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ВЛИЯНИЕ КЛУБЕНЬКОВЫХ И ПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ  
НА ИЗМЕНЕНИЕ КОМПОНЕНТОВ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗНОЙ 

СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ В КОРНЯХ ГОРОХА НА НАЧАЛЬНЫХ 
ЭТАПАХ ФОРМИРОВАНИЯ БОБОВО-РИЗОБИАЛЬНОГО СИМБИОЗА
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В статье изучена динамика активности растворимой и трансмембранной форм аденилатциклазы (рАЦ 
и тАЦ), а также циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) в корнях этиолированных двухсуточных про-
ростков гороха Pisum sativim L. при взаимодействии с патогенными и клубеньковыми бактериями эффектив-
ного и неэффективного производственного штаммов. В краткосрочных опытах (в течение 1 часа с интервалом 
в 10 минут) обнаружен эндогенный ритм изменения концентрации циклического аденозинмонофосфата в тка-
нях корня проростков гороха, характеризующийся во временной динамике увеличением и снижением уровня 
цАМФ, который подвержен влиянию экзогенных факторов биотической (симбионт, патоген) природы. Подоб-
ные флуктуации также были обнаружены при изучении динамики активности растворимой и трансмембран-
ной форм аденилатциклазы под влиянием тех же биотических факторов. Предполагается, что наблюдаемые 
эффекты связаны с влиянием на растение определенных экзометаболитов Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
(симбионт) и Pseudomonas syringae pv. pisi (патоген), которые активируют врожденный иммунитет бобового 
растения. При этом различная динамика изменения изучаемых компонентов сигнальной системы растения-
хозяина на начальных этапах взаимодействия с симбиотическими и патогенными микроорганизмами имеет, 
вероятно, различную функцию: при симбиозе регуляторную, а при патогенезе – защитную.
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сигнальные системы

INFLUENCE OF STEMEN AND PATHOGENIC BACTERIA ON CHANGE  
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We studied the dynamics of the activity of soluble and transmembrane forms of adenylate cyclase (pAC and 
tAC), as well as cyclic adenosine monophosphate (cAMP) in the roots of etiolated two-day-old seedlings of pea Pisum 
sativim L. when interacting with pathogenic and nodule bacteria of effective and ineffective production strains. In 
short-term experiments (within an hour with an interval of 10 minutes), an endogenous rhythm of a change in the 
concentration of cyclic adenosine monophosphate in the tissues of the root of pea seedlings was found, characterized 
in time dynamics by an increase and decrease in the level of cAMP and which is subject to the influence of exogenous 
biotic factors (symbiont, pathogen) in nature. Similar fluctuations were also found when studying the dynamics of the 
activity of the soluble and transmembrane forms of adenylate cyclase under the influence of the same biotic factors. 
It is assumed that the observed effects are obviously related to the effect on the plant of certain exometebolites of 
Rhizobium leguminosarum bv. viceae (symbiont) and Pseudomonas syringae pv. pisi (pathogen), which activate the 
innate immunity of a legume plant. Moreover, the different dynamics of changes in the studied components of the signal 
system of the host plant at the initial stages of interaction with symbiotic and pathogenic microorganisms probably has 
a different function: regulatory in case of symbiosis, and protective in case of pathogenesis.
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Патогенные и  симбиотические взаимо-
действия растений с различными группами 
микроорганизмов часто встречаются в при-
роде и во многом схожи. Они основываются 
на подавлении или преодолении защитных 
механизмов растений, что способствует 
успешной колонизации их клеток. Растения 
способны реагировать на различные сиг-
налы из внешней среды, приспосабливаясь 
к ним при помощи генетического аппарата. 
В  свою очередь бактерии, взаимодействуя 
с растением-хозяином, способны создавать 
для себя благоприятные условия. В  лите-
ратуре имеются данные о  том, что одним 
из механизмов запуска сигнальных реак-
ций у растений является аденилатциклазная 

сигнальная система, когда под влиянием 
различных биотических факторов активи-
руется трансмембранная аденилатциклаза, 
что вызывает резкое и  кратковременное 
увеличение уровня циклического аденозин-
монофосфата [1, 2].

Целью настоящей работы было в кратко-
срочных опытах изучить влияние клубень-
ковых и патогенных бактерий на отдельные 
компоненты аденилатциклазной сигналь-
ной системы (цАМФ, рАЦ и тАЦ).

Материалы и методы исследования
Исследования проводили на проростках 

гороха (Pisum sativum L.) сорта Рондо, вы-
ращенных в  термостате при температуре 
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22 °С, у которых в течение часа с интервалом 
в 10 минут определяли содержание цАМФ, 
а  также активность растворимой и  транс-
мембранной форм аденилатциклазы. В  ка-
честве контроля применяли нулевой отрезок 
времени. Для экспериментов использовали 
растения, выращенные на воде без иноку-
ляции, а  также инокулированные клубень-
ковыми и  патогенными бактериями. Для 
инокуляции использовали 2 штамма бакте-
риями Rhizobium leguminosarum bv. viceae: 
эффективный производственный (CIAM 
1022), который характеризуется умеренной 
способностью проникать в  корни расте-
ний, образуя при этом развитые клубеньки, 
фиксирующие азот; неэффективный произ-
водственный (CIAM 1064), отличающийся 
более агрессивной способностью колонизи-
ровать корневую систему растения-хозяина, 
что на заключительном этапе формирования 
бобово-ризобиального симбиоза приводит 
к  образованию большого числа недораз-
витых клубеньков, не способных к  эффек-
тивной азотфиксации; и  1 штамм патогена 
гороха Pseudomonas syringae pv. pisi, вызы-
вающий бактериальный ожог.

Активность компонентов аденилатци-
клазной сигнальной системы определя-

ли по методу, основанному на работе  [3]. 
Для этого корни фиксировали в  жидком 
азоте и  гомогенизировали в  среде выде-
ления, содержащей 0,02 М фосфатный 
буфер, рН 7,2; 0,1 мМ теофиллин; 1 мМ 
дитиотреитол;  50 мкг/мл фенилметилсуль-
фонилфторид; 50 мкг/мл гидроксимерку-
рийбензоат; 1 мкг/мл лейпептин. Затем 
гомогенат центрифугировали 20 мин при 
16 000 g («Allegra 64 R»). Полученный су-
пернатант центрифугировали 90 мин при 
105 000 g («Sorvall Discovery 90 SE»). По-
лученный осадок ресуспендировали и опре-
деляли в нем активность трансмембранной 
аденилатциклазы (тАЦ), а в супернатанте – 
активность растворимой аденилатциклазы 
(рАЦ) и  концентрацию циклического аде-
нозинмонофосфата (цАМФ). Активность 
аденилатциклаз оценивали по концентра-
ции цАМФ в пробе в пересчете на 1 мг бел-
ка. Концентрацию цАМФ определяли им-
муноферментным анализом (ELISA). Белок 
определяли по методу Брэдфорда.

Эксперименты проводили в  3 незави-
симых повторениях. Для лучшего воспри-
ятия результаты представлены в процентах 
от контроля. Достоверность различий оце-
нивали по критерию Стьюдента.

          
А)                                                                                Б)

           
В)                                                                                Г)

Рис. 1. Динамика уровня цАМФ в корнях проростков гороха: А) выращенных на воде;  
Б) инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); В) инокулированных 

Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064) и Г) зараженных Pseudomonas syringae pv. pisi.  
Примечание. * – различия достоверны при р ≥ 0,95; ** – различия достоверны при р ≥ 0,99;  

*** – различия достоверны при р ≥ 0,999; не помеченные «*» – различия не достоверны
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А)                                                                                Б)

          

В)                                                                                Г)

Рис. 2. Динамика активности тАЦ в корнях проростков гороха: А) выращенных на воде;  
Б) инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); В) инокулированных 

Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064) и Г) зараженных Pseudomonas syringae pv. pisi. 
Примечание. * – различия достоверны при р ≥ 0,95; ** – различия достоверны при р ≥ 0,99;  

*** – различия достоверны при р ≥ 0,999; не помеченные «*» – различия не достоверны

Результаты исследования  
и их обсуждение

При выращивании проростков гороха 
на воде наблюдали снижение уровня цАМФ 
на протяжении всего эксперимента в сред-
нем на 35–40 % (рис. 1, А). 

При добавлении в  среду инкубации 
клубеньковых бактерий эффективного 
производственного штамма (CIAM 1022) 
ярко выраженных изменений в  концен-
трации цАМФ не наблюдалось (рис. 1,  Б). 
В  свою очередь на фоне инокуляции не-
эффективным производственным штам-
мом Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
(CIAM 1064) в  период 30–50 минут про-
исходило значительное увеличение уровня 
цАМФ (на 70 %) (рис. 1, В). При заражении 
Pseudomonas syringae pv. pisi цАМФ оста-
вался на уровне контроля, за исключением 
периода 20 минут, когда наблюдалось его 
увеличение на 30 % (рис. 1, Г).

Из литературы известно, что увеличе-
ние концентрации цАМФ внутри клеток 
при стрессе носит защитный характер 
и  способствует активации соответствую-
щих защитных реакций [2]. В связи с этим 

повышение концентрации цАМФ под вли-
янием неэффективного штамма ризобий 
вполне логично и  является механизмом, 
предотвращающим избыточную колониза-
цию корневой системы растения-хозяина. 
Пониженный уровень цАМФ при иноку-
ляции эффективным штаммом клубенько-
вых бактерий, возможно, также выполняет 
регуляторную функцию, поскольку умень-
шение цАМФ в  клетке не приводит к  за-
пуску защитных реакций и  позволяет 
ризобиям колонизировать клетки корня. 
Относительно взаимодействия с PS можно 
полагать, что пониженный уровень цАМФ 
свидетельствует о  степени вирулентно-
сти патогена.

Так как основным источником цикличе-
ского аденозинмонофосфата является аде-
нилатциклаза, в  дальнейших исследования 
изучали не только уровень цАМФ, но и ак-
тивность синтезирующих его ферментов 
(тАЦ и рАЦ).

Изучив активность трансмембранной 
аденилатциклазы (тАЦ), можно сказать, что 
во всех вариантах наблюдалась тенденция 
к увеличению активности изучаемого фер-
мента к 60 минутам (рис. 2). 
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А)                                                                                Б)

              
В)                                                                                Г)

Рис. 3. Динамика активности рАЦ в корнях проростков гороха: А) выращенных на воде;  
Б) инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); В) инокулированных 

Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064) и Г) зараженных Pseudomonas syringae pv. pisi. 
Примечание. * – различия достоверны при р ≥ 0,95; ** – различия достоверны при р ≥ 0,99;  

*** – различия достоверны при р ≥ 0,999; не помеченные «*» – различия не достоверны

Наибольшее увеличение было вызвано 
неэффективным штаммом клубеньковых 
бактерий (650 %) (рис. 2, В), в остальных же 
вариантах изменение активности составило 
100–150 %. 

В динамике растворимой аденилат-
циклазы (рАЦ) в  норме также определе-
ны ритмичные изменения, которые про-
являлись в  увеличении активности через 
20 и 40 минут (на 127 % и 386 % соответ-
ственно) и  снижении ее до уровня ниже 
контрольного через 30 и 50 минут на 50 % 
в  обоих случаях (рис. 3, А). Как и  в  экс-
перименте с  тАЦ, активность рАЦ при 
взаимодействии с  патогеном практиче-
ски совпадала с  контролем (рис. 3,  Г). 
Наибольшие различия наблюдались при 
инокуляции клубеньковыми бактериями. 
Так, при взаимодействии с  эффективным 
штаммом ризобий преобладала тенден-
ция к увеличению активности рАЦ, кото-
рая к  концу эксперимента выросла поч-
ти на 350 % (рис. 3,  Б). Неэффективный 
штамм в свою очередь вызывал снижение 
активности в интервале от 20 до 40 минут 
(на 50 %) (рис. 3, В).

Основываясь на данных литературы, 
можно сказать, что распознавание микро-
симбионта происходит с  участием LysM-
рецепторных киназ растения-хозяина, 
которые воспринимают сигналы от экзоме-
таболитов микроорганизмов, в  частности 
экзополисахаридов и Nod-факторов, позво-
ляя сигнальным системам растения реаги-
ровать на биотические воздействия [1, 4, 5]. 
Так, аденилатциклазная сигнальная систе-
ма, изменяя активность трансмембранной 
аденилатциклазы  – основного источника 
цАМФ, регулирует метаболические реак-
ции растения при биотических стрессах [6].

Труднее объяснить активность рАЦ 
в  клетках корня гороха. Так как данная 
форма фермента у  растений функциони-
рует во внутриклеточных компартментах, 
можно предположить, что регуляция ее 
активности осуществляется посредством 
внутриклеточного кальция, по аналогии 
с млекопитающими [2]. 

Известно, что сигнальные молекулы 
у  растений функционируют взаимосвя-
занно, на основе чего их можно объеди-
нить в  сигнальную сеть  [7]. В  отдельных 



INTERNATIONAL JOURNAL OF APPLIED  
AND FUNDAMENTAL RESEARCH    № 6,   2020

16  BIOLOGICAL SCIENCES 
работах указывается, что у  растений под 
влиянием биотических стрессов источни-
ком первичных сигналов является цАМФ, 
поскольку доказано, что под влиянием 
бактериальных элиситоров в  растениях 
повышается концентрация цАМФ, сопро-
вождающаяся изменениями в концентраци-
ях внутриклеточного Са2+, который в свою 
очередь может влиять на уровень оксида 
азота  [6]. Поэтому в  дальнейших исследо-
ваниях интересно будет изучить влияние 
экзогенного цАМФ на интенсивность флу-
оресценции оксида азота в норме и на фоне 
взаимодействия с  клубеньковыми и  пато-
генными бактериями.

Заключение 
Таким образом, по результатам ис-

следований можно отметить следующие  
закономерности.

1. Под влиянием симбиотических и па-
тогенных бактерий у  проростков гороха 
обнаружены внутриклеточные колебания 
в  уровне циклического аденозинмонофос-
фата и  активности растворимой и  транс-
мембранной форм аденилатциклазы. 

2. Можно предположить, что вышеопи-
санные изменения отдельных компонентов 
аденилатциклазной сигнальной системы 
растения-хозяина (тАЦ, рАЦ и цАМФ) мо-
гут использоваться растениями в  качестве 
кода для передачи сигнала о взаимодейству-
ющем факторе.

Работа выполнена при поддержке 
Российского фонда фундаментальных ис-
следований (молодежный грант № 18-34-
00221 мол_а).
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