lhcb5 (в) и lhcb6 (г) в 7-семисуточных контрольных (1) и
колонизированных Р. putida BS3701 (2) проростках ячменя (НС) и их листьях после инкубации в течение 1–3 сут в
условиях высокой интенсивности света. (Данные были нормализованы по экспрессии гена актина; результаты пред-
ставлены как среднее ±SE).
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ванных растениях. После 5 сут нахождения расте-
ний в условиях высокой интенсивности света из-
менения, произошедшие в функционировании и
строении фотосинтетического аппарата, приво-
дили к снижению содержания пероксида водоро-
да в контрольных и колонизированных листьях
по сравнению с первыми сутками. Увеличение
содержания пероксида водорода в контрольных и
колонизированных листьях через 24 ч после пере-
носа растений в условия высокой интенсивности
света и уменьшение количества пероксида водо-
рода через 3–5 сут адаптации коррелировали с
увеличением степени восстановления пула пла-
стохинона в первые сут и снижением этого уров-
ня через 3 сут адаптации.

Таким образом, количество пероксида водорода
может передавать информацию об окислительно-
восстановительном состоянии пула пластохинона и
служить сигналом для запуска адаптационного
уменьшения размера антенны ФС2. Поскольку че-
рез 1 сут в колонизированных растениях уровень
пероксида водорода возрастал существеннее, чем
в контрольных (учитывая то, что до переноса на
высокую интенсивность света в колонизирован-
ных этот уровень был достоверно ниже), то имен-
но это в большей степени уменьшало размер их
антенны ФС2.

Пероксид водорода, содержание которого
определялось, образовывался в результате двух
параллельно протекающих процессов: его обра-
зования и разложения антиоксидантными фер-
ментами. Можно предположить, что колониза-
ция Р. putida BS3701, увеличивая активность анти-
оксидантных систем, приводила к уменьшению

концентрации пероксида водорода в листьях и, та-
ким образом, к увеличению размера антенны ФС2.
Для оценки содержания антиоксидантных фермен-
тов в клетках контрольных и колонизированных
растений были проанализированы изменения уров-
ней экспрессии генов аскорбатпероксидазы, лока-
лизованной в хлоропластах, а также каталазы и глу-
татионпероксидазы, расположенных в пероксисо-
мах и цитоплазме соответственно (рис. 5). К первому
звену последовательности окислительно-восстано-
вительных реакций с участием аскорбата, глутатио-
на и НАДФН, так называемого аскорбат-глутатио-
нового цикла относится аскорбатпероксидазная
реакция, которая обеспечивает нейтрализацию
пероксида водорода в хлоропластах с его последу-
ющим восстановлением до молекул воды. Катала-
за выполняет аналогичную функцию, катализируя
разложение его молекул.

Полученные данные показали, что до переноса в
условия высокой интенсивности света растения,
колонизированные Р. putida BS3701, обладали до-
стоверно более высоким уровнем экспрессии генов,
кодирующих изучаемые антиоксидантные фермен-
ты, что приводило к более низкому содержанию в
них пероксида водорода (рис. 4). Через 1 сут после
переноса растений в условия высокой интенсивно-
сти света наблюдалось возрастание уровня экс-
прессии гена, кодирующего аскорбатпероксидазу
как в контрольных, так и колонизированных рас-
тениях. Возрастание уровня экспрессии аскор-
батпероксидазы отвечало на увеличение количе-
ства пероксида водорода, продуцируемого хлоропла-
стами при повышении интенсивности освещения
листьев. В растениях, колонизированных Р. putida
BS3701, уровень экспрессии гена, кодирующего ас-
корбатпероксидазу, через 3 сут адаптации к высо-
кой интенсивности света возвращался к значе-
нию до переноса растений в условия высокой ин-
тенсивности света, что свидетельствовало о
снижении продукции пероксида водорода в хло-
ропластах колонизированных растений в резуль-
тате адаптации фотосинтетического аппарата к
новым световым условиям. В контрольных расте-
ниях уровень экспрессии аскорбатпероксидазы
сохранялся на высоком уровне даже после 5 сут
адаптации растений к высокой интенсивности
света, что указывало на высокий уровень образо-
вания пероксида водорода в хлоропластах кон-
трольных листьев.

Каталаза, эффективно разлагающая Н2O2 в
аэробных организмах, не была обнаружена в хло-
ропластах, поскольку в клетках растений она со-
средоточена, в основном, в пероксисомах. Уро-
вень экспрессии гена, кодирующего каталазу,
снижался через 1 сут после переноса растений в
условия высокой интенсивности света и в кон-
трольных, и в колонизированных растениях. Это
свидетельствовало о том, что образование перок-
сида водорода в пероксисомах не увеличивалось,

Рис. 4. Содержание пероксида водорода (мкМ/г сы-
рого веса листа) в 7-суточных проростках (НС) и ли-
стьях контрольных (1) и колонизированных P. putida
BS3701 (2) растений ячменя после инкубации в тече-
ние 1–5 сут в условиях высокой интенсивности света.
(Результаты представлены как среднее ±SE.)
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а повышенная экспрессия аскорбатпероксидазы,
осуществляющей утилизацию пероксида водоро-
да в хлоропластах, свидетельствовала об увеличе-
нии продукции пероксида водорода именно
внутри хлоропластов и контрольных, и колони-
зированных растений. Глутатионпероксидаза
катализирует восстановление перекисей липи-
дов в соответствующие спирты и, таким образом,
способствует защите организмов от перекисного
окисления липидов [22]. После переноса расте-
ний в условия высокой интенсивности света уро-
вень экспрессии кодирующего ее гена в растени-
ях, колонизированных Р. putida BS3701, не изме-
нялся, в то время как в увеличивался в ходе всей
адаптации к высокой интенсивности света. Это
указывало на то, что в хлоропластах контрольных
растений при этом происходило развитие окис-
лительного стресса.

Таким образом, полученные данные показали,
что колонизация растений ячменя Р. putida BS3701
положительно влияла на их адаптацию к услови-
ям высокой интенсивности света. В колонизиро-
ванных растениях наблюдалось более выраженное
уменьшение количества белков светособирающей
антенны ФС2 и, соответственно, большее умень-
шение ее размера. Оказалось, что в условиях высо-
кой интенсивности света это эффективнее за-

щищало их фотосинтетический аппарат от фо-
тоингибирования. В этих условиях, благодаря
более слаженной работе антиоксидантах систем,
колонизированные растения способны быстрее
восстанавливать нормальное функционирование
фотосинтетической цепи и других физиологиче-
ских процессов, в то время как в не колонизиро-
ванных растениях развивался окислительный
стресс, приводящий к деструктивным процессам.

Авторы выражают благодарность лаборатории
биологии плазмид Института биохимии и физио-
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The effect of the colonization of barley plants (Hordeum vulgare L.) by the associative microorganisms Pseudo-
monas putida BS3701 on the adaptation of the photosynthetic apparatus to high light intensity was studied.
A number of differences were found in the functioning and structure of the photosynthetic apparatus of control
plants and plants, colonized by P. putida BS3701, grown at 100 μmol quanta/m2s. Barley plants, colonized by
P. putida BS3701, were shown to have an increased resistance to high light intensity (1000 μmol quanta/m2s)
compared to control plants. It was established that the adaptation decrease in PSII antenna size was character-
ized by the same molecular mechanism in both control plants and plants, colonized by P. putida BS3701. How-
ever, the decrease in PSII antenna size was more pronounced in plants, colonized by P. putida BS3701. It can be
assumed that the latter led to more efficient protection of the photosynthetic apparatus of plants, colonized by
P. putida BS3701, against photoinhibition under increased illumination

Keywords: plant colonization, associative microorganisms, photosynthetic apparatus, adaptation, increased
illumination



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


