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В настоящее время все более актуальной ста-
новится проблема загрязнения почв тяжелыми 
металлами (ТМ), которые токсичны для всех жи-
вых организмов и вызывают тяжелые заболева-
ния животных и человека. Фиторемедиация ‒ тех-
нология устранения, обезвреживание или перевод 
в менее токсичную форму экополлютантов с по-
мощью растений. Данный метод достаточно ча-
сто применяют в случаях загрязнения почв ТМ, 
используя растения-гипераккумуляторы ТМ для 
восстановления биологической продуктивности 

экосистем [1]. Для эффективной фиторемедиа-
ции исключительно важен поиск почвенных бак-
терий, повышающих доступность ТМ для расте-
ний [2, 3]. При этом если данные бактерии будут 
обладать ростостимулирующими свойствами, это 
значительно повысит устойчивость растений к 
стрессам, вызванным ТМ [4‒10]. 

Особый интерес для фиторемедиации пред-
ставляют бактерии рода Pseudomonas, широко рас-
пространенные в ризосфере растений. На  сегод-
няшний день достаточно хорошо изучены факторы,  
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обусловливающие ростостимулирующую актив-
ность данных бактерий [11] и их роль в повы-
шении доступности ТМ для растений [8, 12‒14]. 
Достаточно много работ посвящено использованию 
Pseudomonas для повышения доступности ТМ для 
растений. Так, инокуляция Brassica juncea штам-
мом P. fluorescens Pf 27 способствовала поглоще-
нию растениями большего количества цинка, меди 
и кадмия [15]. Обработка этого же растения штам-
мом P. aeruginosa KP717554 усиливала поглощение 
хрома, кадмия и никеля [16]. Инокуляция Catha-
ranthus roseus штаммом P. fluorescens RB4 способ-
ствовала накоплению меди и свинца в этих растени-
ях [17]. Совместное культивирование Suaeda vera с 
P. fluorescens приводило к повышенному поглоще-
нию меди и цинка [18]. Инокуляция штаммом Pseu-
domonas sp. CPSB21 растений подсолнечника спо-
собствовала накоплению в растениях хрома [19].

Томат (Solanum lycopersicum L.) ‒ одна из важ-
нейших овощных культур в сельском хозяйстве 
многих стран. В связи с распространением загряз-
нения почв ТМ, в последние годы стали популяр-
ны исследования, посвященные накоплению ТМ в 
растениях томата [20‒24], защите данной культуры 
от ТМ [25, 26], а также потенциальному использо-
ванию томатов в фиторемедиации, в том числе со-
вместно с бактериями или грибами – микросим-
бионтами [27‒30]. Интересно, что практически 
все популярные сельскохозяйственные культуры 
семейства Solanaceae оказались небезопасными 
для потребления в пищу из-за их способности к 
фитоэкстракции ТМ при выращивании на загряз-
ненных почвах. Было показано, что значительное 
количество свинца накапливается в томатах, пер-
цах и баклажанах [31]. В нескольких работах не-
посредственно изучалось совместное использова-
ние бактерий рода Pseudomonas и томатов для уда-
ления из почвы хрома [19] и кадмия [32].

Для более успешной колонизации корневой 
системы растений симбиотическими бактерия-
ми необходимы дополнительные компоненты, 
способствующие лучшей адгезии микроорганиз-
мов. В качестве такого компонента могут слу-
жить, бактериальные агглютинины, в частности 
белок RapA1. Этот белок, обнаруженный в ризо-
биях, является внеклеточным Ca2+-связывающим 
белком, который распознает полисахариды на по-
верхности бактериальных растительных клеток 
[33, 34]. RapA1 имеет сходство с другим адгези-
ном ризобий ‒ рикадгезином, который также мо-
жет связывать Са2+ и способствовать адсорбции 
ризобий на корнях. Было показано, что последо-
вательность гена rapA1 имеет гомологию с после-

довательностями генов pssP и exoP, участвующих 
в синтезе экзополисахаридов, которые играют 
важную роль в процессах колонизации бактери-
ями поверхности корней растений [33]. Несмот
ря на то, что RapA1 обнаружен лишь у несколь-
ких видов ризобий, этот белок не является строго 
специфичным и может способствовать агглюти-
нации на растениях других бактерий, отличных 
от ризобий. В связи с этим ген rapA1 можно ис-
пользовать для трансформации растений с целью 
создания новых устойчивых симбиотических си-
стем для фиторемедиации [35].

Цель данного исследования – определение 
потенциала совместного применения штамма 
Pseudomonas sp. 102 и растений томата, транс-
формированных геном rapA1, для создания эф-
фективных биологических систем для очистки 
окружающей среды от кадмия.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Объекты и материал исследования
В качестве микросимбионта в работе был ис-

пользован штамм Pseudomonas sp. 102 из кол-
лекции симбиотических микроорганизмов ИБГ 
УФИЦ РАН «Симбионт». Данный штамм, выде-
ленный из корней чины болотной (Lathyrus pal-
ustris L.), характеризуется фунгистатической ак-
тивностью против грибов рода Fusarium, росто-
стимулирующей активностью по отношению к 
проросткам большинства сельскохозяйственных 
культур, а также обладает высокой устойчиво-
стью к токсичному действию Сd2+ (способен к ро-
сту при 400 мкМ Сd2+ в среде) и способен выраба-
тывать катехольные сидерофоры [36, 37].

Для визуализации данные бактерии были мар-
кированы флуоресцентным белком TurboGFP [38]. 
Векторные конструкции в бактерии переносили 
методом электропорации, согласно инструкции 
прибора MicroPulser™ Electroporator (Bio-Rad Lab-
oratories, Германия). В качестве селективного анти-
биотика использовался гентамицин (50 мг/мл).

Способность штамма образовывать индол-
производные определяли, используя реактив 
Сальковского [39]. В качестве прекурсора в сре-
ду YM добавляли 200 мг/л DL-триптофана. Кон-
центрацию индолпроизводных определяли коло-
риметрически при λ = 540 нм, сравнивая со стан-
дартными растворами ИУК в YM.

Культуру Pseudomonas sp. 102 для всех экс-
периментов выращивали в течение 2 сут в сте-
клянных колбах в жидкой среде YM следующего 
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состава, масс.% в водном растворе: маннитол ‒ 1; 
дрожжевой экстракт ‒ 0,04; NaCl ‒ 0,01; MgSO4 ‒ 
0,01; K2HPO4∙3H2O ‒ 0,05 на качалке при 28 °С и 
140 об/мин до концентрации 108 КОЕ/мл. 

В качестве макросимбионта были использова-
ны растения томата сорта «Грунтовый грибовский 
1180» полученного ВНИИ селекции и семеновод-
ства овощных культур методом индивидуального и 
массового отбора из гибрида Бизон 639 × Лучший 
из всех 318 с дальнейшим направленным воспита-
нием, районирован в 1950 г. Растения были транс-
формированы геном rapA1 с помощью векторной 
конструкции pCambia1301LPSLRapA1 [40, 41]. 
Для экспериментов была выбрана линия трансген-
ных растений, показавшая во втором поколении 
устойчивую экспрессию rapA1 (выделение белка 
RapA1 на поверхности корней было доказано с по-
мощью иммунофлуоресцентного анализа) [41].

Анализ влияния Pseudomonas sp. 102 на 
прорастание семян и развитие корневой 
системы проростков растений 

Семена растений томата в течение 1 мин сте-
рилизовали в 70%-ном спирте, 20 мин в 5%-ном 
растворе гипохлорита натрия и трижды отмыва-
ли стерильной дистиллированной водой. Далее 
семена 10 мин выдерживали в 1 мл бактериаль-
ной суспензии, доведенной до концентрации 
105  КОЕ/мл, на 1 г семян с добавлением 0 (кон-
троль), 25, 50, 100 мкМ Сd2+ в виде СdCl2. Затем 
инокулированные семена раскладывали на влаж-
ную фильтровальную бумагу в чашки Петри. 
Часть семян оставляли неинокулированными. 
После одной недели инкубации оценивали вли-
яние бактерий и концентрации кадмия на про-
растание семян, длину корня и побега пророст-
ков. Все эксперименты проводили при 25 ºС.

Оценка характера колонизации  
Pseudomonas sp. 102 корней растений

Инокуляцию стерильных растений проводили 
согласно статье [42] с модификациями. Пророст
ки в возрасте 1 недели выдерживали при по-
качивании (25 об/мин) в суспензии бактерий 
(105  КОЕ/мл) в 50 мМ фосфатно-солевом буфере 
(PBS), рН 7,2. Для приготовления суспензий ис-
пользовали 2-суточные культуры бактерий, выра-
щенные в жидкой среде YM и отмытые от PBS. 
Через 3 ч проростки промывали стерильным 
PBS и помещали в пробирки, содержащие 10 мл 
жидкой среды MS (pH  5,8) следующего состава, 
масс.% в водном растворе: соли MS ‒ 0,47; инози-
тол ‒ 0,01 с добавлением 0 (контроль), 50, 100 мкМ 

Сd2+ в виде СdCl2. Растения выращивали 7 сут при 
25 °С и естественном освещении. Затем пророст-
ки 3 раза промывали PBS (по 5 мин при покачи-
вании 25 об/мин) и корни нарезали на фрагмен-
ты длиной 10‒15 мм. Для определения количества 
адгезированных бактерий фрагменты корней взве-
шивали и гомогенизировали в 50 мкл жидкой сре-
ды YM. Полученный объем разбавляли в 1000 раз 
и 50 мкл полученной суспензии рассевали на ага-
ризованную YM (агар‑агар 1,5%) и выращивали в 
термостате при 28 ºС в течение 2 сут. Количество 
адгезированных бактерий определяли по числу 
выросших колоний. Часть фрагментов корней ис-
пользовали для визуальной оценки колонизации 
бактериями поверхности корневых волосков рас-
тений с использованием флуоресцентного микро-
скопа Axio Imager M1 (Carl Zeiss, Германия).

Обработка трансгенных и контрольных 
растений кадмием и бактериями

Стерильные семена проращивали в контейне-
рах с прокаленным вермикулитом. Проростки по-
ливали стерильным раствором MS с 0,3% сахаро-
зы (масс.). В возрасте 4 недель растения переса-
живали в водную культуру в сосуды объемом 5 л 
(по 5 растений на сосуд), заполненные стериль-
ным раствором MS без сахарозы. Растворы в со-
судах постоянно аэрировали с помощью микро-
компрессоров и обновляли каждые 7 сут. Величи-
ну рН растворов поддерживали на уровне 5,7‒5,8 
Культивирование семян и проростков растений 
проводили при температуре 25 °C и 16-часовом 
световом дне в климатической камере KBW 240 
(Binder, Германия).

Эксперименты по воздействию Cd и Pseudo-
monas sp. 102 проводили на растениях, достигших 
6-недельного возраста. Корни проростков выдержи-
вали в течение 1 ч в суспензии Pseudomonas sp. 102 
(105 КОЕ/мл в среде YM). Часть проростков остав-
ляли необработанными в качестве контроля. После 
инокуляции растения промывали PBS (250 мл на 
растение) 5 мин при покачивании 25 об/мин и пе-
реносили по 5 растений в сосуды объемом 5 л на 
жидкую MS без сахарозы с добавлением CdCl2, со-
гласно схеме опыта (при постоянной аэрации и рН 
5,7‒5,8) Концентрации вносимого в растворы Cd2+ 
составляли 0 (контроль), 50 и 100 мкМ, продолжи-
тельность эксперимента ‒ 7 сут.

По окончании эксперимента проводили анализ 
растений. Растения разделяли на корни и побеги. 
Корни в течение 5 мин отмывали последовательно 
в 0,1 мМ растворе CaCl2 (АО «Химреактивснаб», 
Россия) и в дистиллированной воде для удаления 
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Cd, адсорбированного на их поверхности. Далее 
растительный материал фиксировали при 105 °С в 
течение 1 ч, высушивали при 70 °С в течение 24 ч 
до абсолютно сухого веса и взвешивали.

Определение содержания кадмия в растениях
Подготовку проб для анализа проводили ме-

тодом сухого озоления. 200 мг сухого материала 
измельчали в фарфоровой ступке и сжигали при 
500 °С в муфельной печи в течение 4 ч. Полученный 
зольный остаток растворяли в 1 мл азотной кисло-
ты (1М), переносили в мерные колбы на 100 мл и 
доводили раствор до метки раствором азотной кис-
лоты (0,01М). Определение содержания кадмия 
проводили методом инверсионной полярографии с 
использованием вольтамперометрического анали-
затора с программируемым роботизированным ав-
тосамплером АС-01/3Д и углеродным электродом 
«три в одном» (НПП «Эконикс-Эксперт», Россия), 
согласно инструкции по использованию прибора.

Статистическая обработка результатов
Во всех случаях проводили не менее пяти не-

зависимых экспериментов как минимум в пяти 
повторностях. Результаты обрабатывали с исполь-
зованием пакета Microsoft Office Excel 2010, дове-
рительные интервалы определяли для 95%-ного 
уровня значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияния Pseudomonas sp. 102 на прорастание 
семян, длину корней и побегов при 
воздействии на растения кадмия

Результаты, полученные в данной работе, по-
казали, что воздействие кадмия снижает всхо-
жесть семян как контрольных, так и трансгенных 
растений на 35% в случае обработки 25 мкМ Cd2+ 
и на 75% ‒ при обработке 50 мкМ Cd2+, в экспери-
ментах с концентрацией 100 мкМ Cd2+ прораста-
ние семян полностью ингибировалось. При этом 
инокуляция бактериями практически не влияла на 
эти показатели, кроме эксперимента, где семена 
трансгенных растений были обработаны 25 мкМ 
Cd2+ и Pseudomonas sp. 102. В данном случае бак-
терии смогли значительно снизить токсическое 
действие ТМ, и процент всхожести семян прибли-
зился к значениям всхожести для семян растений, 
не обработанных Cd (рис. 1).

Есть данные, что относительно низкие кон-
центрации ТМ не оказывают негативного дей-
ствия на прорастание семян многих видов рас-
тений, однако, в присутствии высоких концен-

траций ТМ процесс прорастания существенно 
замедляется или даже полностью останавлива-
ется, что связано с непосредственным действием 
ТМ на процесс деления и растяжения клеток [43]. 
Тем не менее, способность семян прорастать в 

Рис. 1. Влияние Pseudomonas sp. 102 на, длину кор-
ней (a), побегов (b) и на прорастание семян (c) при 
воздействии на растения Cd. 1 ‒ растения, не об-
работанные бактериями; 2 ‒ растения, обработан-
ные бактериями Pseudomonas sp. 102. Контр. – не 
трансгенные растения; RapA1 – растения, транс-
формированные геном rapA1

Fig. 1. Effects of Pseudomonas sp. 102 on the length of 
roots (a) shoots (b) and seed germination (с), under Cd2+ 
exposure. 1 ‒ non-inoculated plants; 2 ‒ plants inoculat-
ed with Pseudomonas sp. 102; Контр – non-transgenic 
plants; RapA1 – plants carrying the rapA1 gene
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присутствии высоких концентраций ТМ является 
одним из критериев отбора видов растений для их 
использования в фиторемедиации [44].

Инокуляция Pseudomonas sp. 102 положитель-
но воздействовала на рост корней и побегов как 
контрольных, так и трансгенных проростков. Так, 
бактерии увеличивали на 75% и 180% рост по-
бегов, а также на 65% и 165% рост корней кон-
трольных и трансгенных растений соответствен-
но. Обработка кадмием снижала рост побегов как 
контрольных, так и трансгенных растений на 40% 
в случае обработки 25 мкМ Cd2+ и на 50% при об-
работке 50 мкМ Cd2+. Рост корней также угнетался 
на 40% в случае обработки 25 мкМ Cd2+ и на 60% 
при обработке 50 мкМ Cd2+. Однако инокуляция 
Pseudomonas sp. 102 в ряде экспериментов позво-
ляла преодолевать токсическое действие Cd. Так, 
бактерии увеличивали на 90% и 158% рост побе-
гов контрольных и трансгенных растений соответ-
ственно, а также на 114% рост корней трансгенных 
растений при 25 мкМ Cd2+ в среде по сравнению с 
неинокулированными вариантами (см. рис. 1).

На сегодняшний день достаточно много ра-
бот посвящено использованию Pseudomonas для 
преодоления токсического действия ТМ на про-
ростки растений. Например, инокуляция семян 
B.  juncea бактериями Pseudomonas  aeruginosa 
KP717554 увеличивала длину корня, длину побе-
га и прорастание семян на 50%, 48% и 24% соот-
ветственно в присутствии 100 мкМ K2Cr2O7 в сре-
де [16]; инокуляция томатов Pseudomonas sp. RJ10 
и Bacillus sp. RJ16 увеличивала длину корней про-
ростков на 10% после обработки семян совместно 
Cd (50 мг/л) и Pb (100 мг/л) [32].

Полученные в данной работе результаты по-
казали, что штамм Pseudomonas sp. 102 облада-
ет ростостимулирующей активностью по отноше-
нию к растениям томата, в том числе в условиях 
токсического действия Cd2+. При этом наиболее 
эффективно это проявлялось в случае трансген-
ных по гену rapA1 растений, что позволяет выска-
зать предположение о более эффективной колони-
зации бактериями поверхности корней трансген-
ных растений.

Хорошо известно, что бактериальные индол-
производные могут способствовать прорастанию 
семян путем инициирования появления корней, а 
также способствовать развитию побегов, стиму-
лируя деление и рост клеток растений [45]. Ана-
лиз способности штамма производить индолпро-
изводные (ИУК, ИМК, ИКК) показал, что Pseudo-
monas sp. 102 вырабатывает в среднем 22 мкг/мл 
данных соединений (рис. 2). Однако это количе-

ство уменьшается до 16 мкг/мл и 8 мкг/мл при до-
бавлении в среду 50 мкМ Cd2+ и 100 мкМ Cd2+ со-
ответственно, что объясняет отсутствие ростости-
мулирующего эффекта бактерий на трансгенные 
и контрольные растения при концентрации 
100 мкМ Cd2+ в среде.

Колонизация Pseudomonas sp. 102 
контрольных и трансгенных растений при 
воздействии кадмия

Проведенные эксперименты показали, что по-
верхность корней трансгенных растений коло-
низировалась бактериями Pseudomonas sp. 102 в 
среднем в 1,5 раза эффективнее, чем поверхность 
корней контрольных нетрансформированных рас-
тений вне зависимости от концентрации Cd2+ в 
среде (рис. 3). Полученные результаты, вероятно, 
обусловлены тем, что адгезин RapA1 взаимодей-
ствует с полисахаридами на поверхности клеток 
Pseudomonas sp. 102, способствуя прикреплению 
этих бактерий к корням растений.

Ранее проводились эксперименты по по-
лучению трансгенных томатов, вырабатываю-
щих вещества, необходимые для модификации 
взаимодействия с микросимбионтами для бо-
лее успешного преодоления стрессовых воздей-
ствий окружающей среды. Так, например, были 
получены томаты, продуцирующие N-ацил-
гомосеринлактон, который является регулято-
ром экспрессии генов «quorum  sensing», контро-
лирующих взаимодействие бактериальных кле-
ток с эукариотическими клетками хозяина и их 
колонизацию. Полученные результаты показали, 
что с помощью N-ацил-гомосеринлактона можно 

Рис. 2. Анализ способности Pseudomonas sp. 102 об-
разовывать индолпроизводные (ИУК, ИМК, ИКК) в 
зависимости от концентрации Cd2+

Fig. 2. Analysis of the ability of Pseudomonas sp. 102 
to form indole derivatives (IAA, IBA, ICA) depending 
on the Cd2+ concentration
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модулировать способности штаммов Burkholde-
ria graminis стимулировать рост растений и защи-
щать их от солевого стресса, однако эксперимен-
ты по выявлению эффективности колонизации не 
были проведены [46]. Также были получены рас-
тения томата, трансформированные геном лекти-
на psl, что улучшало колонизацию данных расте-
ний бактериями R. leguminosarum, обладающими 
фунгистатической активностью. Впоследствии 
трансгенные растения, обработанные бактерия-
ми, оказались устойчивыми к фитопатогену F. ox-
ysporum f. sp. lycopersici [40].

Белок RapA1 близок к лектинам, которые яв-
ляются белками, способными узнавать и связы-
вать углеводные компоненты разных соединений. 
Это также подтверждается гомологией гена rapA1 
с генами, участвующими в синтезе экзополисаха-
ридов, а также сходством Ra-последовательностей 
белков Rap, PlyA и PlyB. По ряду свойств RapA1 
напоминает лектин B. japonicum BJ38 [47]. Оба яв-
ляются периферическими мембранными белками, 
локализованными на одном из полюсов клетки, и 
способны агглютинировать бактерии. Вероятно, 
белок RapA1 принимает непосредственное уча-
стие в процессах прикрепления бактерий к корням 
растений, так же, как и лектин BJ38. Это открыва-
ет перспективы для применения данного бактери-
ального адгезина в качестве инструмента для соз-
дания различных искусственных симбиотических 
систем между бактериями и растениями, в том 
числе для фиторемедиации почв [33, 35, 48].

Влияние Pseudomonas sp. 102 на биомассу 
контрольных и трансгенных растений при 
воздействии кадмия

Результаты, полученные в данной работе, по-
казали, что воздействие Cd снижало сухую био-
массу как контрольных, так и трансгенных расте-
ний. Так, содержание в питательной среде 50 мкМ 
Cd2+ уменьшало в среднем на 30% сухую биомас-
су побегов и корней, а воздействие 100 мкМ Cd2+ 
уменьшало на 40% и 50% сухую биомассу корней 
и побегов, соответственно, как у контрольных, так 
и у трансгенных растений (рис. 4a, 4b) по сравне-
нию с растениями, не подвергавшимися воздей-
ствию кадмия. Также при 100 мкМ Cd2+ у растений 
ярко проявлялись результаты токсического дей-
ствия ионов Cd2+, такие как хлороз листьев, крас-
но-бурая окраска их краев и некроз корней [20].

Ингибирующее влияние Cd2+ на накопление 
биомассы корней и побегов растений связывают 
как с непосредственным воздействием этого ТМ 
на клеточное деление и растяжение, так и с на-
рушением общего метаболизма растений: пода-
влением деятельности корневой системы, нару-
шением минерального питания, изменением гор-
монального баланса, снижением интенсивности 
фотосинтеза и транспирации [44].

Инокуляция Pseudomonas sp. 102 положитель-
но воздействовала на накопление сухой биомассы 
корней и побегов как контрольных, так и трансген-
ных проростков. Так, бактерии увеличивали на 

Рис. 3. Колонизация Pseudomonas sp. 102 контрольных и трансгенных растений при воздействии Cd: a ‒ диаграмма 
с численными показателями (1 ‒ контрольные растения; 2 ‒ растения, трансформированные геном rapA1); b ‒ корень 
контрольного растения; c ‒ корень трансгенного растения. Стрелками отмечены маркированные GFP клетки бактерий

Fig. 3. Colonization by Pseudomonas sp. 102 of control and transgenic plants under Cd2+ exposure: a, numerical values  
(1 ‒ non-transgenic plants (control); 2 ‒ RapA1-plants carrying the rapA1 gene); b, the root of a control plant; c, the root of a 
transgenic plant. Arrows indicate GFP tagged bacterial cells
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40% и 80% рост побегов, а также на 55% и 130% 
рост корней контрольных и трансгенных расте-
ний соответственно. Более высокие показатели в 
случае трансгенных растений, вероятно, связаны 
с эффективной колонизацией бактериями поверх-
ности корней трансгенных растений (рис. 4a, 4b).

В ряде работ рассматривалось влияние иноку-
ляции Pseudomonas на биомассу растений при ток-
сическом воздействии ТМ. Так, например, ино-
куляция B. juncea бактериями Pseudomonas  aeru-
ginosa KP717554 увеличивала сухую биомассу 
растений на 30,6% при выращивании на среде с до-
бавлением 150 мг/кг K2Cr2O7 [16]; инокуляция то-

матов Pseudomonas sp. RJ10 увеличивала биомас-
су корней и побегов в среднем на 30% и 20% со-
ответственно при выращивании растений в почве, 
содержащей Cd (95,8 мг/кг) и Pb (189 мг/кг) [32].

В данной работе инокуляция Pseudomonas sp. 
102 в ряде экспериментов также позволяла пре-
одолевать токсическое действие Cd. Так, бакте-
рии увеличивали на 62% и 146% биомассу кор-
ней контрольных и трансгенных растений со-
ответственно, а также на 49% биомассу побегов 
трансгенных растений при 50 мкМ Cd2+ в среде. 
В опытах со 100 мкМ Cd2+ в среде статистически 
значимых положительных результатов получено 

Рис. 4. Влияние Pseudomonas sp. 102 на содержание кадмия и биомассу контрольных и трансгенных растений при 
воздействии Cd2+: a ‒ сухая биомасса корней; b ‒ сухая биомасса побегов; c ‒ содержание Cd2+ в корнях; d ‒ содержа-
ние Cd2+ в побегах. Контр. ‒ нетрансформированные растения; Контр.+Ps ‒ нетрансформированные растения, обра-
ботанные бактериями; RapA1 ‒ трансформированные геном rapA1 растения; RapA1+Ps ‒ трансформированные ге-
ном rapA1 растения, обработанные бактериями. К ‒ отсутствие Cd2+ в питательной среде (контроль); 1 ‒ 50 мкМ Cd2 

в питательной среде; 2 ‒ 100 мкМ Cd2 в питательной среде

Fig. 4. Effect of Pseudomonas sp. 102 on the content of cadmium and biomass of control and transgenic plants under Cd2+ ex-
posure: a, dry weight of roots; b, dry weight of shoot; c, Cd2+ content in roots; d, Cd2+ content in shoots. Контр. ‒ non-trans-
genic plant; Контр.+Ps ‒ non-transgenic plant, inoculated Pseudomonas sp. 102; RapA1 ‒ transgenic plant with rapA1 gene; 
RapA1+Ps ‒ transgenic plant with rapA1 gene, inoculated Pseudomonas sp. 102. K ‒ the absence of Cd2+ in nutrient medium 
(control); 1 ‒ 50 μm Cd2+ in nutrient medium; 2 ‒ 100 μM Cd2+ in nutrient medium
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не было, что, вероятно, связано с высокой концен-
трацией ТМ и уменьшением выработки бактерия-
ми индолпроизводных (рис. 4a, 4b)

Влияние Pseudomonas sp. 102 на поглощение Cd2+ 

контрольными и трансгенными растениями
Факторами, которые в наибольшей степе-

ни ограничивают эффективность фиторемеди-
ации, являются недостаточное накопление био-
массы растениями и низкая доступность ТМ из 
почв. Последнее можно решить с помощью бакте-
рий, которые, как известно, принимают непосред-
ственное участие в биогеохимическом цикле ТМ 
и значительно увеличивают их доступность для 
растений [49]. Хотя в водной культуре, в отличие 
от культивирования в почве, нельзя в полной мере 
оценить влияние бактерий на доступность ТМ для 
растений, в данной работе в целом были получены 
положительные результаты влияния Pseudomonas 
sp. 102 на поглощение Cd растениями томата.

Инокуляция Pseudomonas sp. 102 практиче-
ски не влияла на накопление кадмия в корнях 
контрольных и трансгенных растений: в сред-
нем 1 мкмоль/г ‒ для концентрации 50 мкМ Cd2+ 
в среде и 2 мкмоль/г ‒ для концентрации 100 мкМ 
Cd2+. Содержание кадмия в побегах контрольных 
и трансгенных растений, необработанных бак-
териями, составляло в среднем 2,5 мкмоль/г для 
концентрации 50 мкМ Cd2+ в среде и 4,5 мкмоль/г 
для концентрации 100 мкМ Cd2+ (рис. 4c, 4d). 

Инокуляция контрольных и трансгенных рас-
тений Pseudomonas sp. 102 значительно увели-
чивала накопление кадмия в побегах. Для кон-
трольных растений содержание Cd было на 80% 
и 61% больше по сравнению с не обработанны-
ми бактериями растениями при концентрациях 
50 и 100 мкМ Cd2+ в среде соответственно. Кон-
центрация Cd в побегах трансгенных растений, 
инокулированных Pseudomonas sp. 102, была 
на 180% и 98% больше при концентрациях 50 и 
100 мкМ Cd2+ в среде соответственно по сравне-
нию с трансгенными растениями, не обработан-
ными бактериями (рис. 4c, 4d). 

Коэффициент транслокации кадмия TF, рас-
считанный по формуле TF = концентрация Cd2+в 
побегах/концентрация Cd2+в корнях [50], оказал-
ся для всех экспериментов >1. Так как TF отража-
ет эффективность транспорта тяжелых металлов 
из корневой системы в надземную часть расте-
ний, полученные результаты доказывают, что то-
мат сорта «Грунтовый грибовский 1180» является 
растением-гипераккумулятором Cd2+.

Преимущественное накопление Cd в побе-
гах растений, а не в корнях, характерно не для 

всех растений. Зачастую корни накапливают боль-
шие концентрации Cd, что связано с включени-
ем физиологических механизмов, которые пре-
пятствуют продвижению ТМ в надземные ча-
сти растений  [29]. Существует ряд исследований 
по преимущественному накоплению Cd в корнях 
растений томата [51‒53]. Тем не менее, есть рабо-
ты, доказывающие, что для томата характерно на-
копление Cd в побегах [21, 22, 54‒57]. Возможно, 
характер аккумуляции связан с сортовыми осо-
бенностями экспериментальных растений и усло-
виями постановки эксперимента. Например, су-
ществует работа, доказывающая, что обработка 
растений томата Pseudomonas может способство-
вать повышению концентрации ТМ в надземных 
частях растений. Так, инокуляция Pseudomonas sp. 
RJ10 на 34% увеличивала накопление Cd в над-
земных тканях томата, незначительно влияя на его 
и так достаточно низкую концентрацию в корнях 
растений [32]. В большинстве статей накопление 
ТМ в растениях в присутствии микросимбионтов 
связано с повышением доступности ТМ в почве 
[15, 16, 32]. Положительный эффект Pseudomonas 
sp. 102 на водную культуру томатов, наблюдаемый 
в данной статье, возможно, объясняется сглажива-
нием бактериями токсического воздействия Cd на 
растения и требует дальнейшего изучения.

Данная работа показала, что растения тома-
та сорта «Грунтовый грибовский 1180» могут 
быть использованы в качестве гипераккумулято-
ров тяжелых металлов. Обычно таковыми счита-
ются растения, накапливающие более 100  мг/кг 
Cd в побегах [58]. Использованный в экспери-
ментах сорт томата накапливал в побегах от 250 
до 1000 мг/кг Cd в различных вариантах экспе-
риментов (коэффициент транслокации TF был 
во всех экспериментах >1), что не оставляет со-
мнений в потенциале использования данного рас-
тения для фиторемедиации. Также было показа-
но, что штамм Pseudomonas sp. 102 обладал ро-
стостимулирующей активностью по отношению 
к растениям томата в условиях токсического дей-
ствия Cd2+, в том числе способствуя повышению 
растительной биомассы. Также эти бактерии спо-
собствовали накоплению Cd в надземной части 
растений. При этом наиболее эффективным для 
фиторемедиации являлось взаимодействие Pseu-
domonas sp. 102 с трансгенными по гену rapA1 
растениями томата, продуцирующими адгезин, 
который способствовал колонизации бактериями 
поверхности корней.

Использование инструментов модификации 
растительно-микробных взаимодействий открывает 
большие возможности в области фиторемедиации  
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и рождает новые перспективы для создания эф-
фективных биологических систем для очистки 
окружающей среды от экополлютантов.

Работа была выполнена с привлечением при-
борного парка ЦКП «Биомика» Института биохи-
мии и генетики УФИЦ РАН в рамках госзадания 
(тема № АААА-А16-116020350028-4) при финан-
совой поддержке грантами Российского фонда 
фундаментальных исследований № 18-34-20004 
мол_а_вед и №18-34-00033 мол_а.
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Abstract–A Pseudomonas sp. 102 strain, which is highly resistant to toxic effects of cadmium and has 
plant growth-promoting activity, can significantly increase growth parameters and biomass of tomato 
plants, including those observed under toxic effects of cadmium. The greatest positive effect was 
observed in plants transformed with the bacterial adhesin gene rapA1, the product of which is important 
for colonization of plant roots by bacteria. It was also shown that shoots of transgenic tomato plants 
accumulated the greatest amount of cadmium during inoculation with Pseudomonas sp. 102. The ability to 
extract high concentrations of cadmium and accumulate a large biomass under stress opens up prospects 
for the further use of associative interactions between tomato and Pseudomonas for phytoremediation.
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