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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования. Формирование растительно-микробных 
симбиозов начинается со взаимного узнавания партнеров путем обмена сигналами. 
При взаимодействии с бобовыми растениями клубеньковые бактерии (ризобии) в 
ответ на секретируемые растениями флавоноиды выделяют Nod-факторы – 
липохитоолигосахаридные молекулы, которые активируют сигнальный путь, 
ведущий к развитию симбиоза. Сходные по строению молекулы 
липохитоолигосахаридные Myc-факторы выделяют и другие симбионты растений - 
грибы арбускулярной микоризы (АМ). При узнавании этих близких по структуре 
молекул, активируются разные наборы генов-мишеней. 

Интерес к изучению сигнального обмена, активируемого при узнавании 
растением Nod-факторов, связан с тем, что все известные в настоящее время 
внутриклеточные регуляторы относятся к так называемому «общему 
симбиотическому сигнальному пути», работающему и при симбиозе с грибами АМ. 
При этом регуляторы, которые определяют специфичность развития того или иного 
типа симбиоза, остаются неизвестными. Поиск этих белков является актуальным, 
так как, в перспективе они могут стать объектом селекции и геномного 
редактирования для регуляции эффективности симбиоза. 

Анализ литературных данных свидетельствует о том, что в передачу сигнала 
на ранних этапах могут быть вовлечены активные формы кислороды (АФК) и 
мевалонат. Однако наиболее важную роль в передаче сигнала играет кальций. 
Известно, что при рецепции Nod-факторов происходит формирование 
периодических колебаний в концентрации кальция (кальциевых волн) в ядре и 
околоядерном пространстве. Этому, вероятно, предшествует выход кальция из 
внутриклеточных депо в цитозоле. У животных в регуляцию уровня кальция 
вовлечены гетеротримерные G-белки (гетеротримерные ГТФазы). Под влиянием 
стимула и активации рецептора происходит диссоциация гетеротримерного G-белка 
на альфа- и комплекс бета-, гамма-субъединиц, который непосредственно передает 
сигнал в клетку. Этот комплекс активирует фосфолипазы C и D, расщепляющие 
мембранные фосфолипиды с образованием производных (инозитолфосфатов, 
диацилглицерола и фосфатидной кислоты), которые стимулируют выход кальция из 
внутриклеточных депо. Однако у растений подобные процессы остаются 
практически неизученными. 

В конце 90-х годов были проведены эксперименты с использованием 
специфичных ингибиторов и активаторов, которые указывали на участие 
гетеротримерных G-белков в контроле развития симбиоза. При этом конкретные 
белки выявлены не были. Первые работы по поиску генов субъединиц 
гетеротримерного G-белка были проведены у растений сои, формирующей 
клубеньки детерминированного типа. Однако у бобовых растений с 
недетерминированным типом клубеньков (это люцерна, горох, клевер) состав 
субъединиц и роль гетеротримерных G-белков в развитии симбиоза оставались 
неисследованными.  

Помимо гетеротримерных G-белков в сигнальных путях важную роль могут 
играть ГТФ-связывающие G-бета-подобные белки, имеющие структурное сходство 
с бета-субъединицей G-белка, но не формирующие комплексов с альфа- и гамма-
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субъединицами. Такие белки могут выступать в роли платформы (scaffold), с 
которой могут быть ассоциированы протеинкиназа С, МАР-киназы, малые ГТФазы 
и другие регуляторы. Для G-бета-подобных белков было показано участие в 
передаче сигнала и контроле разнообразных процессов у растений, но их роль в 
развитии бобово-ризобиального симбиоза до сих пор не была изучена. 
 
Цель и задачи работы. 

Целью данной работы был поиск новых сигнальных регуляторов и изучение 
их функциональной роли в контроле развития симбиоза с ризобиями у двух видов 
бобовых растений - люцерны усеченной (Medicago truncatula Gaertn.) и гороха 
посевного (Pisum sativum L.), формирующих клубеньки недетерминированного 
типа. Предметом наших исследований стали гетеротримерные G-белки и G-бета-
подобные белки. 

Для выполнения поставленной цели были сформулированы следующие 
задачи: 

1. Поиск генов Galpha, Gbeta и Ggamma, кодирующих альфа-, бета- и гамма-
субъединицы гетеротримерных G-белков, а также G-бета-подобные белки 
(Gbeta-like) в геноме люцерны усеченной M. truncatula и гороха посевного 
P. sativum. 

2. Оценка влияния измененной экспрессии генов MtGbeta1 и PsGbeta1 на 
клубенькообразование для выяснения роли данных субъединиц у люцерны 
усеченной M. truncatula и гороха P. sativum в контроле развития симбиоза с 
ризобиями. Изучение локализации активности промоторов генов Gbeta1 при 
формировании клубеньков.  

3. Поиск компонентов сигнальных путей - фосфолипаз С и D, активируемых 
при узнавании Nod-факторов. Оценка возможности их взаимодействия с G-
белками и влияния на продукцию вторичных мессенджеров, образуемых под 
влиянием этих фосфолипаз. 

4. Изучение возможных механизмов действия G-бета-подобных белков в 
регуляции морфогенеза клубеньков у люцерны усеченной M. truncatula и 
гороха P. sativum. 

 
Научная новизна работы.  
При анализе геномов люцерны усеченной M. truncatula и гороха посевного P. 

sativum были впервые выявлены полные наборы генов Galpha, Gbeta и Ggamma 
кодирующие альфа-, бета- и гамма-субъединицы гетеротримерных G-белков, а 
также G-бета-подобные белки (Gbeta-like) у этих растений, формирующих 
клубеньки недетерминированного типа. Впервые на растениях люцерны 
усеченной M. truncatula и гороха посевного P. sativum были проведены 
эксперименты по подавлению экспрессии гена MtGbeta1 и PsGbeta1 с помощью 
РНК-интерференции, которые приводили к снижению числа клубеньков, что 
указывает на позитивную роль этих регуляторов в контроле развития симбиоза. 
Впервые изученная локализация активности промотора гена MtGbeta1 
свидетельствует об участии данной субъединицы в регуляции ранних стадий 
развития и функционировании клубенька. Впервые выявлены формы фосфолипаз 
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С и D, которые активируются в ходе развития симбиоза и могут взаимодействовать 
с субъединицами гетеротримерного G-белка люцерны усеченной и гороха 
посевного, что указывает на их участие в сигнальной регуляции симбиоза. 
Впервые установлено, что гены MtGbeta-like1 и Psbeta-like1 играют важную роль 
в контроле морфогенеза клубенька у растений люцерны и гороха, влияя на 
ключевые регуляторы развития клубенька и фитогормоны.  
 

Теоретическая и практическая ценность. 
Результаты, полученные при подготовке диссертации, внесли существенный 

вклад в понимание молекулярно-генетических механизмов становления и 
развития бобово-ризобиального симбиоза у люцерны усеченной M. truncatula и 
гороха посевного P. sativum. Были выявлены новые белки-регуляторы и 
исследована их роль в контроле пути передачи сигнала, активируемого при 
узнавании Nod-факторов и развитии симбиоза. Изученные регуляторы могут стать 
объектом направленной селекции или геномного редактирования у растений 
люцерны и гороха для повышения эффективности формируемых симбиозов и 
продуктивности растений. 

Положения, выносимые на защиту. 
1. На основании анализа геномов выявлен полный состав генов субъединиц 

гетеротримерных G-белков и G-бета-подобных белков (Gbeta-like) люцерны 
усеченной M. truncatula и гороха посевного P. sativum, формирующих 
клубеньки недетерминированного типа. На основании локализации 
активности промотора гена MtGbeta1 в формирующихся примордиях 
клубеньков и клубеньках люцерны, показано участие этого гена в контроле 
развития симбиоза. При проведении экспериментов по подавлению 
экспрессии генов MtGbeta1 и PsGbeta1 с помощью РНК-интерференции 
установлено, что эти гены являются позитивными регуляторами развития 
симбиоза у растений люцерны усеченной M. truncatula и гороха посевного P. 
sativum.  

2. Впервые выявлены формы фосфолипаз С и D, которые активируются в ходе 
развития симбиоза и могут взаимодействовать с субъединицами 
гетеротримерного G-белка люцерны усеченной и гороха посевного, что 
указывает на их участие в сигнальной регуляции симбиоза. Под влиянием 
инокуляции и при обработке Nod-факторами у растений гороха 
увеличивается содержание фосфатидной кислоты и диацилглицерола, а также 
инозитолгексафосфата, которые могут являться вторичными мессенджерами 
при передаче сигнала. 

3. Впервые установлено, что гены MtGbeta-like и PsGbeta-like участвуют в 
регуляции формирования и развития клубеньков у растений люцерны 
усеченной и гороха, оказывая влияние на ключевые регуляторы морфогенеза 
и фитогормоны. Локализация активности промотора гена MtGbeta-like в 
формирующихся примордиях клубеньков и клубеньках соответствует этой 
функции. 
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Личный вклад соискателя 
Данные, представленные в работе, были получены лично диссертантом. 

Эксперименты по исследованиям методом ко-иммунопреципитации были 
выполнены совместно с Павловой Ольгой Андреевной. Измерения концентрации 
веществ методом жидкостной хроматографии, совмещенной с масс-
спектрометрией, проводили силами ФГУП «НИИ ГПЭЧ» ФМБА России. 

 
Апробация работы. 
Материалы диссертации были представлены на конференциях, ссылки на 

тезисы которых приведены ниже: 
1. Bovin A.D., Shirobokova S.A., Karakashev G.V., Dolgikh E.A. Inositol 

phosphates’ biosynthesis in pea Pisum sativum L. root seedlings at the early stages after 
rhizobial inoculation // Тезисы докладов «Генетика, геномика, биоинформатика и 
биотехнология растений» (PLANTGEN 2023) / Под ред. A.A. Калачева, Т.А. 
Горшковой, М.Л. Пономаревой; ФИЦ «КазНЦ РАН» // VII Международная 
научная конференция (10–15 июля 2023 г., Казань, Россия). – Казань: ФЭН, 2023. 
– с. 83. 

2. Bovin A.D, Pavlova O.A., Dolgikh A.V., Leppyanen I.V., Dolgikh E.A. The 
role of heterotrimeric G-proteins in regulation of rhizobium-legume symbiosis of 
M0edicago truncatula Gaertn and Pisum sativum L. // In: Proceedings of Third 
International Scientific Conference PLAMIC2022 «Plants and Microbes: the Future of 
Biotechnology» Russia, Saint Petersburg, 3-8 October 2022. P. 46 

3. Bovin A., Pavlova O., Leppyanen I., Dolgikh E. The role of heterotrimeric G-
proteins in the symbiosis development in Pisum sativum and Medicago truncatula // 
Proceedings of the 14th European nitrogen fixation conference. 22nd September – 22nd 
October 2021. Aarhus, Denmark. 

4. Bovin A. D., Leppyanen I. V., Pavlova O. A., Dolgikh E. A. The role of 
heterotrimeric G proteins in the control of symbiosis development in legume plants // 
Proceedings of Second International Scientific Conference PLAMIC2020 «Plants and 
Microbes: the Future of Biotechnology» Russia, Saratov, 5-9 October 2020. P 48.  

5. Леппянен И.В., Бовин А.Д., Долгих Е.А. Участие гетеротримерных G-
белков в сигнальной регуляции взаимодействия растений гороха с 
симбиотическими и патогенными микроорганизмами//Сборник материалов 
Годичного собрания Общества физиологов растений России Иркутск, 10–15 июля 
2018 г. – Иркутск: Изд-во Института географии им. В.Б. Сочавы СО РАН, 2018. – 
В 2-х частях. Часть I. – 880 с.  

 
Объем и структура диссертации. 
Работа изложена на 137 страницах и включает введение, обзор литературы, 

материалы и методы, результаты и их обсуждение, выводы, заключение, список 
литературы, приложение и благодарности. Работа иллюстрирована 31 рисунком и 
3 таблицами. (с приложением 32 рисунка и 5 таблиц). 
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
Материалы и методы исследования 

Штаммы микроорганизмов и условия их культивирования. Для 
клонирования плазмид использовали штамм Escherichia coli TOP10. 
Гетерологичный синтез белков проводили в штамме E. coli C41. Трансформацию 
растений проводили с помощью штамма Agrobacterium rhizogenes ARqua1. Для 
инокуляции растений люцерны усеченной использовали штамм Sinorhizobium 
meliloti 2011, гороха посевного – Rhizobium ruizarguesonis RСAM1026. Штаммы E. 
coli выращивали при 37°С в среде LB. Штамм агробактерий выращивали на среде 
TY при 28°С. Ризобии выращивали при температуре 28°С в жидкой среде В- (Van 
Brussel et al., 1977). 

Растительный материал и условия выращивания растений. Семена 
люцерны усеченной Medicago truncatula линии Jemalong A17 стерилизовали в 
H2SO4 и гипохлорите натрия. Семена стратифицировали, после этого проращивали 
на 1% агаре. Семена гороха Pisum sativum L. сорта Finale и Frisson стерилизовали 
H2SO4 и проращивали на 1% агаре 4-5 дней. Взрослые растения культивировали в 
климатической камере при +21°С, 60% влажности, 16-часовом световом дне. 

Получение генетических конструкций для подавления экспрессии генов 
бета-субъединиц G-белка и G-бета-подобного белка методом РНК-
интерференции. Фрагменты кодирующих последовательностей генов MtGbeta1 и 
MtGbeta-like1 размером 226 п.о. клонировали в вектор pK7GWIWG2II (университет 
Гента, Бельгия) с использованием системы GATEWAY (Thermo Fisher Scientific, 
США).  

Гетерологичный синтез белков в бактериях E. coli C41. Полноразмерные 
кодирующие последовательности генов амплифицировали с использованием 
высокоточной ДНК-полимеразы Phusion (Thermo Fisher Scientific, США) и 
клонировали в векторы pRSETa-6xHIS и/или pRSETa-FLAG. Синтез белка 
проводили в клетках E. coli C41 в течение 2 ч в присутствии 1 мМ ИПТГ.  

Анализ взаимодействий белков методом ко-иммунопреципитации. Ко-
иммунопреципитацию проводили с использованием магнитных микрочастиц 
μMACS MicroBeads (Miltenyi Biotec, Германия) согласно руководству 
пользователя. Анализ выявленных в смыве белков проводили с помощью Вестерн-
блот гибридизации с использованием анти-HIS или анти-FLAG антител. При 
выявлении в смыве обоих белков, считали, что они взаимодействуют.  

Получение конструкций для анализа локализации активности 
промоторов генов. Промоторные области генов размером 2700 и 2400 п.о. до 
начала старт-кодона генов MtGbeta1 и MtGbeta-like1, соответственно, 
амплифицировали со специфическими праймерами с помощью высокоточной 
ДНК-полимеразы Phusion (Thermo Fisher Scientific, США) и клонировали в вектор 
pBGWFS7.0 с использованием системы GATEWAY (Thermo Fisher Scientific, 
США).  
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Получение композитных растений гороха и люцерны с помощью 

агробактериальной трансформации. Проростки гороха трансформировали 
нанесением суспензии бактерий A. rhizogenes ARqua 1 с требуемой конструкцией 
на срез корня. После образования каллуса растения переносили на твердую cреду с 
цефотаксимом (150 мкг/мл) и инкубировали до появления трансгенных корней. 
Трансгенные корни отбирали по наличию свечения репортерных флуоресцентных 
белков.  

Проростки люцерны трансформировали нанесением на срез суспензии A. 
rhizogenes Arqua1, несущих необходимую конструкцию. Растения инкубировали на 
среде Farheus в течение 7 дней до появления каллусов и переносили на среду 
Emergence с цефотаксимом (300 мкг/мл) до появления трансгенных корней. 

Выделение суммарной РНК из корней и клубеньков растений. 
Суммарную РНК из растений выделяли с помощью реактива Тrizol (Bio-Rad 
Laboratories, США) согласно руководству. 1 мкг тотальной РНК использовали для 
синтеза кДНК с помощью RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, 
США).  

Количественная полимеразная цепная реакция, совмещенная с обратной 
транскрипцией (кОТ-ПЦР). кОТ-ПЦР осуществляли с помощью смеси Bio-Rad 
iQ Sybr (Bio-Rad Laboratories, США). Значения порогового цикла (Ct) были 
рассчитаны с использованием программы Bio-Rad CFX Manager 3.2 и 
проанализированы методом 2-ΔΔCt (Livak et al., 2001). 

Для анализа экспрессии генов люцерны через 24, 48, 72, 96, 120 и 168 ч после 
инокуляции использовали исходные данные транскриптомов из проекта RNA-Seq 
PRJNA552042 (Schiessl et al., 2019).  

Окрашивание трансгенных корней, экспрессирующих ген бета-
глюкуронидазы (GUS). Для окрашивания образцы инкубировали в 100 мМ 
натрий-фосфатном буфере, содержащем X-Gluc, гексацианоферрат (III) калия и 
гексацианоферрат (II) калия. Для фиксации растительный материал помещали в 
натрий-фосфатный буфер. 

Синтез и очистка Nod-факторов. Nod-факторы выделяли н-бутанолом из 
среды культивирования штамма-продуцента R. leguminosarum bv. viciae RBL5799 
(Spaink et al., 1991) в присутствии нарингенина. Очистку Nod-факторов проводили 
с помощью метода ВЭЖХ. Перед использованием Nod-факторы растворяли в смеси 
ДМСО : ацетонитрил : вода 2:7:7 (v:v:v) и использовали для обработки растений в 
концентрации 10-7 М. 

Выделение и анализ содержания инозитолполифосфатов, 
диацилглицерола и фосфатидной кислоты с помощью метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, совмещенной с масс-
спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС). Выделение инозитолполифосфатов 
производили из измельченного растительного материала с помощью хлорной 
кислоты HClO4 (Perera et al., 2001). Выделение диацилглицерола и фосфатидной 
кислоты производили при экстракции смесью хлороформа:метанола:воды:соляной 
кислоты (30:41,5:3:0,5). Определение содержания инозитолполифосфатов, 
диацилглицерола и фосфатидной кислоты выполняли с помощью метода 
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высокоэффективной жидкостной хроматографии, совмещенной с тандемным масс-
селективным детектированием. 

Таблица 1. Номера исследуемых в работе генов фосфолипаз С, D и ферментов синтеза 
инозитолполифосфатов, выявленных в геномных базах данных. 

Белок Ген 

Номер в базе данных 

Pisum sativum 

v1a 

Medicago truncatula 

Mt4.0v1 

Medicago truncatula 

Mt5.0 

PLC1 PLC1 Psat5g128400 Medtr3g070560 MtrunA17_Chr3g0113471 

PLD1 PLD1 Psat7g255400 Medtr4g010650 MtrunA17_Chr4g0003411 

SPHK1 SPHK1 Psat1g208320 Medtr2g011820 MtrunA17 Chr2g0281181 

ITPK1 ITPK1 Psat6g210960 Medtr1g105930 MtrunA17_Chr1g0206731 

PIP5K PIP5K Psat5g134320 Medtr3g073100 MtrunA17_Chr3g0115111 

Изготовление полутонких срезов с помощью вибратома и тонких срезов 
с помощью микротома и анализ с помощью световой микроскопии. Фрагменты 
корней с примордиями и клубеньки фиксировали в натрий-фосфатном буфере в 
течение 2-7 дней. Заливку образцов производили в 2,5% агарозу на ¼ натрий-
фосфатном буфере. Срезы толщиной 30-50 мкм изготавливали с помощью 
вибратома. Фрагменты корней с примордиями фиксировали в параформальдегиде 
и заключали в воск Стидмана. Срезы толщиной 10 мкм были изготовлены на 
микротоме Microm HM-360. Микроскопию проводили с применением микроскопа 
Carl Zeiss Axio Imager c галогенным или светодиодным источником освещения. 
Обработку снимков производили с помощью программного обеспечения ZEN 3.4 
Blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Германия) и Adobe Photoshop 2021 (Adobe 
Inc, США).  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

1. Изучение разнообразия субъединиц гетеротримерных G-белков у
люцерны усеченной и гороха посевного на основе анализа геномов.

На основании сравнения с известными аминокислотными 
последовательностями cубъединиц гетеротримерного G-белка арабидопсиса и сои 
нами был выполнен поиск генов, кодирующих альфа-, бета- и гамма-субъединицы 
гетеротримерных G-белков, у люцерны и гороха. В результате проведенного 
анализа нам удалось обнаружить 2 альфа-субъединицы (Galpha), по 1 каноничной 
бета-субъединице (Gbeta) и 6 гамма-субъединиц (Ggamma) у люцерны и гороха 
(табл. 2). Кроме того, были выявлены 2 гена G-бета-подобных белков (Gbeta-like) 
у гороха и один ген у люцерны (Bovin et al., 2021).  
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Таблица 2. Гены субъединиц гетеротримерных G-белков у люцерны усеченной и гороха 
посевного. 
 

Белок Ген 

Номер в базе данных 
Pisum sativum 

v1a 
Medicago 

truncatula Mt4.0v1 Medicago truncatula Mt5.0 

Galpha1 Galpha1 Psat6g021680 Medtr1g015750 
MtrunA17_Chr1g0151141 

Galpha2 Galpha2 Psat5g034360 Medtr3g105240 
Gbeta 1 Gbeta1 Psat5g006200 Medtr3g116500 MtrunA17_Chr3g0144511 
Gbeta-like1 Gbeta-like1 Psat7g003840 Medtr8g106790 MtrunA17_Chr8g0392701 
Gbeta-like2 Gbeta-like2 Psat6g148200 нет нет 
Ggamma1 Ggamma1 Psat0s2465g0080 Medtr1g071100 MtrunA17_Chr1g0184941 
Ggamma2 Ggamma2 Psat6g114080 Medtr1g076580 MtrunA17_Chr1g0188131 
Ggamma3 Ggamma3 Psat6g031800 Medtr1g010050 MtrunA17_Chr1g0148341 
Ggamma4 Ggamma4 Psat1g134600 Medtr2g042200 MtrunA17_Chr2g0300761 
Ggamma5 Ggamma5 Psat4g018440 Medtr4g125015 MtrunA17_Chr4g0070381 
Ggamma6 Ggamma6 Psat4g168440 Medtr8g021170 MtrunA17_Chr8g0344361 

 
При распаде гетеротримерного G-белка передачу сигнала в клетку 

осуществляет комплекс бета-и гамма-субъединиц. В связи с тем, что в геномах 
люцерны и гороха присутствует всего по одному гену бета-субъединицы, то 
именно эта бета-субъединица и участвует в передаче сигнала. Целью наших 
исследований было изучение роли Gbeta1–субъединицы, как основной 
передающей сигнал субъединицы у гетеротримерного G-белка, в контроле 
развития симбиоза у люцерны и гороха. Кроме того, была исследована также роль 
G-бета-подобных белков при развитии симбиоза. 

Мы оценили уровни экспрессии генов альфа-, бета- и гамма-субъединиц G-
белков на ранних стадиях развития симбиоза на основе доступных 
транскриптомных данных у люцерны. Наиболее высокий уровень экспрессии был 
выявлен для гена MtGbeta1, хотя достоверной разницы между инокулированными 
и неинокулированными вариантами нами обнаружено не было. Увеличение 
экспрессии в ответ на инокуляцию было отмечено для генов MtGalpha1 и 
MtGgamma6 (данные не представлены). Сходные данные по увеличению 
экспрессии были получены и для генов PsGalpha1 и PsGgamma6 у гороха 
посевного в ответ на инокуляцию. Это указывало на возможное участие 
гетеротримерных G-белков в контроле развития симбиоза. 

 
2. Локализация активности промотора гена MtGbeta1 в инокулированных 
ризобиями корнях и клубеньках люцерны. 

На следующем этапе исследований нами была изучена локализация 
активности промотора гена MtGbeta1 (2.7 т.п.о.) в корнях люцерны при 
инокуляции. Эксперименты были проведены для модельного растения люцерны 
M. truncatula, поскольку геном этого растения хорошо охарактеризован в отличие 
от гороха посевного. Для этого была получена конструкция pMtGbeta1::GUS, 
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представляющая собой слияние промоторной области гена MtGbeta1 с 
репортерным геном бета-глюкуронидазы (GUS). С помощью агробактериальной 
трансформации были получены композитные растения, трансгенные корни 
которых содержали данную конструкцию. Об активности промотора судили по 
окрашиванию субстрата для GUS в тканях. 

Было установлено, что активность промотора гена MtGbeta1 была выявлена 
в корневых волосках люцерны, но существенного увеличения в ответ на 
инокуляцию по сравнению с контролем не наблюдали (рис. 1А, Б). Активность 
промотора была связана с развивающимися примордиями клубеньков, а также 
клубеньками (рис. 1). В клубеньках наиболее интенсивное окрашивание выявили 
в меристеме (I), инвазионной зоне (II) и дистальной части зоны азотфиксации (III). 
Это может свидетельствовать об участии гетеротримерного G-белка в регуляции 
развития клубеньков и их функционировании (Bovin, 2021). 
 

 Рисунок 1. Локализация активности промотора pMtGbeta1::GUS в трансгенных корнях 
люцерны усеченной M. truncatula. A – окрашивание корневых волосков на трансгенных корнях 
растений без инокуляции (контроль); Б – окрашивание корневых волосков на трансгенных 
корнях в ответ на инокуляцию ризобиями Sinorhizobium meliloti 2011 (2 недели после 
инокуляции, 2 н.п.и.); В – срез примордия клубенька; Г – срез молодого клубенька; Д – общий 
вид клубенька в темном поле; Е, Ж – срезы зрелых клубеньков (2 н.п.и.). Все срезы имели 
толщину 50 мкм (Bovin et al., 2021). 

3. Гены MtGbeta1 и PsGbeta1 позитивно регулируют образование клубеньков 
у люцерны усеченной и гороха посевного. 

Для более детального изучения роли G-белков, нами были проведены 
эксперименты по подавлению экспрессии гена Gbeta1 в корнях люцерны и гороха 
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c помощью РНК-интерференции. В результате проведенных экспериментов нам 
удалось показать, что при подавлении экспрессии генов MtGbeta1 и PsGbeta1 
примерно на 50%, происходит существенное снижение числа клубеньков как у 
люцерны, так и у гороха по сравнению с контрольными растениями, 
трансформированными конструкцией с геном бактериальной бета-глюкуронидазы 
(GUS-контроль). При этом длина корней и количество боковых корней достоверно 
не изменялись у композитных растений. Это свидетельствует о важной 
позитивной роли гетеротримерного G-белка в регуляции клубенькообразования у 
двух видов бобовых (люцерны и гороха), имеющих сходный тип 
клубенькообразования. 

 
4. Взаимодействие субъединиц гетеротримерного G-белка люцерны 
усеченной и гороха посевного с фосфолипазами C и D. 

Известно, что у животных гетеротримерный G-белок вовлечен в активацию 
фосфолипаз С и D, которые расщепляют мембранные фосфолипиды. Ранее с 
помощью обработки растений люцерны специфичными ингибиторами были 
получены данные о возможном участии фосфолипаз С и D в контроле развития 
симбиоза с ризобиями. Однако определенные фосфолипазы, участвующие в 
контроле симбиоза, выявлены не были. При анализе транскриптомов люцерны и 
гороха нами были найдены несколько форм фосфолипаз, экспрессия которых 
возрастала при инокуляции. Среди них фосфолипазы С1 и D1 показали наиболее 
высокий уровень экспрессии в корнях при симбиозе у люцерны и гороха. Именно 
они и стали предметом исследования по изучению взаимодействия с 
субъединицами G-белка. 

В результате проведенных экспериментов было показано взаимодействие 
между фосфолипазой C1 и альфа- и бета-субъединицами G-белков у люцерны и 
гороха: MtPLC1 и MtGbeta1, MtPLC1 и MtGalpha1, а также PsPLC1 и PsGbeta1, 
PsPLC1 и PsGalpha1 (рис. 2). Кроме того, взаимодействовали между собой и сами 
Gbeta1 и Galpha1 субъединицы G-белков, что подтвердило функциональность 
использованного метода. Выявленная нами форма фосфолипазы D (PLD1) не 
взаимодействовала с субъединицами гетеротримерного G-белка. Возможно, это 
связано с тем, что на ранних этапах передачи сигнала работает другая форма 
фосфолипазы D, либо непосредственное взаимодействие субъединиц G-белка 
происходит с фосфолипазой С (MtPLC1, PsPLC1), а фосфолипаза D активируется 
в процессе передачи сигнала. 

Таким образом, на основании проведенных экспериментов у двух видов 
бобовых растений со сходным типом клубенькообразования нам впервые удалось 
выявить определенные формы фосфолипаз C и D, которые могут участвовать во 
взаимодействии с гетеротримерным G-белком и передаче сигнала на ранних 
этапах развития симбиоза. В связи с тем, что в ответ на инокуляцию ризобиями 
происходит активация специфичных форм фосфолипаз С и D, то возможно именно 
они и определяют специфичность передачи сигнала в ответ на узнавание Nod-
фактора при этом типе симбиоза. 

 



13 
 

 

Рисунок 2. Анализ взаимодействия бета-субъединицы G-белка (PsGβ) (А) и альфа-
субъединицы G-белка (PsGα) (Б) с фосфолипазой PsPLC1, а также альфа-субъединицы G-белка 
(MtGα) (B) и бета-субъединицы G-белка (MtGβ) (Г) с фосфолипазой MtPLC1 и MtPLD1. Для 
синтеза белков в клетках E. coli C41 были использованы кодирующие последовательности 
соответствующих генов в векторах pRSETa-6xHIS и pRSETa-3xFLAG. После совместной 
инкубации белки были разделены на колонках с анти-FLAG антителами (Bovin et al., 2021). 

 

5. Анализ содержания фосфатидной кислоты (ФК), диацилглицерола 
(ДАГ) и инозитолфосфатов (ИФ3-6) в корнях проростков гороха в ответ на 
инокуляцию ризобиями. 

В клетках животных фосфолипазы C и D могут расщеплять мембранные 
фосфолипиды с образованием производных – инозитолфосфатов (ИФ), 
фосфатидной кислоты (ФК) и диацилглицерола (ДАГ). Эти метаболиты, в свою 
очередь, могут влиять на выход кальция из внутриклеточных депо (ЭПР, вакуоли) 
и изменение его концентрации в цитозоле клеток, поэтому анализ содержания ИФ, 
ДАГ и ФК в корнях растений в ответ на инокуляцию представлял важную задачу. 

В результате проведенных экспериментов было установлено, что в 
инокулированных корнях гороха возрастало содержание ФК и ДАГ (рис. 3), а 
также ИФ6 через 24 ч после инокуляции ризобиями (табл. 2). Сходный эффект был 
выявлен и при обработке растений гороха Nod-факторами (24 ч после обработки). 
Это свидетельствовало о функциональной активности фосфолипаз С и D на 
ранних этапах развития симбиоза. 
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Рисунок 3. Анализ содержания фосфатидной кислоты (ФК) и диацилглицерола (ДАГ) в корнях 
гороха сорта Frisson под влиянием инокуляции ризобиями через 6 и 24 часа. 

Таблица 2. Хроматографический анализ содержания инозитолполифосфатов (нмоль на 1 г сырой 
ткани) в корнях гороха сорта Frisson после инокуляции клубеньковыми бактериями R. 
ruizarguesonis RСAM 1026 и после обработки Nod-факторами (Бовин и др., 2023). 

Название образца Инозитолтри-
фосфат (ИФ3) 

Инозитолтетра-
фосфат (ИФ4) 

Инозитолпента-
фосфат (ИФ5) 

Инозитолгекса-
фосфат (ИФ6) 

Frisson/ контроль 464,8 39,2 0,8 1,7 

Frisson/ Rlv 1026 18,1 7,5 3,8 21,5 

Frisson/ Nod-факторы 13,5 5,7 4,1 14,6 

Выявленное увеличение содержания ИФ6 было достаточно неожиданным, 
поскольку у животных инозитолтрифосфат (ИФ3) – является основной формой 
инозитолфосфатов, которая синтезируется под влиянием фосфолипазы С. Мы 
предположили, что у растений ИФ3 достаточно быстро может превращаться в 
ИФ6. Для поиска генов, кодирующих ферменты синтеза инозитолфосфатов, нами 
был проведен анализ доступных данных для нескольких транскриптомов корней 
люцерны M. truncatula в ответ на обработку Nod-факторами. В результате был 
выявлен ген инозитолтетрафосфаткиназы (ITPK1), экспрессия которого 
повышалась в ответ на инокуляцию корней ризобиями. Нами был выявлен гомолог 
этого гена у гороха и для него также было показано существенное увеличение 
экспрессии в ответ на инокуляции двумя эффективными штаммами ризобий. Это 
указывает на то, что ИФ6 действительно является основным вторичным 
мессенджером при передаче сигнала, что может быть уникальной особенностью 
растений. 
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6. Изучение влияния на симбиоз повышенной экспрессии гена, 
кодирующего домен белка, связывающий фосфатидную кислоту (ФК). 

Для оценки влияния ФК на развитие симбиоза нами были проведены 
эксперименты по получению растений, трансформированных генетической 
конструкцией, содержащей под конститутивным промотором ген домена белка 
сфингозинкиназы MtSPHK1-PA люцерны, способный связывать ФК.  

Анализ показал достоверное увеличение образования клубеньков у растений 
со сверхпродукцией этого домена в 1,5-2 раза по сравнению с контрольными 
растениями со сверхэкспрессией гена бета-глюкуронидазы (GUS-OE контроль). 
Нами было также выявлено достоверное увеличение длины побега и корня у 
растений MtSPHK1-PA-OE (рис. 4). Таким образом, локальное накопление в 
клетках ФК стимулировало развитие симбиоза, что свидетельствует о позитивной 
роли этого вторичного мессенджера в передаче сигнала.  

Рисунок 4. Оценка влияния сверхпродукции домена MtSPHK1-PA-OE, связывающего ФК, на 
развитие растений люцерны усеченной. Выявлено достоверное увеличение длины побега 
(p=0,0113), корня (p=0,0140) и целого растения (p=0,0020), а также тенденцию к увеличению их 
масс. Выявлено достоверное увеличение числа клубеньков (p=0,0348). Планки погрешности 
обозначают ошибку среднего (Bovin et al., 2023). 

 
7. PsGalpha субъединица гетеротримерного G-белка взаимодействует с 
киназным доменом LysM-РПК к Nod-факторам PsK1 у гороха. 

Наконец, в связи с тем, что у растений альфа-субъединицы гетеротримерных 
G-белков могут быть непосредственно активированы рецепторами, нами была 
изучена и показана возможность взаимодействия рецепторной киназы PsK1, 
узнающей Nod-факторы, с альфа-субъединицей G-белка методом ко-
иммунопреципитации. На основании полученных данных нами была предложена 
новая схема сигнального пути с участием гетеротримерного G-белка, фосфолипаз 
C и D и синтезируемых ими вторичных мессенджеров, который активируется на 
ранних этапах развития симбиоза после узнавания растением Nod-факторов (рис. 
5).  
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Рисунок 5. Схема сигнального пути с участием гетеротримерного G-белка, фосфолипаз 

C и D и продуцируемых ими вторичных мессенджеров, который активируется на ранних этапах 
развития симбиоза после узнавания растением Nod-факторов. ФК – фосфатидная кислота; ДАГ 
– диацилглицерол; ИФ3 – инозитолтрифосфат; ИФ6 – инозитолгексафосфат 

 
8. Анализ влияния G-бета-подобных белков на бобово-ризобиальный 
симбиоз. 

Как было отмечено ранее, в геноме люцерны усеченной и гороха посевного 
нами были выявлены гены, кодирующие G-бета-подобные белки (структура 
которых была сходной с бета-субъединицей гетеротримерного G-белка), которые 
были названы MtGbeta-like1 (Medtr8g106790) у M. truncatula и PsGbeta-like1 
(Psat7g003840), PsGbeta-like2 (Psat6g148200) у гороха P. sativum, соответственно 
(табл. 1). Анализ литературы показал, что такие белки также могут играть важную 
роль в процессах передачи сигнала у растений. Более того, ранее при анализе 
протеома корней гороха в ответ на инокуляцию (24 ч) нами было выявлено 
увеличение синтеза одного из таких белков (PsGbeta-like1, Psat7g003840) 
(Leppyanen et al., 2018). Это определило наш интерес к изучению роли таких G-
бета-подобных белков в регуляции развития симбиоза и стало еще одним 
направлением исследований.  

С этой целью нами была проанализирована локализация активности 
промотора гена MtGbeta-like1 (2.4 т.п.о.) с помощью репортерной конструкции 
(pMtGbeta-like1::GUS) у M. truncatula. Анализ показал, что локализация 
активности промотора данного гена связана с развивающимися примордиями 
клубеньков (рис. 6), что соответствовало ранее опубликованным данным in situ 
гибридизации для другого вида люцерны посевной M. sativa (Khan et al., 1997). В 
сформированных клубеньках наиболее интенсивное окрашивание наблюдали в 
области меристемы (зона I) и инвазионной зоне (зона II). В интерзоне II-III и зоне 
III интенсивность окрашивания была снижена. Полученные данные указывали на 
возможную роль данного регулятора в процессе клубенькообразования.  
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Рисунок 6. Локализация активности промотора pMtGbeta-like1::GUS в трансгенных 
корнях и клубеньках люцерны M. truncatula. A – зрелый клубенек; Б – кончики корней, В – 
примордий клубенька. Срезы имели толщину 50 мкм. Длины масштабных линеек: 300 µм (A), 
500 µм (Б, В) 

 
9.  Подавление экспрессии генов Gbeta-like у люцерны и гороха с помощью 
РНК-интерференции. 

Для выявления влияния бета-подобного белка на клубенькообразование 
нами были проведены эксперименты по подавлению экспрессии гена MtGbeta-
like1 в трансгенных корнях люцерны M. truncatula и гороха P. sativum с помощью 
РНК-интерференции и было оценено влияние этого подавления на развитие 
симбиотических клубеньков и корней. У растений MtGbeta-like1-RNAi были 
выявлены сильные нарушения в развитии бобовых корней и клубеньков по 
сравнению с контрольными растениями, трансформированными конструкцией с 
GUS (GUS-OE). У MtGbeta-like-RNAi растений значительно нарушалось 
образование корней, а редкие образовавшиеся корни практически не имели 
клубеньков (рис. 7). Полученные данные указывали на то, что Gbeta-like 
субъединица G-белка может быть вовлечена в контроль развития клубеньков и 
боковых корней у люцерны M. truncatula.  

Рисунок 7. У растений люцерны с подавленной экспрессией гена MtGbeta-like1 (А (слева), 
В, Г, Д) наблюдали существенные нарушения в развитии боковых корней и клубеньков в 
сравнении с контролем (А (справа), Б). Длины масштабных линеек: 5 мм (A), 2 мм (Б, В), 500 µм 
(Г, Д). 
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Подавление экспрессии гомологичного гена PsGbeta-like1 (Psat7g003840) у 

гороха также существенно влияло на развитие корней и клубеньков. Мы выявили 
снижение числа боковых корней у таких растений, а также образование на 
трансгенных корнях множественных примордиев клубеньков, остановившихся в 
своем развитии (рис. 8А, рис. 9), хотя в отличие от растений люцерны MtGbeta-
like1-RNAi редкие клубеньки у гороха все же формировались. Вероятно, 
присутствие дополнительного гена PsGbeta-like2 приводило к не столь 
драматичному подавлению развития корней и клубеньков на фоне РНК-
интерференции PsGbeta-like1-RNAi, как это происходило у люцерны, имеющей 
только один ген. 

Для определения стадии, на которой может происходить нарушение 
развития примордиев клубеньков, нами был проведен их более детальный 
гистологический анализ. Оказалось, что после деления 4 и 5 слоев клеток 
внутренней коры, прилегающих к эндодерме, развитие примордиев 
останавливается. Кроме того, анализ показал и нарушение развития проводящих 
пучков. В некоторых случаях закладка проводящего пучка происходила, но 
дальнейшего их развития не наблюдалось.  

Нарушения в развитии корней и клубеньков могли свидетельствовать о 
гормональных изменениях под влиянием G-бета-подобных белков у люцерны и 
гороха. В связи с этим нами был проведен более детальный анализ экспрессии 
генов, контролирующих синтез и ответ растений на ауксины. Действительно, в 
клубеньках гороха PsGbeta-like1-RNAi было выявлено существенное снижение 
экспрессии генов PsGH3.1 (Psat2g169400), регулируемого ауксином, и PsARF19a 
(Psat1g135760), участвующего в ответе растений на ауксин, по сравнению с 
контролем - GUS-OE (рис. 10).  

 Рисунок 8. Анализ влияния подавления экспрессии гена PsGbeta-like1 на развитие 
примордиев и клубеньков на трансгенных корнях гороха. А – общий вид корня с повышенным 
числом примордиев. Б – внешний вид клубеньков, образовавшихся на корнях PsGbeta-like1-
RNAi. В Срез клубенька, образовавшихся на корнях PsGbeta-like1-RNAi. Г – общий вид корня 
растения контрольной группы (GUS). Д – внешний вид клубенька, образовавшихся на корнях 
растений контрольной группы. Е - Срез клубенька, образовавшихся на корнях растения 
контрольной группы (GUS). Длины масштабных линеек: 500 µм (А,Б,Д), 2000 µм (Г), 100 µм 
(В,Е) 
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Рисунок 9. А и Б – срезы примордиев клубеньков, остановившихся в развитии, на 

трансгенных корнях гороха при подавлении экспрессии гена PsGbeta-like1 с помощью РНК-
интерференции. Длины масштабных линеек: 50 µм. 

Снижение экспрессии генов ответа на ауксин PsARF19a и регулируемых 
ауксином PsGH3.1 в корнях и клубеньках гороха PsGbeta-like1-RNAi, может 
свидетельствовать о нарушении рецепции или снижении содержания этого 
гормона. Сходным образом нарушение развития корней у растений люцерны 
MtGbeta-like1-RNAi свидетельствовало о возможном нарушении рецепции или 
снижении содержания этого фитогормона. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 10. Уровень экспрессии генов PsGbeta-like1 (PsGbL), PsARF19a, PsGH3.1 и 
PsWOX13b в трансгенных клубеньках гороха PsGbeta-like1-RNAi по сравнению с клубеньками 
контрольных растений GUS-OE (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001). Планки 
погрешности обозначают ошибку среднего. 

Анализ экспрессии генов также выявил существенное снижение экспрессии 
гена гомеодомен-содержащего транскрипционного фактора PsWOX13b в 
клубеньках гороха на фоне РНК-интерференции. Известно, что данный регулятор 
может участвовать в контроле развития боковых корней и проводящей системы 
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корня у растений арабидопсиса (Deveaux et al., 2008). Следовательно, G-бета-
подобный белки могут влиять и на ключевые регуляторы морфогенеза растений.  

 
10.  Анализ влияния сверхэкспрессии гена Gbeta-like1 на развитие 
клубеньков. 

Нами были также проведены эксперименты по сверхэкспрессии гена 
MtGbeta-like1. У трансгенных клубеньков таких растений были выявлены 
существенные нарушения в морфологии. Были обнаружены клубеньки с 
аномально разросшейся корой. Другой аномалией клубеньков являлось 
удлиненное основание, напоминающее по строению боковой корень (рис. 11). 
Вероятно, эти изменения связаны с аномальным разрастанием проводящих пучков 
в клубеньке при его закладке. Под влиянием сверхэкспрессии MtGbeta-like1 
происходило снижение экспрессии генов, которые являются важными 
регуляторами морфогенеза клубеньков – WOX13a и WOX13b. Это указывало на 
существенную роль G-бета-подобного белка в контроле морфогенеза клубенька и 
фитогормональной регуляции.  

 

 
Рисунок 11. Срезы трансгенных клубеньков со сверхэкспрессией гена MtGbeta-like1. Справа – 
клубенек, имевший разросшуюся кору. Слева – клубенек с удлиненным основанием. Длины 
масштабных линеек: 100 µм. 

Таким образом, нарушения развития корней и клубеньков, а также 
изменения экспрессии генов ARF19 и WOX13 свидетельствуют об участии G-бета-
подобного белка в регуляции развития корней и клубеньков у гороха и люцерны, 
посредством влияния на ключевые регуляторы морфогенеза растений и 
фитогормоны. Дальнейшие исследования позволят выявить механизмы подобной 
регуляции. 
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ВЫВОДЫ 

1. При анализе геномов люцерны усеченной M. truncatula и гороха посевного P. 
sativum были впервые выявлены полные наборы генов Galpha, Gbeta и 
Ggamma кодирующие альфа-, бета- и гамма-субъединицы гетеротримерных 
G-белков, а также G-бета-подобные белки (Gbeta-like) у этих растений, 
формирующих клубеньки недетерминированного типа. 

2. Эксперименты по подавлению экспрессии гена MtGbeta1 и PsGbeta1 с 
помощью РНК-интерференции приводили к снижению числа клубеньков, что 
указывает на позитивную роль этих регуляторов в контроле развития 
симбиоза у люцерны усеченной M. truncatula и гороха посевного P. sativum. 
Локализация активности промотора гена MtGbeta1 свидетельствует об 
участии данной субъединицы в регуляции ранних стадий развития и 
функционировании клубенька 

3. Впервые выявлены формы фосфолипаз С и D, которые активируются в ходе 
развития симбиоза и могут взаимодействовать с субъединицами 
гетеротримерного G-белка люцерны усеченной и гороха посевного, что 
указывает на их участие в сигнальной регуляции симбиоза. 

4. Развитие эффективного симбиоза у люцерны и гороха связано с увеличением 
синтеза вторичных мессенджеров - фосфатидной кислоты, диацилглицерола 
и инозитолгексафосфата, под влиянием инокуляции ризобиями и обработки 
Nod-факторами.  

5. Впервые установлено, что гены MtGbeta-like1 и PsGbeta-like1 играют важную 
роль в контроле морфогенеза клубенька у растений люцерны и гороха, влияя 
на ключевые регуляторы развития клубенька и фитогормоны. 
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	Штаммы микроорганизмов и условия их культивирования. Для клонирования плазмид использовали штамм Escherichia coli TOP10. Гетерологичный синтез белков проводили в штамме E. coli C41. Трансформацию растений проводили с помощью штамма Agrobacterium rhizo...
	Растительный материал и условия выращивания растений. Семена люцерны усеченной Medicago truncatula линии Jemalong A17 стерилизовали в H2SO4 и гипохлорите натрия. Семена стратифицировали, после этого проращивали на 1% агаре. Семена гороха Pisum sativum...
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	Выделение суммарной РНК из корней и клубеньков растений. Суммарную РНК из растений выделяли с помощью реактива Тrizol (Bio-Rad Laboratories, США) согласно руководству. 1 мкг тотальной РНК использовали для синтеза кДНК с помощью RevertAid Reverse Trans...
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