
71

` ecological genetics 2019;17(1)   eISSN 2411-9202

GENETIC BASIS OF ECOSYSTEMS EVOLUTION

https://doi.org/10.17816/ecogen17171-80

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИИ В ГЕНЕ ГОРОХА (PISUM SATIVUM L.) cdt (cadmium tolerance) 
НА ГИСТОЛОГИЧЕСКУЮ И УЛЬТРАСТРУКТУРНУЮ ОРГАНИЗАЦИЮ КЛУБЕНЬКОВ

 © А.В. Цыганова 1, Е.В. Селивёрстова 1, 2, В.Е. Цыганов 1

1 ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной микробиологии», Санкт-Петербург;
2 ФГБУН «Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова» РАН, Санкт-Петербург
Для цитирования: Цыганова А.В., Селивёрстова Е.В., Цыганов В.Е. Влияние мутации в гене гороха (Pisum sativum L.) cdt (cadmium tolerance) 
на гистологическую и ультраструктурную организацию клубеньков // Экологическая генетика. – 2019. – Т. 17. – № 1. – С. 71–80. https://doi.
org/10.17816/ecogen17171-80.

Поступила: 10.12.2018  Одобрена: 19.02.2019  Принята: 25.03.2019

 ` Был проведен сравнительный анализ структурной организации симбиотических клубеньков исходной линии горо-
ха SGE и мутантной линии SGECdt, характеризующейся повышенной устойчивостью к кадмию и увеличенной его ак-
кумуляцией. Было показано, что не обработанные CdCl2 клубеньки SGE и SGECdt имели сходную гистологическую 
и ультраструктурную организацию. При действии 100 мкМ CdCl2 в клубеньках SGE в инфицированных клетках на-
блюдались следующие аномалии: расширение перибактероидного пространства, разрушение симбиосомной мембраны, 
слияние симбиосом и, как следствие, образование симбиосом, содержащих несколько бактероидов. В клубеньках SGECdt 
инфицированные клетки в зонах инфекции и азотфиксации не были подвержены сильным изменениям. При дейст-
вии 1 мМ CdCl2 в основании клубеньков SGE появлялись стареющие инфицированные клетки с полностью разрушен-
ной цитоплазмой и деградирующими бактероидами. Присутствовали также клетки, в которых содержимое симбиосом 
лизировалось, и в них оставались лишь «тени» бактероидов. У SGECdt в некоторых инфицированных клетках аномалии 
проявлялись в увеличении перибактероидного пространства, частичном разрушении симбиосомных мембран, слиянии 
симбиосом и высвобождении бактероидов в вакуоль. Таким образом, устойчивость клубеньков гороха к кадмию может 
быть повышена благодаря единичной рецессивной мутации cdt. 

 ` Ключевые слова: растительно-микробные взаимодействия; симбиотический клубенек; устойчивость к кадмию; симби-
осома; бактероид; инфекционная нить.
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 ` Background. A comparative analysis out of the structural organization of the symbiotic nodules of the pea initial 
line SGE and the mutant line SGECdt, characterized by increased tolerance to cadmium and increased its accumulation, was 
carried out. Materials and methods. Nodules of initial line SGE and mutant SGECdt were analyzed using light and transmission 
electron microscopy. Results. The non-treated nodules of SGE and SGECdt were characterized by a similar histological and ultra-
structural organization. In the nodules of SGE exposed to 100 µM CdCl2 in infected cells, the following abnormalities were observed: 
expansion of the peribacteroid space, destruction of the symbiosome membrane, fusion of symbiosomes and, as a result, the forma-
tion of symbiosomes containing several bacteroids. In the nodules of SGECdt, infected cells did not undergo pronounced changes. 
In the nodules of SGE exposed to 1 mM CdCl2, at the base of the nodule, senescent infected cells with completely destroyed cyto-
plasm and degrading bacteroids appeared. Also there were present cells in which the contents of symbiosomes were lysing, and only 
the “ghosts” of the bacteroids remained in them. In SGECdt, in some infected cells, abnormalities were manifested in an increase in 
the peribacteroid space, partial destruction of symbiosome membranes, fusion of symbiosomes, and release of bacteroids into the vac-
uole. Conclusions. The tolerance of pea nodules to cadmium can be significantly increased due to a single recessive cdt mutation.

 ` Keywords: plant-microbe interactions; symbiotic nodule; tolerance to cadmium; symbiosome; bacteroid; infection thread.

ВВЕДЕНИЕ
Кадмий попадает в окружающую среду в результате 

естественных процессов, а также из-за постоянно уве-

личивающейся антропогенной деятельности [1]. Из по-
чвы кадмий поглощается корнями, откуда он поступает 
в наземные части растений. При этом кадмий — это 
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токсичный элемент, который вызывает различные ано-
малии в развитии растений [2, 3]. Растения отличаются 
по степени устойчивости к кадмию, большинство из них 
проявляют основную устойчивость, но встречаются ра-
стения, демонстрирующие гиперустойчивость, которая 
может сопровождаться гипераккумуляцией [4, 5]. Оба 
вида устойчивости характеризуются разнообразными 
молекулярно-генетическими, биохимическими и кле-
точными механизмами [6].

Кадмий влияет не только на развитие и функциони-
рование растений, но и на их взаимодействие с симбио-
тическими микроорганизмами [7–12]. Было установ-
лено, что развитие растений гороха, а особенно рост 
ризобий, ингибируется при значительно более высоких 
концентрациях кадмия по сравнению с развитием клу-
беньков [13]. Очевидно, что для создания резистентных 
к кадмию растительно-микробных систем необходимо 
повысить устойчивость к нему процесса образования 
клубеньков. Поскольку ризобиям свойственен высокий 
уровень устойчивости к кадмию [13], представляется 
целесообразным повысить уровень устойчивости сим-
биотической системы за счет изменений в геноме ра-
стения.

Мутантная линия гороха SGECdt, характеризую-
щаяся как повышенной устойчивостью к кадмию, так 
и увеличенным его накоплением в тканях растения, 
была получена в результате использования ЭМС-му-
тагенеза. Мутантная линия SGECdt несет рецессивную 
мутацию cdt [14], локализованную в VI группе сцепле-
ния гороха [15, 16]. В результате прививочных экспе-
риментов было показано, что генотип корня определяет 
повышенную устойчивость к кадмию и увеличенное его 
накопление в тканях мутантной линии [17].

Мутантная линия SGECdt обладает повышенной 
устойчивостью к действию кадмия в процессе обра-
зования клубеньков по сравнению с исходной линией 
SGE [13, 18]. Однако влияние кадмия на структурную 
организацию зрелых клубеньков у мутантной линии 
не изучено.

Цель данной работы заключалась в анализе вли-
яния кадмия на структурную организацию симбиотиче-
ских клубеньков у исходной линии SGE и мутантной 
линии SGECdt.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Растительный материал
В исследовании были использованы мутантная ли-

ния гороха посевного (Pisum sativum L.) SGECdt (cdt), 
характеризующаяся повышенной устойчивостью к кад-
мию и увеличенной его аккумуляцией [14], и исходная 
линия SGE [19] из коллекции ФГБНУ ВНИИСХМ.

Штамм бактерий
Растения были инокулированы коммерческим штам-

мом Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 1026 
(= CIAM 1026) [20] из коллекции ФГБНУ ВНИИСХМ.

Условия выращивания и сбор материала для анализа
Семена стерилизовали концентрированной серной 

кислотой в течение 30 мин и промывали стерильной во-
дой 10 раз. Семена располагали на плотиках, плаваю-
щих в гидропонном растворе, причем корневая система 
находилась в растворе, а семядоля и побег — на по-
верхности плотика. Гидропонный раствор имел следую-
щий состав: KH2PO4 — 110 мМ; Ca(NO3)2 — 50 мМ; 
MgSO4 — 400 мМ; KCl — 300 мМ; CaCl2 — 70 мМ; 
H3BO3 — 1 мМ; MnSO4 — 1 мМ; ZnSO4 — 1 мМ; 
Na2MoO4 — 0,03 мМ; FeC4H4O6 — 2,5 мМ. Гидропон-
ный раствор подвергали постоянному барботированию, 
смену раствора гидропоники проводили каждые 3 дня. 
Растения были выращены в климатической камере 
MLR-352H (Sanyo Electric Co., Ltd., Япония) в режи-
ме день/ночь 16/8 ч при 21 °C, относительной влаж-
ности 75 %, освещенности 280 мкМ фотонов м–2 с–1. 
Через 23 дня после инокуляции в гидропонный раствор 
был добавлен CdCl2 до концентраций 100 мкМ и 1 мМ. 
Через 24 ч после добавления CdCl2 клубеньки с пяти 
растений были собраны для фиксации.

Микроскопический анализ
Для электронно-микроскопического анализа клу-

беньки подвергали мягкому вакуумированию и фик-
сировали в 2,5 % растворе глутаральдегида на 0,3 М 
фосфатном буфере (рН 7,2) при 4 °C в течение ночи. 
После фиксации образцы промывали в четырех сменах 
0,3 М фосфатного буфера и дополнительно фиксирова-
ли в 1 % растворе четырехокиси осмия на 0,3 М фос-
фатном буфере в течение 2 ч. После промывания в трех 
сменах по 15 мин в дистиллированной воде образцы 
обезвоживали в этаноле возрастающей концентра-
ции — 50 %, 70 % (оставляли на ночь при темпера-
туре 4 °C), 96 % по 15 мин в каждом, в двух сменах 
абсолютного этанола по 10 мин, в смеси абсолютно-
го этанола и ацетона в соотношении 1 : 1 в течение 
10 мин, в двух сменах ацетона по 10 мин.

В качестве заливочной среды применяли смолу 
Epon 812 с катализатором DMP-30 (Honeywell FlukaTM, 
Fisher Scientific, Великобритания). Ткани пропитыва-
ли в смесях абсолютного ацетона и заливочной сре-
ды в соотношении 1 : 1 и 1 : 3 в течение 1 ч каждая 
и далее в чистой смоле в течение ночи при комнатной 
температуре. Заливку клубеньков осуществляли путем 
переноса образцов в предварительно просушенные 
поли этиленовые капсулы, заполненные свежей зали-
вочной средой. Полимеризацию выполняли при темпе-
ратуре 60 °C в течение двух суток в термостате IN55 
(Memmert GmbH, Германия).

Полутонкие срезы (0,5–1 мкм) окрашивали тол-
луидиновым синим и изучали под микроскопом 
Leica DM LB2 (Leica Microsystems, Австрия), ис-
пользуя объективы ×5, ×10 и ×20. Ультратонкие сре-
зы толщиной 90–100 нм готовили на ультратоме Leica 
Ultracut UCT (Leica Microsystems, Австрия) и собира-
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ли на медные сеточки, покрытые формваром. Ультра-
тонкие срезы контрастировали 1 % водным раствором 
уранил ацетата в течение 20 мин и цитратом свинца 
по Рейнольдсу в течение 1 мин. Наблюдение и съем-
ку ультратонких срезов проводили на трансмиссион-
ном электронном микроскопе LEO 910 (LEO Electron 
Microscopy Group, Германия) при ускоряющем напря-
жении 60 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Гистологическая и ультраструктурная организа-

ция симбиотических клубеньков гороха исходной ли-
нии SGE и мутантной линии SGECdt

Клубеньки линий SGE и SGECdt, выращенные 
в условиях гидропонной культуры без добавления 
CdCl2, обладали сходной гистологической организаци-
ей, типичной для клубеньков недетерминированного 
типа, в которых выделялись меристема, зона инфек-
ции и зона азотфиксации (рис. 1, а, б). Тем не менее 

отдельные клетки подверглись деградации, вызванной, 
вероятно, условиями роста в гидропонной культуре 
(см. рис. 1, а, б). Ультраструктурная организация та-
ких клубеньков была сходна у SGE и SGECdt и не от-
личалась от ранее описанной для клубеньков гороха. 
Наблюдались инфекционные нити, заполненные бакте-
риями (рис. 1, ж), симбиосомы, содержащие единичные 
плейоморфные бактероиды (рис. 1, з).

Гистологическая и ультраструктурная организация 
симбиотических клубеньков гороха исходной линии 
SGE и мутантной линии SGECdt при воздействии 
100 мкМ CdCl2

При обработке корневых систем различными кон-
центрациями CdCl2 воздействию подвергались клубень-
ки различного возраста, при этом зрелые клубеньки 
характеризовались бóльшим размером по сравнению 
с молодыми. Соответственно, они отличались большей 
устойчивостью к воздействию и были проанализирова-
ны в ходе данного исследования.

Рис. 1. Гистологическая организация клубеньков 
гороха исходной линии SGE и мутантной 
линии SGECdt, не обработанных и обра-
ботанных 100 мкМ CdCl2, и ультраструк-
турная организация необработанных клу-
беньков SGECdt: а — гистологическая 
организация необработанных клубеньков 
SGE; б — гистологическая организа-
ция необработанных клубеньков SGECdt; 
в, д — гистологическая организация клу-
беньков SGE, обработанных 100 мкМ 
CdCl2; г, е — гистологическая организа-
ция клубеньков SGECdt, обработанных 
100 мкМ CdCl2; ж — инфицированная 
клетка SGECdt из зоны инфекции с инфек-
ционной нитью и ювенильными бактерои-
дами; з — инфицированная клетка SGECdt 
из зоны азотфиксации с плейоморф ными 
бактероидами. I — меристема, II — зона 
инфекции, II–III — переходная зона меж-
ду зонами инфекции и азотфиксации, III — 
зона азотфиксации, ИК — инфицирован-
ная клетка, НИК — неинфицированная 
клетка, ДИК — деградирующая инфициро-
ванная клетка, ИН — инфекционная нить, 
КС — клеточная стенка, Б — бактерия, 
Ба — бактероид, ЮБа — ювенильный бакте-
роид; стрелки указывают на симбио сомную 
мембрану. Масштабная линейка: а–г — 
100 мкм, д, е — 20 мкм, ж, з — 1 мкм
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В зрелых клубеньках SGE и SGECdt присутствова-
ли все гистологические зоны (рис. 1, в, г), но в клу-
беньках исходной линии выявлялись инфицированные 
клетки с признаками деградации (рис. 1, д). При этом 
в клубеньках у мутантной линии отмеченные нарушения 
отсутствовали (рис. 1, е).

В зрелых клубеньках SGE инфицированные клетки 
в зоне азотфиксации были заполнены многочисленными 

бактероидами (рис. 2, а). Мембраны бактероидов ха-
рактеризовались повышенной складчатостью (рис. 2, б). 
Перибактероидное пространство в симбиосомах было 
увеличено, часто наблюдалось разрушение симбиосом-
ных мембран и слияние симбиосом, что приводило к по-
явлению симбиосом, содержащих несколько бактероидов 
(см. рис. 2, б). Инфекционные нити имели ультраструк-
турную организацию, близкую к норме, однако у некото-

Рис. 2. Ультраструктурная организация клубеньков гороха исходной линии SGE, обработанных 100 мкМ CdCl2: а, б — ин-
фицированные клетки из зоны азотфиксации с плейоморфными бактероидами; в, г — инфицированные клетки из 
зоны азотфиксации с первичными признаками старения (деградация цитоплазмы и нарушения строения инфекци-
онных нитей); д, е — деградирующие инфицированные клетки из зоны старения. ИК — инфицированная клетка, 
ДИК — деградирующая инфицированная клетка, Я — ядро, А — амилопласт, ИН — инфекционная нить, Ба — 
бактероид, МС — «множественная» симбиосома, образующаяся в результате слияния симбиосом и содержащая 
несколько бактероидов; стрелки указывают на симбиосомную мембрану, наконечники стрелок — на разрушающи-
еся симбиосомные мембраны, звездочки — на выросты инфекционной нити, содержащие матрикс без бактерий. 
Масштабная линейка: а, в, д — 5 мкм; б, г, е — 1 мкм
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рых присутствовали многочисленные выросты, окружен-
ные клеточной стенкой и заполненные матриксом без 
бактерий (рис. 2, г). В инфицированных клетках с при-
знаками деградации симбиосомные мембраны разруша-
лись (см. рис. 2, г), в результате чего бактероиды выс-
вобождались в просветленную цитоплазму (рис. 2, в, е) 
и претерпевали полную деградацию (рис. 2, д).

В зрелых клубеньках SGECdt инфицированные 
клетки в зонах инфекции и азотфиксации не были под-
вержены сильным изменениям (рис. 3, а). Строение 
инфекционных нитей и капель не отличалось от тако-
вых у необработанных растений (рис. 3, а, б). Однако 
в некоторых инфицированных клетках из зон инфекции 
и азотфиксации наблюдались симбиосомы с увеличен-
ным перибактероидным пространством (рис. 3, б, в). 
Кроме того, в инфицированных клетках в зоне азотфик-
сации встречались признаки разрушения симбиосомных 

мембран и слияния симбиосом (рис. 3, г). В основании 
клубенька в отдельных клетках были заметны призна-
ки деградации: разрушение цитоплазмы и органелл 
растительных клеток, высвобождение бактероидов 
из симбио сом (данные не представлены).

Гистологическая и ультраструктурная организа-
ция симбиотических клубеньков гороха исходной ли-
нии SGE и мутантной линии SGECdt при воздействии 
1 мМ CdCl2

В зрелых клубеньках SGE инфицированные клетки 
зоны азотфиксации часто имели неровную, складчатую 
поверхность (данные не представлены). Зрелые клубень-
ки SGECdt имели строение, сходное с клубеньками, об-
работанными 100 мкМ CdCl2 (данные не представлены).

При анализе ультраструктурной организации 
в зрелых клубеньках SGE наблюдались признаки 
преждевременной деградации симбиотических ком-

Рис. 3. Ультраструктурная организация клубеньков гороха мутантной линии SGECdt, обработанных 100 мкМ CdCl2: а — 
инфицированная клетка из зоны азотфиксации с инфекционной нитью и инфекционной каплей; б — инфицирован-
ная клетка из зоны инфекции с инфекционной нитью и ювенильными бактероидами; в — инфицированные клетки 
из зоны азотфиксации, заполненные симбиосомами с расширенными перибактероидными пространствами; г — 
плейоморфные бактероиды из зоны азотфиксации. ИК — инфицированная клетка, Я — ядро, КС — клеточная 
стенка, ИН — инфекционная нить, Ика — инфекционная капля, Ба — бактероид, МС — «множественная» сим-
биосома, образующаяся в результате слияния симбиосом и содержащая несколько бактероидов; стрелки указы-
вают на симбиосомную мембрану, наконечники стрелок — на разрушение симбиосомных мембран. Масштабная 
линейка: а — 5 мкм; б, г — 1 мкм; в — 2 мкм

а

в

б

г
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партментов (рис. 4, а, в, д). В зоне азотфиксации 
в большинстве клеток симбиосомные мембраны были 
частично или полностью разрушены, встречались де-
градирующие бактероиды (рис. 4, б). В зоне ста-
рения присутствовали клетки с полностью разру-

шенной цитоплазмой и деградирующими, свободно 
расположенными бактероидами (рис. 4, в, г). Бактеро-
иды приобретали нерегулярную форму, складчатую по-
верхность (см. рис. 4, г), матрикс в них частично или 
полностью просветлялся (рис. 4, в, е). Выявлялись 

а

в

д

б

г

е

Рис. 4. Ультраструктурная организация клубеньков гороха исходной линии SGE, обработанных 1 мМ CdCl2: а — инфи-
цированные клетки из зоны азотфиксации с начальными признаками деградации; б — плейоморфные бактерои-
ды из зоны азотфиксации; в — деградирующая инфицированная клетка из зоны старения с инфекционной нитью 
и инфекционной каплей; г — бактероиды нерегулярной формы и со складчатой поверхностью в деградирующей 
инфицированной клетке из зоны старения; д — деградирующая инфицированная клетка из зоны старения, запол-
ненная «тенями» бактероидов; е — деградирующие бактероиды с частично просветленным матриксом и разрушен-
ной симбиосомной мембраной. ИК — инфицированная клетка, ДИК — деградирующая инфицированная клетка, 
Я — ядро, В — вакуоль, КС — клеточная стенка, ИН — инфекционная нить, Ика — инфекционная капля, Ба — 
бактероид, ДБа — деградирующий бактероид, МС — «множественная» симбиосома, образующаяся в результате 
слияния симбиосом и содержащая несколько бактероидов; стрелки указывают на симбиосомную мембрану, нако-
нечники стрелок — на разрушение симбиосомных мембран, треугольники — на «тени» бактероидов. Масштабная 
линейка: а, в, д — 5 мкм; б, г, е — 1 мкм
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клетки, в которых содержимое симбиосом было лизи-
ровано, и в них присутствовали лишь мембраны бакте-
роидов (рис. 4, д).

Анализ ультраструктурной организации зрелых клу-
беньков SGECdt показал, что в инфицированных клет-
ках в зоне инфекции мембраны бактероидов характе-
ризовались повышенной складчатостью (рис. 5, а). 
Перибактероидное пространство в симбиосомах было 
увеличено, симбиосомные мембраны в некоторых клет-
ках зоны инфекции были частично разрушены, в ре-
зультате чего ювенильные бактероиды высвобождались 
в вакуоль (см. рис. 5, а). В зоне азотфиксации в инфи-
цированных клетках наблюдалось слияние симбиосом 

(рис. 5, б), при этом происходило увеличение перибак-
тероидного пространства с разрушением симбиосомных 
мембран (рис. 5, в). В отдельных стареющих клетках 
была видна деструкция симбиосом и тонопласта инфи-
цированных клеток (рис. 5, г).

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования влияния кадмия на развитие 

и функционирование симбиотических клубеньков 
на структурном уровне немногочисленны. Так, при 
концентрации 18 мкМ Cd2+ происходили изменения 
в гистологической и ультраструктурной организации 
клубеньков у люпина белого (Lupinus albus L.) при 

Рис. 5. Ультраструктурная организация клубеньков гороха мутантной линии SGECdt, обработанных 1 мМ CdCl2: а — 
инфицированная клетка из зоны инфекции с ювенильными бактероидами; б — плейоморфные бактероиды в ин-
фицированной клетке из зоны азотфиксации; в — инфицированная клетка из зоны азотфиксации с начальными 
признаками деградации симбиосом: расширением перибактероидного пространства, разрушением симбиосомной 
мембраны и слиянием симбиосом; г — деградирующая инфицированная клетка из зоны старения. ИК — инфици-
рованная клетка, В — вакуоль, КС — клеточная стенка, А — амилопласт, Ба — бактероид, ЮБа — ювенильный 
бактероид, МС — «множественная» симбиосома, образующаяся в результате слияния симбиосом и содержащая 
несколько бактероидов, стрелки указывают на симбиосомную мембрану, наконечники стрелок — на разрушение 
симбиосомных мембран. Масштабная линейка: а, б — 1 мкм; в — 2 мкм; г — 5 мкм

в г

а б
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выращивании растений в течение 49 дней. Наблю-
дались заполнение гликопротеинами межклеточных 
пространств в коре клубенька и деградация бакте-
роидов в части инфицированных клеток [8]. В клу-
беньках сои (Glycine max (L.) Merr.) с увеличением 
концентрации кадмия уменьшались число инфициро-
ванных клеток в зоне азотфиксации и число бактеро-
идов в симбиосомах [7]. Наиболее детально влияние 
кадмия на структуру клубеньков было изучено для 
люцерны (Medicago sativa L.) [9]. Было показано, 
что обработка кадмием приводит к нарушениям фор-
мы инфицированных и неинфицированных клеток, 
исчезновению в них органелл, при этом в инфици-
рованных клетках сохранялись инфекционные нити. 
В зоне азотфиксации формировалось много мелких 
вакуолей вместо одной центральной. В результате 
анализа ультраструктурной организации клубеньков 
было установлено, что в зоне инфекции присутствуют 
клетки как с нормальными инфекционными нитями 
и бактероидами, так и сильно поврежденные, с разру-
шенными бактероидами и очень темной цитоплазмой. 
В зоне азотфиксации отмечались клетки с многочис-
ленными вакуолями и проявлениями плазмолиза. 
При этом, кроме симбиосом и митохондрий, другие 
органеллы не наблюдались. Бактероиды подвергались 
деградации, а симбиосомы характеризовались нере-
гулярной формой. В некоторых клубеньках влияние 
кадмия было менее выражено и симптомы деградации 
в инфицированных клетках в зоне азотфиксации про-
являлись лишь в увеличении перибактероидного про-
странства и усилении слияния симбиосом, в резуль-
тате чего они содержали несколько бактероидов [9]. 
В этой же работе изучалось влияние на устойчивость 
клубеньков к кадмию штамма Sinorhizobium meliloti 
со сверхэкспрессией флаводоксина. Такие клубеньки 
были более устойчивы к кадмию, симптомы поврежде-
ний в них были менее выражены. В некоторых клет-
ках зоны инфекции они проявлялись в расширении 
перибактероидного пространства и захвате бактерий 
вакуолью, а в зоне азотфиксации деградации подвер-
гались симбиосомы, содержащие несколько бактеро-
идов [9]. Таким образом, как в клубеньках люцерны, 
так и в клубеньках гороха кадмий индуцирует слия-
ние симбиосом и появление симбиосом, содержащих 
несколько бактероидов, что может рассматриваться 
как признак активации старения симбиотического 
клубенька [21]. Кроме того, в клетках обоих видов 
зафиксировано присутствие бактерий в вакуоли, что 
свидетельствует о потере тонопластом его целостно-
сти, служит одним из проявлений программируемой 
клеточной гибели [22] и часто наблюдается во время 
старения клубенька [23, 24].

Генетические модели практически не применяли 
при изучении функционирования клубеньков в усло-
виях кадмиевого стресса. Лишь для гороха было 

проведено исследование, в котором изучали влия-
ние кадмия на развитие клубеньков у двух контраст-
ных генотипов: VIR8456 и VIR3429, различающихся 
по устойчивости к кадмию [25]. Клубеньки VIR8456 
при концентрации в почве 4,4 ppm Cd были менее 
устойчивы, в инфицированных клетках происходила 
деградация перибактероидных мембран и аккумуляция 
электронно-плотных включений. При концентрации 
в почве 22 ppm Cd аномалии на ультраструктурном 
уровне наблюдались в клубеньках обоих генотипов, 
хотя у VIR8456 они были выражены в большей сте-
пени [26].

Таким образом, данная работа является пионерным 
исследованием генетического контроля функциониро-
вания симбиотических клубеньков в условиях кадми-
евого стресса. Полученные результаты показали, что 
устойчивость клубеньков гороха к кадмию может быть 
значительно повышена за счет единичной рецессивной 
мутации cdt.

Данная работа поддержана грантом Российско
го научного фонда (177630016). 

Работа выполнена с использованием оборудования 
ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточная 
биология» ФГБНУ ВНИИСХМ.
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