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В восприимчивом к ризобиям участке корня проростков гороха (Pisum sativum L.) изучали проявле-
ния реакций в ответ на действие экзогенных ИУК и БАП и контролировали нодуляцию. Показате-
лями реакции служили про/антиоксидантные активности “растворимых” и ионно- и ковалентно
связанных с клеточными стенками пероксидаз, содержание экстрагируемых при помощи этилаце-
тата “растворимых” фенольных соединений (ФС), их антирадикальная активность с ДФПГ, содер-
жание связанных с клеточными стенками ФС, содержание салициловой кислоты (СК). Для иссле-
дования использовали этиолированные проростки гороха, выращенные в условиях термостата с
температурой 21°С, в кюветах на влажной фильтровальной бумаге. У исходных 2-суточных пророст-
ков на корнях наносили метки на расстоянии 5−20 мм от его кончика (восприимчивая к ризобиям
зона) и проростки подвергали одновременно инокуляции бактериями Rhizobium leguminosarum bv.
viceae и обработке растворами 10–11М ИУК и 10–9М БАП. Через 24 ч прослеживали за перемещени-
ем помеченного участка, вырезали его для биохимических исследований, а для апикальной части
корня, прилегающего к помеченному участку корня, получали цитологические показатели, харак-
теризующие особенности ростовых процессов под влиянием экзогенных фитогормонов (ФГ).
Часть инокулированных и подвергнутых действию ФГ проростков оставляли для контролирования
у них нодуляции. Действие экзогенных ФГ приводило к усилению роста корня и смещению, по
сравнению с контролем (инокулированные корни без обработки ФГ), восприимчивой к ризобиям
зоны, и к небольшому увеличению ее длины. Смещение происходило за счет усиления растяжения
вновь перешедших к этому процессу клеток (ИУК) и усиления деления клеток меристемы (БАП).
Нодуляция в зоне наблюдений осуществлялась и даже усиливалась под влиянием БАП, но ингиби-
ровалась при действии ИУК. Представленные биохимические показатели позволяют предполо-
жить, что проявления защитных реакций в исследуемой зоне корня существенно выше в варианте с
ИУК, что может служить объяснением негативного влияния экзогенной ИУК на нодуляцию.
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ВВЕДЕНИЕ
При формировании бобово-ризобиального

симбиоза (БРС) после инокуляции бактериями
Rhizobium развитие процессов нодуляции корней
занимает некоторое время и проходит в несколько
этапов. На самом раннем этапе формирования БРС
на поверхности и на корневых волосках в воспри-
имчивой к ризобиям зоне корня наблюдается адге-
зия бактерий. Затем появляются искривления кор-

невых волосков, и посредством возникших в них
инфекционных нитей начинается проникновение
ризобий в корневой кортекс. Практически в этот же
период в корнях бобовых растений замечены пер-
вые деления клеток в области коры, приводящие
к образованию примордий клубеньков [1–4].

В инициации и регуляции клубенькообразова-
ния важную роль отводят фитогормонам [5–7].
Началу митотических процессов в корневой коре
при формировании клубеньковых примордиев спо-
собствует появление локальных скоплений ИУК и
ЦК. Литературные данные свидетельствуют не толь-
ко об участии ауксинов и цитокининов в процессах

Сокращения: ПО − пероксидаза, ИУКО – оксидаза ИУК,
ФС – фенольные соединения, СК – салициловая кислота,
БРС – бобово-ризобиальный симбиоз, ДФПГ − 1,1-дифе-
нил-2-пикрилгидразил.
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формирования БРС, но и о необходимости актива-
ции цитокининового сигналинга для индукции
морфогенеза клубенька [7].

К компонентам растительных клеток, которые
наиболее значимы в регуляции уровня фитогормо-
нов в точках формирования примордий клубень-
ков, относят флавоноиды [2, 5, 8]. Кратковремен-
ное накопление флавоноидов индуцируется в кор-
нях бобовых растений под влиянием ризобиальных
Nod-факторов. Авторы работы [1] уже через 3 ч по-
сле инокуляции в клетках внутренней коры в сай-
те инфицирования констатировали синтез фер-
ментов флавоноидного пути, а через 13 ч – увели-
чение уровня флавоноидов в вакуолях клеток
внутренней коры. Такие явления наблюдали при
инокуляции совместимыми видами ризобий в
клетках, имеющих отношение к инициации обра-
зования клубеньков у люцерны, гороха и сиратро
(Macroptilium atropurpureum).

Обнаружено локально-дифференцированное
накопление различных по структуре групп фла-
воноидов, отличающихся ролью в ингибирова-
нии транспорта ИУК, в деградации этого фито-
гормона и в инициации деления клеток в начале
процесса клубенькового органогенеза [1, 2, 9].
Было замечено, что у бобовых культур, вступаю-
щих в симбиоз с видами ризобий, у которых син-
тез Nod-факторов вызывают флавоны, наличие
данных соединений в тканях корней требуется и
для нормального прохождения процесса нодуля-
ции [9].

Полагают, что к негативной регуляции поляр-
ного транспорта ауксинов в основном причастны
флавонолы – кверцетин и кемпферол [10]. В об-
зоре [11] высказано мнение о неодинаковой роли
представителей различных по структуре групп
флавоноидов в ингибировании потока ИУК и его
значения для инициации нодуляции у растений,
формируюших недетерменантные и детерминант-
ные клубеньки. У растений, формирующих неде-
терминантные клубеньки, важна роль флавоноидов
в нодуляции, а у сои (Glycine max (L.) Merr.), форми-
рующей детерминантные клубеньки, в ингибиро-
вании потока ИУК и в инициации образования
клубеньков более значимы изофлавоноиды [12].

Изменения в фитогормональном балансе могут
быть инициированы окислительными процессами.
В частности, уровень и метаболизм ИУК взаимо-
связаны с таким полифункциональным “стрессо-
вым” ферментом как пероксидаза (ПО). Этот фер-
мент не только окисляет ИУК (ОИУК), но, как по-
лагают, имеет центр специфического связывания с
последней [13].

В публикации Mathesius [2] приведена схема,
где показано, что в зоне инфицирования после
инокуляции ризобиями все изменения в аккуму-
ляции и локализации ИУК происходят при уча-
стии флавоноидов и пероксидаз. Автор полагал,

что сохранению локальной аккумуляции ИУК в
точках инициации примордий клубеньков может
способствовать аккумуляция формононетина, ин-
гибирующего пероксидазы. А такое соединение,
как 7,4'-дигидроксифлавон, напротив, может сти-
мулировать деградацию ИУК пероксидазой.

Уже в начале инфекционных процессов расте-
ние препятствует проникновению избытка ризобий
в клетки корневого кортекса и в корневые волоски,
сдерживает их агрессивность путем включения
защитных механизмов [5, 14]. Включая защитные
механизмы, растение регулирует степень инфи-
цирования корней и нодуляции. Усиление окис-
лительных процессов связали с необходимостью
для экспрессии у бобовых растений генов ранних
нодулинов, например, пероксидазного гена rip1
[15]. Cook с соавт. [16] показали, что после иноку-
ляции люцерны бактериями R. meliloti уровень
транскриптов rip1 был максимальным через 3 ч и
падал через 48 ч, что совпадало с ранними инфек-
ционными событиями и началом нодуляционно-
го процесса.

Рядом исследователей салициловая кислота
(СК) отнесена к фитогормонам, участвующим в
негативной регуляции клубенькообразования [6,
17]. Blilou с соавторами [18] у растения гороха вы-
явили прямую связь между устойчивостью к Rhi-
zobium и эндомикоризальным грибом Glomus mos-
seae и высоким накоплением в корневых клетках
свободной СК. Используя в своих исследованиях
устойчивый к Rhizobium и Glomus mosseae мутант
гороха Р2 (Nod– Myc–), эти авторы пришли к за-
ключению, что в суппрессию защитных реакций,
зависимых от СК, может вовлекаться ген sym30.

В естественных условиях роста бобовых расте-
ний на их корни наряду с ризобиями воздействуют
многочисленные почвенные микроорганизмы. Из-
вестно, что многие из поселяющихся в ризосфере
представителей бактерий и грибов выделяют фито-
гормоны. В том числе и бактерии рода Rhizobium,
нодулирующие корни бобовых культур [19].

В обзоре [19] приведены данные, показываю-
щие, что влияние экзогенной ИУК на нодуляцию
может быть негативным при ее повышенных кон-
центрациях. Вместе с тем, приведенные там же
данные свидетельствуют о положительном влия-
нии на нодуляцию проникающих в формирую-
щиеся клубеньки ризобий с повышенной способ-
ностью к биосинтезу ИУК. Это говорит о том, что
роль ИУК, экзогенно поступающего в корневые
клетки и синтезируемого ризобиями в процессе
внедрения их в ткани корня и формирующихся
клубеньков, может быть различной в плане его
влияния на метаболизм клеток корня в зоне ин-
фицирования.

Целью наших исследований стало выяснение
влияния экзогенных фитогормонов (10–11 М ИУК
и 10–9 М БАП) на метаболические процессы, свя-
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занные с защитными реакциями в восприимчи-
вом к Rhizobium участке корня проростка гороха
(Pisum sativum L.) на этапе преинфекции (через 24 ч
после инокуляции), и на образование клубеньков.

О характере проявлений защитных реакций
судили по активности растворимых и связанных с
клеточными стенками форм ПО и ИУКО, содер-
жанию “растворимых” и “нерастворимых” фе-
нольных соединений, свободной салициловой
кислоты и антиоксидантной активности “раство-
римых” фенольных соединений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования. В работе использовали

этиолированные проростки гороха (Pisum sativum L.)
сорта Аксайский усатый 3, выращенные в темноте
при температурах 21°С в кюветах, на фильтроваль-
ной бумаге, смоченной прокипяченной водопро-
водной водой. Исходным материалом служили
2 сут проростки, выращенные в тех же условиях.
Средние размеры корней исходных проростков
составляли около 30−35 мм, по окончании экспо-
зиции (24 ч) – 45−50 мм. При проведении экспе-
риментов исходные проростки помещали на
фильтровальную бумагу, которую смачивали рас-
творами 10–11 М ИУК или 10–9 М БАП (6-бензил-
аминопурин) и на корни проростков наносили по
1 мл (титр 106 кл./мл) инокулята – бактерии Rhi-
zobium leguminosarum bv. viceae (штамм RCAM
1022, был получен из государственного научного
учреждения Всероссийский институт сельскохо-
зяйственной микробиологии Россельхозакаде-
мии). Эти концентрации фитогормонов выбраны
в результате предварительных экспериментов с
широким спектром концентраций ИУК и БАП.
Критерием выбора концентрации служило поло-
жительное влияние на рост корня, а в случае с
БАП, также и стимуляция образования клубень-
ков. Инокулированные ризобиями контрольные

растения росли на воде. Инокуляцию проводили,
используя водный смыв бактерий с твердого ага-
росодержащего субстрата.

Для цитологических характеристик роста корня
в отрезках на расстоянии 0−5 мм корней исходного
материала, и в отрезках 0−5 мм + прирост корня за
24 ч корней вариантов эксперимента определяли
число меристематических клеток (М1 − исходное,
М2 – через 24 ч), растягивающихся (В1 – исход-
ное, В2 – через 24 ч) и закончивших рост за 24 ч
(С) клеток. Через 24 ч экспозиции общее число
клеток и долю клеток в меристеме, перешедших к
растяжению, рассчитывали по данным и форму-
лам, приведенным в таблице 1.

Локализацию в корнях через 24 ч экспозиции
восприимчивого к ризобиям участка корня уста-
новили по перемещению меток, нанесенных на
корни исходных проростков на расстоянии 5−20 мм
от их кончиков. Через 24 ч экспозиции данный
участок корня соответствовал зоне адгезии и на-
чала появления и роста корневых волосков [20].
Для биохимических исследований во всех вари-
антах выращивания через 24 ч экспозиции из
корней брали усредненные по длине, 20 − милли-
метровые фрагменты, апикальный конец кото-
рых находился на расстоянии 10 мм от кончика
корня.

Для получения ростовых показателей на кор-
нях исходных проростков наносили метки на рас-
стоянии 5−20 мм от кончика корня, соответству-
ющей зоне адгезии и начала появления и роста
корневых волосков [20], и через 24 ч экспозиции
прослеживали перемещение меток и изменения
размеров корней. Для наблюдаемого участка по-
лучали биохимические показатели в начале экс-
позиции и через 24 ч. Для биохимических иссле-
дований во всех вариантах выращивания через 24 ч
экспозиции из корней брали 20 − миллиметровые

Таблица 1. Цитологические параметры роста в апикальном участке корня, граничащим с ранее помеченной зоной,
расположенной на расстоянии 5−20 мм от его кончика, через 24 ч после инокуляции R. leguminosarum bv. viceae и дей-
ствия экзогенных фитогормонов

Примечание: в корнях исходных проростков М1 = 90.0 ± 4.1; В1 = 40.2 ± 1.3 клеток.
* Количество клеток в фазе растяжения, образовавшихся за 24 ч. При сравнении данных для контроля и вариантов с обработ-
кой БАП и ИУК разные латинские буквы обозначают статистически значимые различия при Р < 0.05.

Параметры Инокуляция
(контроль) Инокуляция + БАП Инокуляция + ИУК

Число клеток меристемы (М2), ×103 115.3 ± 5.0a 122.3 ± 6.0a 94.4 ± 4.0b

Число растягивающихся клеток (В2), ×103 51.4 ± 2.3a 52.8 ± 2.8a 45.6 ± 1.7b

Число клеток в зоне прироста (С), ×103 * 87.7 ± 3.6a 91.2 ± 3.4a 96.6 ± 4.0b

Сумма числа клеток, ×103, (М2 + В2 + С) 254.4 ± 12.4a 266.3 ± 13.8a 236.6 ± 9.8a

Доля клеток в меристеме, перешедших к растяжению,
[(С + В2 – В1)/(М2 + В2 + С – В1)] × 100%

46% 46% 52%
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фрагменты, расположенные на одинаковом уда-
лении от кончика корня – на расстоянии 10 мм.

Контролирование клубенькобразования по
появлению примордий клубеньков проводили
через каждые 5−6 дней в течение 21 сут после
инокуляции и помещения исходных проростков
на среды с растворами фитогормонов, либо на во-
ду (контроль). Рост данных проростков происхо-
дил при естественном освещении в кюветах, на
фильтровальной бумаге, смоченной водой, или
растворами фитогормонов. Корни проростков
при этом были затемнены. Инокуляция произво-
дилась однократно, в начале эксперимента. Рас-
творы в кюветах периодически заменяли (1 раз в
7 дней). Участки корней, помеченные несмывае-
мой тушью в начале эксперимента на расстоянии
5−20 мм от кончика корня, которые уже через 24 ч
достигали конечных размеров в длину, через ука-
занные выше промежутки времени вырезали. За-
тем вручную с помощью бритвы делали продоль-
ные срезы этого участка, окрашивали их 1% ви-
тальным красителем крезиловым голубым по
методике, описанной ранее в работе [20], и после
окрашивания корневых клеток в голубой и голу-
бовато-зеленый цвет срезы просматривали под
микроскопом, для выявления примордий клу-
беньков. Кроме помеченных участков наличие
примордий клубеньков проверяли и в местах об-
разования бугорков на поверхности корней.

Определение активности пероксидазы. Выделе-
ние разных форм пероксидазы – растворимой,
ионно- и ковалентно-связанной с клеточными
стенками и определение их активности осуществ-
ляли по ранее использованным методикам [21].
Соответственно этим методам, после гомогениза-
ции растительного материала с фосфатным буфе-
ром (рН 6.2) центрифугированием отделяли су-
пернатант, содержавший растворимые формы
пероксидаз. Затем из промытого раствором 2%
Тритона Х-100 нерастворимого осадка высвобож-
дали последовательно с помощью 1 М NaCl ион-
но-связанные, и, после обработки смесью 0.25%
растворов пектиназы и целлюлазы (соотношение
1 : 1) – ковалентно-связанные формы пероксидаз.
На каждом этапе экстракции центрифугировали по
15 мин при 5000 g и при 4°С. Для выявления окси-
дазной (прооксидантной) функции фермента ис-
пользовали субстрат – ИУК, пероксидазной (ан-
тиоксидантной) – орто-дианизидин. Активность
ПО (усл. ед/г сырой массы) определяли по началь-
ной скорости окисления о-дианизидина перекисью
водорода в 0.1 М натрий˗фосфатном буфере, рН 7.0.
ИУКО (мкг/мин г сырой массы) – по убыли ИУК в
реакционной смеси. Показатели активности фер-
мента выражали в % от контроля.

Получение экстрактов фенольных соединений.
Фенольные соединения из фиксированного 96%
этанолом и затем гомогенизированного расти-

тельного материала выделяли, подразделяя на
2 группы: “растворимые” и “нерастворимые”. ФС
первой группы экстрагировали 80% этанолом, а по-
сле его удаления, с помощью роторного испари-
теля, из водного остатка, подкисленного 2 н HCl
до рН 3−4, их экстрагировали этилацетатом. Вы-
свобождение ФС второй группы из нераствори-
мых в этаноле остатков тканей осуществляли пу-
тем проведения гидролиза 2 н HCl в течение 1 ч на
кипящей водяной бане. Экстракцию высвобож-
денных ФС проводили также при помощи этил-
ацетата. Этилацетатные экстракты упаривали в
условиях затемнения в вакууме досуха и остаток
растворяли в небольшом объеме 95% этанола для
определения в них содержания ФС.

Определение содержания фенольных соедине-
ний. Содержание фенольных соединений опреде-
ляли с реактивом Фолина˗Дениса по оптической
плотности, измеряемой при 720 нм, по стандарт-
ной методике [22]. Количество фенольных соеди-
нений рассчитывали по калибровочному графи-
ку, построенному для кемпферола, и выражали в
мкг/г сырой массы отрезка корня.

Определение содержания салициловой кислоты.
Содержание салициловой кислоты определяли в
экстрактах, содержащих “растворимые” ФС мето-
дом ВЭЖХ на хроматографе “Shimadzu LC-10ATvp”
с УФ˗детектором (“Shimadzu”, Япония). Разделе-
ние осуществляли на колонке (250 × 4.6 мм, 5 мкм)
Perfect (“MZ Analisentechnik”, Германия), в воз-
растающем градиенте А : В от 30 до 90% в течение
90 мин при скорости 0.5 мл/мин. А − ацетонит-
рил, В – 0.2 н перхлорат Li в 0.1% водном растворе
трифторуксусной кислоты, рН 4.0. Напуск (объем
пробы) 5 мкл. Детектирование соединений прово-
дили при 280 нм. Идентифицировали соединение в
адсорбционных профилях по времени удержива-
ния метчика, которое подтверждали УФ-спектра-
ми, полученными в остановленном потоке элюен-
та для метчика и для изучаемого вещества. Для
идентификации и получения применявшегося для
расчетов калибровочного графика использовали
аутентичный образец салициловой кислоты (“Реа-
хим”, Россия).

Определение антирадикальной активности фе-
нолсодержащих экстрактов. Активность в ингиби-
ровании свободнорадикальных реакций фенол-
содержащих экстрактов определяли c использо-
ванием 1,1-дифенил˗2˗пикрилгидразила (ДФПГ,
“Sigma˗Aldrich”, США). В соответствии со схе-
мой анализа, изложенной в работе [23], пробная
смесь для анализа состояла из 0.2 мл экстракта,
содержащего 40 мкг фенольных соединений, 2.0 мл
0.1 мМ раствора ДФПГ, 0.8 мл 40% этанола. В ка-
честве “пустой пробы”, была смесь, содержащая
2.0 мл 0.1 мМ раствора ДФПГ + 1.0 мл 40% этанола.
Смеси инкубировали в течение 15 мин в темноте
при комнатной температуре и измеряли оптиче-
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скую плотность при 517 нм на спектрофотометре
Specord S-100 (“Karl Zeiss”, Германия) против
смеси из 0.2 мл экстракта и 2.8 мл 40% этанола,
служившей в качестве контрольного образца.
Концентрация вносимых в реакционную смесь
фенольных соединений была оптимизирована по
калибровочному графику для катехина. Концен-
трацию фенольных соединений в экстрактах
предварительно устанавливали по реакции с ре-
активом Фолина–Дениса [22].

Антиоксидантную активность для веществ,
внесенных в указанные выше среды, рассчитыва-
ли по формуле:

где АА – абсорбция определяемого экстракта че-
рез 15 мин инкубации;

АВ – абсорбция пустой пробы (без экстракта).
Статистическая обработка результатов. Для

статистической обработки полученных результа-
тов использовали Microsoft Excell. На рисунках и
в таблицах приведены средние значения и стан-
дартные отклонения для них, которые получены
из трех независимых экспериментов. Значимость
различий между средними значениями определя-
ли, используя t˗критерий Стьюдента при уровне
Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Экзогенные фитогормоны ИУК и БАП по раз-

ному влияли на число меристематических и рас-
тягивающихся клеток в 5 мм отрезках корней
проростков гороха, инокулированных бактерия-
ми Rhizobium. Наибольшее увеличение количе-
ства клеток наблюдалось в варианте с БАП, тогда
как прирост отрезка был больше при действии
ИУК (табл. 1). Действие ИУК в том же отрезке
корня снижало количество делящихся клеток, но
увеличивало долю общего числа клеток, перехо-
дящих к растяжению.

За время экспозиции действие экзогенных фи-
тогормонов не вызывало существенных измене-
ний в размере зоны наблюдения – ранее поме-

( ) ( )В А Вингибирование % 100%,А А А= − ×

ченного у корней исходных проростков участка
5−20 мм, поскольку клетки здесь завершили свое
растяжение (табл. 2). За 24 ч экспозиции в трех ва-
риантах выращивания эта зона, вследствие не-
одинакового роста в длину апикального участка
корня удалилась от его кончика на разное рассто-
яние. По сравнению с растениями контроля, под
влиянием фитогормонов обнаруживается удли-
нение данного участка (табл. 2). Более заметное
его удлинение происходило при действии ИУК,
менее выражено оно было при действии БАП.
Причина этих различий, очевидно, обусловлена
особенностями характера ростовых процессов,
происходивших в растущей апикальной части
корня под влиянием ИУК и БАП. При действии
ИУК усиливались процессы растяжения клеток, а
под влиянием БАП – происходило увеличение
количества меристематических клеток (табл. 1).

В период окончания экспозиции – через 24 ч по-
сле инокуляции и от начала действия экзогенных
фитогормонов, для участка корня, послужившего
объектом для наших биохимических исследований,
типичны явления раннего этапа формирования
БРС, связанного с началом инфицирования корня.
Ранее в этой зоне выявили адгезию ризобий на
поверхности эпидермы и корневых волосков,
морфологические изменения (искривления) в зо-
не корневых волосков, появление в них инфек-
ционных нитей, удостоверявших о начале про-
никновения бактерий в корни [4, 20].

Исследуемые нами биохимические показатели
являются свидетельством характера проявлений
защитных реакций в клетках восприимчивой к
ризобиям корневой зоны, испытывавших одно-
временное воздействие экзогенных фитогормо-
нов и ризобий. Так, для растворимых и связанных
с клеточными стенками форм пероксидаз, пока-
зано влияние экзогенных фитогормонов на их ан-
тиоксидантную (ПО) и прооксидантную (ИУКО)
активности (табл. 3). Сравнивая с растениями
контроля изменения в активности ПО/ИУКО
при действии экзогенных ИУК и БАП, в исследу-
емом участке корней обнаружили разную направ-
ленность в проявлении свойств фермента. Дей-
ствие БАП снижало прооксидантные свойства

Таблица 2. Влияние 10–9 М БАП и 10–11 М ИУК на размеры корней, смещение меток (исходные метки 5–20 мм)
на корнях проростков гороха через 24 ч после инокуляции их R. leguminosarum bv. viceae

Примечание: при сравнении данных для контроля и вариантов с обработкой БАП и ИУК разные латинские буквы обознача-
ют статистически значимые различия при Р < 0.05.

Вариант
Расстояние до метки
в апикальном конце

зоны, мм
Длина зоны, мм Длина корня, мм

Инокуляция 11.5 ± 0.5a 15.1 ± 0.8a 43.6 ± 2.2a

Инокуляция + БАП 12.4 ± 0.7a 15.3 ± 0.5a 45.5 ± 2.3a

Инокуляция + ИУК 13.6 ± 0.8b 15.6 ± 0.6a 49.0 ± 4.0a
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фермента, что наиболее выражено в растворимой
и в ковалентно связанной фракциях фермента.
Антиоксидантная активность фермента при дей-
ствии БАП возрастала существенно только во
фракции ковалентно-связанной с клеточными
стенками. Действие ИУК имело более существен-
ный положительный эффект на прооксидантную
активность пероксидаз (ИУКО). Это наиболее
проявлялось во фракциях ионно- и ковалентно
связанных с клеточными стенками. Сравнивая с
эффектом действия БАП, можно отметить, что
под влиянием ИУК активность пероксидаз про-
оксидантной направленности у изученных форм
пероксидаз оказалась выше в 1.3 и 2.7 раза, а у
растворимой пероксидазы − в 1.9 раза. При этом
и антиоксидантные свойства фермента возраста-
ли в растворимой и, особенно, во фракции, кова-
лентно связанной с клеточными стенками.

Важное значение в метаболизме растительных
клеток принадлежит ФС. Известна их роль в ка-
честве коферментов, регуляторов антиоксидант-
но-прооксидантного баланса, компонентов кле-
точных стенок и других клеточных структур.
Наиболее мобильной и активной группой среди

присутствующих в растительных клетках ФС яв-
ляется группа “растворимых” ФС повышенной
липофильности, которую экстрагируют при по-
мощи таких растворителей, как органические
эфиры [24]. Данные рисунка 1 позволяют заме-
тить, что под влиянием ИУК содержание этого
типа “растворимых” ФС в исследуемом участке
корня недостоверно снижалось, по сравнению с
растениями контроля. Действие же БАП приво-
дило к небольшому, но более выраженному, чем
при действии ИУК, снижению их количества.
Показатели антиоксидантной активности, полу-
ченные для данной фракции ФС, в варианте ро-
ста проростков с БАП практически не отличались
от показателей для растений контроля (рис. 2).
Действие же экзогенной ИУК привело к доста-
точно заметной потере антиоксидантной актив-
ности обсуждаемой группы ФС.

Таблица 3. Активность ПО и ИУКО в корнях проростков гороха, произраставших 24 ч после инокуляции R. legu-
minosarum bv. viceae в присутствии БАП и ИУК (% к контролю)

Примечание: контроль – рост инокулированных проростков без ФГ. При сравнении данных варианта “+БАП” с данными
варианта “+ИУК” разные латинские буквы обозначают статистически значимые различия при Р < 0.05.

Вариант
Растворимая Ионно˗связанная Ковалентно˗связанная

ИУКО ПО ИУКО ПО ИУКО ПО

+БАП 58.1 ± 1.7a 111.0 ± 6.5a 104.8 ± 4.4a 75.2 ± 2.6a 75.0 ± 3.0a 166.8 ± 6.7a

+ИУК 113.0 ± 4.0b 125.2 ± 5.9b 131.0 ± 6.0b 104.1 ± 4.1b 200.0 ± 8.7b 177.4 ± 7.4a

Рис. 1. Влияние экзогенных фитогормонов (10–9 М
БАП и 10–11 М ИУК) на содержание растворимых и
связанных с клеточными структурами фенольных со-
единений в восприимчивом к ризобиям участке кор-
ней, через 24 ч после инокуляции этими бактериями.
Контроль – рост проростков на среде без фитогормо-
нов. 1 – БАП, 2 – ИУК.
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Рис. 2. Антирадикальная активность экстрактов по-
дробно “растворимых” фенольных соединений, вы-
деленных из восприимчивого к ризобиям участка
корня через 24 ч после инокуляции этими бактерия-
ми. % ингибирования по отношению к контролю
(контроль − реакционная среда с ДФПГ без феноль-
ных соединений). Rh – рост инокулированных ри-
зобиями проростков на среде без фитогормонов;
Rh + БАП – рост инокулированных ризобиями про-
ростков в присутствии БАП; Rh + ИУК – рост ино-
кулированных ризобиями проростков в присут-
ствии ИУК.
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Выделенные нами ФС “нерастворимой” фрак-
ции могут иметь значение в укреплении раститель-
ных клеточных стенок. При воздействии экзоген-
ной БАП происходило достаточно заметное умень-
шение их количества, а при воздействии ИУК оно
почти не изменялось (рис. 1).

К гормонам негативного действия на нодуля-
цию относят салициловую кислоту (СК). В иссле-
дуемой зоне корней, на которую воздействовали
экзогенные фитогормоны, было определено со-
держание этой кислоты в составе “растворимых”
ФС и проведены наблюдения за прохождением в
ней нодуляции. При действии экзогенных фито-
гормонов количество СК возросло, но неодина-
ково: БАП вызвало повышение ее уровня в 1.7 ра-
за, а действие ИУК − в 2.4 раза (рис. 3). Данные
таблицы 4 позволяют заметить, что БАП не толь-
ко не ингибировал образование клубеньков, но
даже способствовал некоторому увеличению их
числа в исследуемом участке корня. Действие
ИУК на корни полностью ингибировало клу-
бенькобразование в данной зоне, где через 24 ч
после инокуляции оказалось самое высокое, по
сравнению с растениями контроля и произрас-
тавшими на среде с БАП, содержание СК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Добавление экзогенного ЦК (10–9 М БАП) на-
рушает формирование ауксинового градиента
[25], меняет баланс ЦК : ИУК в корнях гороха в
сторону большего содержания ЦК, что индуциру-
ет деление клеток внутренней коры корня. При
добавлении 10–11 М ИУК, очевидно, происходит
обратная картина: баланс ЦК : ИУК смещается в
сторону ИУК. Это, с одной стороны, должно ин-
тенсифицировать процесс дедифференцировки
клеток внутренней коры, то есть подготавливать
их к делению. С другой стороны, вероятно, избыток
ИУК должен тормозить само деление, поскольку
оно контролируется ЦК [5–7], относительное со-
держание которого в тканях корня в данном слу-
чае падает.

В наших экспериментах при действии экзо-
генной БАП в цитоплазме и в клеточной стенке
происходило уменьшение форм пероксидаз про-
оксидантной направленности (ИУКО), а преоб-
ладали формы антиоксидантной направленности
(ПО). При действии экзогенной ИУК возрастали
активности обоих типов пероксидаз. В сравнении
с вариантом с БАП, в исследуемом участке кор-
ней, испытывавших действие экзогенной ИУК,
активность пероксидаз прооксидантной направ-
ленности была заметно выше. По-видимому, под
влиянием экзогенной ИУК в клетках растений
начинал действовать защитный механизм, предо-
храняющий их от сверхвысоких концентраций
ИУК, чем в нашем эксперименте может быть обу-

Таблица 4. Результаты микроскопических наблюдений влияния экзогенных 10–9 М БАП и 10–11 М ИУК на обра-
зование примордий клубеньков в помеченном участке корня у инокулированных R. leguminosarum bv. viceae про-
ростков гороха

Вариант выращивания Длительность роста проростков 
после инокуляции, сут.

Максимальное число примордий
на 1 растение

Инокуляция 13 1
17 1

Инокуляция + БАП 13 1
17 3

Инокуляция + ИУК 13 Не обнаружены
17 Не обнаружены

Рис. 3. Содержание салициловой кислоты в воспри-
имчивом к Rhizobium участке корней проростков го-
роха, инокулированных этими бактериями, после
24 ч воздействия на них 10–9 М БАП и 10–11 М ИУК.
Rh – рост инокулированных ризобиями проростков
на среде без фитогормонов; Rh + БАП – рост иноку-
лированных ризобиями проростков в присутствии
БАП; Rh + ИУК – рост инокулированных ризобиями
проростков в присутствии ИУК. Разные латинские
буквы обозначают статистически значимые различия
при Р < 0.05.
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словлено повышение активности ПО (ИУКО) в
растворимой фракции и во фракциях, связанных
с клеточными стенками.

Одной из основных систем регуляции уровня
ИУК является система ее ферментативного окис-
ления пероксидазой (ИУКО), регулятором кото-
рой, являются и ФС. Данные соединения в зави-
симости от их структуры способны по-разному
воздействовать на оксидазные свойства ПО [2].
Известна и способность ПО окислять ряд фено-
лов [26]. Предполагается, что при одновремен-
ном присутствии ИУК и фенолов, в первую оче-
редь окисляются фенолы и лишь затем ИУК [13].

Фракция “растворимых” фенольных соеди-
нений, полученная в результате экстракции
этилацетатом (см. раздел “Материалы и мето-
ды”), представляет собой весьма сложный ком-
плекс компонентов, характеризующихся повы-
шенной липофильностью и биологической актив-
ностью [24]. Среди этих соединений обнаружены
флавоноиды, фенольные кислоты и ряд других
ароматических компонентов различной структу-
ры [24, 27, 28]. Действие экзогенных ЦК и ИУК
неодинаково сказалось на общем содержании
“растворимых” ФС, и на антиоксидантных свой-
ствах экстрактов, содержащих эту группу ФС. Дей-
ствие ЦК, вызвав небольшое снижение их содер-
жания, не привело к изменению у них антиокси-
дантных свойств. Напротив, действие ИУК, не
повлияв на содержание “растворимых” ФС, при-
вело к понижению их антиоксидантных свойств.
Вероятно, данное снижение антиоксидантных
свойств у комплекса “растворимых” ФС может
отчасти способствовать усилению окисления ИУК,
поступающего в корни из внешней среды.

Связанные с клеточными стенками ФС могут
иметь значение в укреплении этих клеточных
структур, способствовать уменьшению возмож-
ности для проникновения в клетки бактерий. В
связывании данной группы ФС с клеточными
стенками могут принимать участие ПО и полифе-
нолоксидазы [26]. Из двух изученных фитогормо-
нов эффект на количество ФС, образующих связи
с клеточными стенками, имел только ЦК. Не-
большое снижение количества ФС, образующих
связи с компонентами клеточных стенок, которое
обнаружено под влиянием БАП, возможно, свя-
зано с дедифференцировкой клеток в связи с об-
разованием примордий клубеньков [4]. Под вли-
янием этого фитогормона выявлено снижение
количества обсуждаемой группы ФС. Примеча-
тельно, что тенденция изменения в количестве
“нерастворимых” ФС положительно коррелли-
ровала только с тенденцией изменения активно-
сти ионно-связанных с клеточными стенками ПО
(табл. 3, рис. 1). Это указывает на вероятность
участия пероксидаз данной фракции в связыва-

нии с клеточными стенками выделенной нами
группы “нерастворимых” ФС.

В наибольшей степени изучена в процессах
нодуляции регуляторная роль флавоноидов. На-
ряду с этим, многими исследователями изучена и
показана негативная роль в нодуляции салицило-
вой кислоты (СК), которая является компонентом
выделявшейся из корней гороха при помощи этил-
ацетата фракции “растворимых” ФС [28]. Мы кон-
статировали существенные изменения в содержа-
нии СК в зоне наблюдения корней, испытывавших
действие экзогенных фитогормонов.

СК относят к сигнальным молекулам, участву-
ющим в активации защитных механизмов у рас-
тений при патогенезе [29]. СК с участием перок-
сидазы может способствовать продуцированию
супероксида и перекиси водорода [30]. По дан-
ным авторов работы [30] СК с участием перокси-
дазы индуцировала продуцирование супероксида
и перекиси водорода в клетках суспензионной
культуры табака (Nictiana tabacum). Согласно этим
данным, отмеченное в восприимчивом к ризобиям
участке корня неодинаковое повышение уровня
СК, вызванное экзогенными БАП и ИУК должно
способствовать соответствующему усилению за-
щитных реакций в зоне, где после инокуляции
должны происходить продвижения инфекционных
нитей и процессы формирования клубеньков.

Замечено, что ингибирование нодуляции с
участием СК высокой концентрации характерно
для растений, формирующих клубеньки неопре-
деленного типа, к которым относятся и растения
гороха [17]. Как следует из полученных нами дан-
ных, в корнях, произраставших на растворе БАП,
повышение содержания СК в 1.7 раза, по сравне-
нию с контролем, не сказалось на клубенькообра-
зовании. Рост же проростков на растворе ИУК,
вызвавшем более существенное увеличение уровня
СК (в 2.4 раза больше, чем в контроле) привел к
полному блокированию образования клубеньков.
То есть, соотношение ЦК : ИУК, необходимое для
правильного развития симбиоза и формирования
примордий клубеньков, при повышении концен-
трации ИУК, вероятно, может достигаться более
сложным механизмом, не только ПО − ИУКО си-
стемой окисления, но и находится в прямой зави-
симости от фенольного метаболизма (содержа-
ния и состава ФС).

Таким образом, выявлены ответные реакции
корней гороха на постоянное действие экзогенных
ЦК и ИУК при инфицировании R. leguminosarum bv.
viceae, проявившиеся различиями ростовых про-
цессов в апикальной части корня, в метаболизме
исследуемого восприимчивого к ризобиям отрез-
ка корня и в клубенькообразовании. Показано,
что действие экзогенных фитогормонов приво-
дило к усилению роста корня и смещению, по
сравнению с контролем, зоны наблюдений, и к
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небольшому увеличению ее длины. Указанное
смещение под влиянием ИУК происходило за
счет усиления растяжения вновь перешедших к
этому процессу клеток, а под влияние БАП – за
счет усиления деления клеток меристемы.

Показано, что в восприимчивой к ризобиям
зоне корня, на которую вместе с бактериями од-
новременно начинали воздействовать экзоген-
ные фитогормоны, процесс нодуляции зависел от
вида фитогормона. Клубенькообразование в этой
зоне осуществлялось и даже усиливалось под вли-
янием БАП, но ингибировалось при действии
ИУК. Вероятная причина столь разного влияния
ЦК и ИУК на нодуляцию связана с различными
тенденциями изменений окислительных процес-
сов с участием пероксидаз и фенольных соедине-
ний, участвующих в окислении ИУК. Экзогенная
БАП существенно снижала активность ИУКО в
цитоплазме и в клеточной стенке во фракции ко-
валентно-связанных ферментов, практически не
изменяя активность ионно-связанных ИУКО.
Усиление окислительных процессов в исследуе-
мом участке корня, очевидно, вызывал избыток
ИУК. На это показали существенные усиления в
активности пероксидаз прооксидантной направ-
ленности (ИУКО), особенно во фракциях клеточ-
ных стенок, изменения в фенольном обмене, такие,
как снижение антиоксидантной активности “рас-
творимых” ФС и значительное повышение содер-
жания в их составе СК. Повышение активности пе-
роксидаз антиоксидантной направленности (ПО) в
цитоплазме и во фракции ковалентно-связанных с
клеточными стенками и возрастание концентрации
в клетках обоих вариантов СК, может приводить к
увеличению уровня АФК при их совместном взаи-
модействии [30]. Представленные данные позволя-
ют предположить, что проявления защитных ре-
акций в указанных выше компартментах клеток
в исследуемой зоне корня существенно выше в
варианте с ИУК, что может служить объяснени-
ем негативного влияния экзогенной ИУК на но-
дуляцию.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.

Работа выполнена на оборудовании Центра
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тика” Сибирского института физиологии и био-
химии растений Сибирского Отделения Россий-
ской академии наук (Иркутск, Россия). Работа
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