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1 Бобово-ризобиальный симбиоз - мутуа-
листическое взаимодействие, заключающееся в 
обоюдном сожительстве двух организмов – 
клубеньковых бактерий (ризобий) и бобовых 
растений. Ризобиям это сожительство позволя-
ет избежать конкуренции за источники питания 
в почвенной среде, а растениям – получать не-
обходимый для жизнедеятельности минераль-
ный азот в виде NH3 из недоступного молеку-
лярного азота воздуха. Однако в естественной 
среде формированию и функционированию 
этой системы препятствуют различные внеш-
ние факторы, которые контролируют от 33,7 до 
80,5 % варьирования симбиотических призна-
ков и их влияние может быть более значитель-
ным, чем суммарное действие обоих партнеров 
[5]. 

В число таких факторов входит и мине-
ральный азот (нитратный и аммонийный), вы-
сокие концентрации которого в почве при вне-
сении азотных удобрений ингибируют форми-
рование симбиоза, снижают его эффективность 
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или ведут к полному прекращению симбиоти-
ческих взаимоотношений [20, 34]. Под влияни-
ем минерального азота происходят существен-
ные изменения на ультраструктурном уровне: 
уменьшение в 4-6 раз размера бактероидов, бы-
строе старение бактероидной ткани [21]. Хотя 
вопрос об отрицательном влиянии высоких доз 
минерального азота возникал еще в начале 20 
века [61], он до сих пор не получил своего око-
нчательного разрешения. Главная причина это-
го заключается в сложности и многоэтапности 
формирования и функционирования бобово-
ризобиальных структур.  

Влияние высоких доз минерального азота 
на бобово-ризобиальный симбиоз неоднократ-
но обсуждалось в научной литературе [10, 20, 
23, 28, 48, 74, 103, 118, 126]. В обзоре Киричен-
ко [10] отмечается один из возможных механи-
змов ингибирования бобово-ризобиального си-
мбиоза – это активация защитных систем рас-
тения-хозяина в условиях достаточного обеспе-
чения почвенным азотом, что препятствует 
установлению симбиоза. Иначе говоря, расте-
ние-хозяин в этих условиях воспринимает клу-
беньковые бактерии как патогенные. Такая реа-
кция растения может быть связана с тем, что 
энергетические и пластические затраты расти-
тельного организма на формирование симбио-
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тических структур и N2-фиксацию значительно 
превышают затраты на усвоение растением по-
чвенного минерального азота [12]. С другой 
стороны, чувствительность бобово-
ризобиального симбиоза к экзогенному аммо-
нийному азоту ниже, чем нитратному [109, 
127]. Отсюда следует, что механизмы ингиби-
рующего влияния нитратного и аммонийного 
азота на бобово-ризобиальный симбиоз различ-
ные. Важно отметить и такой факт как отсутст-
вие отрицательной реакции суперклубеньковых 
мутантов бобовых на высокие дозы минераль-
ного азота в почвенной среде [47, 64, 77], что 
объясняется нарушением у мутантов механизма 
авторегуляции клубенькообразования (нодуля-
ции) и позволяет макросимбионту формировать 
большое количество мелких клубеньков [56]. 
Однако, по некоторым данным, N2-фиксация у 
суперклубенькового мутанта в присутствии вы-
соких доз минерального азота, также как и у 
нормального генотипа, может быть ниже, чем у 
родительской формы [71]. Делается вывод, что 
у суперклубенькового мутанта фасоли устой-
чивы к высоким дозам азота процессы клубень-
кообразования, но не процессы N2-фиксации 
[71]. По другим данным [67] суперклубенько-
вый мутант сои в присутствии нитратов увели-
чивает не только количество клубеньков (в 3-5 
раз), но и урожай зерна (на 30%) по сравнению 
с родительским генотипом. Как предполагают, 
причина супернодуляции – в блокировании си-
нтеза в листьях или транспорта в корни неуста-
новленного низкомолекулярного водораство-
римого соединения, регулирующего клубень-
кообразование [66]. В то же время установлено, 
что небольшие дозы минерального азота (стар-
товые дозы) благоприятствуют развитию сим-
биотических взаимоотношений между ризоби-
ями и бобовыми растениями [28, 37, 68, 131].  

Все эти факты, очевидно, свидетельству-
ют о важном значении экзогенного минераль-
ного азота в установлении и функционирова-
нии бобово-ризобиального симбиоза. Однако 
возникает вопрос о прямом или косвенном вли-
янии (через другие процессы) минерального 
азота на симбиотическое взаимодействие двух 
организмов. В литературе накоплено довольно 
много данных о влиянии минерального азота на 
различные звенья метаболизма растений [103, 
121]. Так, нитраты в настоящее время рассмат-
риваются не только как элемент питания, но и 
как сигнальные соединения [54, 59], которые 
после биохимических превращений дают дру-
гие сигнальные интермедиаты, а именно: NO2

- 
(нитрит) и NO (оксид азота). Последние могут 

существенно модифицировать обмен веществ 
[130]. По данным ряда авторов [70, 112] у ара-
бидопсиса более чем 1000 генов экспрессирую-
тся в ответ на нитраты. Ассимиляция нитратов 
связана со многими звеньями обмена веществ 
(энергетический обмен, гликолиз, метаболизм 
аминокислот, нуклеотидов и др.) и их регуля-
цией (протеинкиназы, рецепторы киназ, факто-
ры транскрипции) [112]. С питанием растений 
нитратами связан фитогормональный обмен, 
регулирующий рост корней и надземных орга-
нов [69, 120].  

Продукт восстановления нитратов NO2
- 

при нормальных физиологических условиях не 
накапливается в клетках растений, так как яв-
ляется токсическим метаболитом. Есть данные, 
что активность нитритредуктазы в корнях и 
клубеньках бобов в десятки раз больше, чем ак-
тивность нитратредуктазы [42]. Однако в кор-
нях N-голодающих растений арабидопсиса ни-
триты, как и нитраты, в наномолярных концен-
трациях служат сигнальными молекулами. Так, 
по данным Wang et al. [130], около 75% генов 
арабидопсиса, индуцированных нитратами, эк-
спрессируются также и нитритами.  

Промежуточным продуктом восстанов-
ления NO3

- и NO2
- у растительных организмов 

является NO [62, 92, 133]. NO – многофункцио-
нальная сигнальная молекула, управляющая 
внутриклеточными и межклеточными процес-
сами в животных, бактериальных и раститель-
ных организмах, оказывающая как положите-
льное, так и отрицательное влияние на метабо-
лизм [9, 24, 25, 80, 90, 96].  

Таким образом, ионы NO3
-, NO2

- и моле-
кулы NO можно отнести к активным формам 
азота, которые модифицируют метаболизм как 
растительного, так и животного организмов и 
их положительное или отрицательное действие 
на различные звенья обмена веществ будет за-
висеть от внешних и внутренних условий.  

Что касается аммонийного азота, то это 
конечный продукт ферментативного восстано-
вления нитратов, симбиотического восстанов-
ления N2 бобовыми, фотодыхательного пути, 
распада белковых соединений и некоторых 
других биохимических реакций, идущих с вы-
делением NH3. Особенностью NH3 (NH4

+) явля-
ется его относительно высокая токсичность для 
многих растений. В результате первичной ас-
симиляции аммония образуются глютамин, 
глютамат, аспарагин и аспартат, которые слу-
жат основными донорами азота у многих рас-
тений. У бобовых тропического происхождения 
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(например, сои и фасоли) первичное усвоение 
аммония идет через образование уреидов: ал-
лантоиновой кислоты, аллантоина. Основными 
ферментами, вовлеченными в первичную асси-
миляцию аммония, являются глютаминсинтета-
за, глютаматсинтаза и глютаматдегидрогеназа, 
а также ферменты биогенеза уреидов – уриказа, 
аллантоиназа, ксантиндегидрогеназа.  

Сигнальные пути, инициируемые нитра-
тами и аммонием в растениях, изучены в насто-
ящее время недостаточно, хотя для понимания 
роли неорганического азота в геномике процес-
сов роста и развития растений это крайне необ-
ходимо [91].  

Следует отметить и такую особенность 
бобово-ризобиального симбиоза как способ-
ность клубеньков восстанавливать экзогенный 
нитратный азот [28, 29, 37, 42], то есть в усло-
виях достаточного обеспечения растений экзо-
генным нитратным азотом ризобиальная фер-
ментная система может переключаться с усвое-
ния N2 на утилизацию NO3

- или функциониро-
вать какое-то время параллельно [114]. Но при 
этих условиях ферментная система (нитрогена-
за), ответственная за N2-фиксацию, может ин-
гибироваться [38, 42].Таким образом, восстано-
вление экзогенного нитратного азота в этих 
условиях может осуществляться как растением, 
так и ризобиями.  

Существование в бактероидах клубень-
ков двух систем восстановления азота свидете-
льствует, по-видимому, о тонкой регуляции ра-
стением-хозяином механизмов утилизации азо-
та. Свободноживущие клубеньковые бактерии 
для своей жизнедеятельности используют ми-
неральный азот почвы, восстанавливая нитраты 
с помощью нитратредуктазы и нитритредукта-
зы [93]. Но они не фиксируют азот атмосферы 
и реализуют это свойство только при симбиозе 
с растением. Следовательно, клубеньковые ба-
ктерии могут использовать генетически обус-
ловленные нитрат- и N2-восстанавливающие 
ферментные системы в зависимости от экзо-
генных и эндогенных условий. Кроме высоких 
доз азота, на функционирование этих фермент-
ных систем могут влиять, по-видимому, и дру-
гие абиотические факторы. Так, по нашим дан-
ным, выращивание гороха при пониженной те-
мпературе (8оС) в зоне корней в несколько раз 
увеличивает активность нитратредуктазы в 
клубеньках по сравнению с контролем (22оС) 
[125]. Внесение высоких доз минерального азо-
та в фазу полностью сформированных клубень-
ков положительно сказывается на содержании 
белка и продуктивности клевера [14].  

Анализ литературы позволяет сделать 
вывод, что отрицательное влияние высоких доз 
минерального азота на бобово-ризобиальный 
симбиоз прослеживается на всем его пути: от 
взаимодействия ризобий с корнями бобовых в 
ризосфере до полной деградации клубеньков. В 
дальнейшем мы попытаемся обобщить данные 
о возможных механизмах влияния азота на си-
мбиоз, выделяя два этапа: до образования клу-
беньков и после их образования. 

Влияние минерального азота  
на взаимодействие ризобий 

 и корней бобовых в ризосфере  

Процесс взаимодействия ризобий с бобо-
выми начинается при достижении в ризосфере 
определенной концентрации клубеньковых ба-
ктерий, что определяется так называемыми 
“кворум-чувствительными” сигналами, активи-
рующими rhi- и nod-гены бактерий [115]. Дан-
ные о влиянии минерального азота на размно-
жение ризобий и их адсорбцию на поверхности 
корней не многочисленны. Так, по данным 
Шумного и др. [28], высокая доза нитратов в 
среде усиливала размножение ризосферных 
Rhizobium meliloti в 2 раза через 10 дней после 
внесения азота. Усиление микробиальной акти-
вности в ризосфере при внесении N-удобрений 
некоторые авторы объясняют увеличением вы-
деления корневых экссудатов растений, испо-
льзуемых бактериями для своей жизнедеятель-
ности [86]. В этой связи показана зависимость 
активности Rhizobium leguminosarum в ризо-
сфере от фенольных соединений (ФС), выделя-
емых проростками гороха при разных концент-
рациях нитратного азота в среде [13]. Синтези-
руемые бобовыми растениями некоторые ФС 
способны ускорять рост ризобий в ризосфере 
[72], служат хемоаттрактантами при их взаимо-
действии с корнями бобовых [46]. Активность 
ризобий в ризосфере может зависеть от количе-
ственного и качественного состава ФС и других 
биологически активных веществ, синтезируе-
мых растением в ответ на разные дозы азота и 
выделяемых в ризосферу [55]. Этим же можно 
объяснить данные опытов Митановой и др. 
[17], в которых высокая концентрация в среде 
нитратной и аммонийной солей (20 мМ) не то-
лько не оказала негативного влияния, но даже 
стимулировала адгезию и проникновение ризо-
бий в ткани корней этиолированных пророст-
ков гороха по сравнению с контролем (Н2О). 
Известно, что нитраты, применяемые в качест-
ве удобрений, не оказывают отрицательного 
влияния на рост клубеньковых бактерий в 
культуре даже в очень высоких концентрациях 
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(до 60-80 мМ). По данным Митановой с соавт. 
[18], инокуляция гороха клубеньковыми бакте-
риями стимулирует поглощение нитратов про-
ростками. Причем влияние инокуляции на по-
глощение проростками нитратного азота зави-
село от дозы азота в среде и генетических 
свойств растения-хозяина, от его способности 
взаимодействовать с микросимбионтом.  

Таким образом, из данных литературы 
следует, что высокие дозы минерального азота 
в среде активируют размножение клубенько-
вых бактерий и их адсорбцию на поверхности 
корней бобового растения. На этой стадии вза-
имодействия ризобий и бобового растения 
отрицательного влияния высокой концентрации 
азота в среде не наблюдается. По-видимому, в 
этих условиях негативное действие со стороны 
растения-хозяина на ризобии происходит на 
последующих стадиях симбиотического взаи-
модействия, а именно, в растительных клетках. 
Но при этом следует учитывать и такой факт 
как изменение метаболизма ризобий под влия-
нием указанных азотных соединений, что также 
может сказаться на последующих этапах взаи-
модействия симбионтов.  

Следует остановиться и на таком обстоя-
тельстве, как присутствие в ризосфере веществ, 
могущих оказать негативное влияние на сим-
биотическое взаимодействие организмов. Так, 
внесение в почву азотных удобрений усиливает 
также активность почвенных денитрифициру-
ющих и нитрифицирующих бактерий, в резуль-
тате чего образуются газообразные соединения 
азота – оксид азота (NO) и закись азота (N2O) 
[111, 31]. По данным Skibe et al. [111], при вне-
сении в почву (NH4)2SO4 в дозе 100 кг N/га 
эмиссия NO из почвы усиливается в 20 раз, а 
N2O – более чем в 7 раз. Из этих соединений 
особый интерес представляет NO, являющейся 
многофункциональной сигнальной молекулой. 
Имеющиеся литературные данные о влиянии 
NO на взаимодействие ризобий с корнями бо-
бовых в ризосфере свидетельствуют, что экзо-
генно даваемый оксид азота (в виде донора NO 
нитропруссида натрия) отрицательно влиял на 
адгезию и проникновение ризобий в ткани кор-
ня [17]. В опытах тех же авторов нитропруссид 
натрия в концентрациях 0,019, 0,19 и 0,67 
мМингибировал рост клубеньковых бактерий 
на 23, 37 и 58 %  соответственно [19]. Добавле-
ние в среду с нитропруссидом натрия гемогло-
бина (0,67 мкМ) полностью снимало отрицате-
льное действие NO на рост клубеньковых бак-
терий. Снятие гемоглобином ингибирующего 
действия нитропруссида натрия на рост ризо-

бий объясняется скавенгирующим действием 
его по отношению к NO [57].  

Отрицательное действие на рост ризобий 
в культуре оказывает также нитрит. По нашим 
данным [6], действие KNO2 на рост клубенько-
вых бактерий было аналогично влиянию нит-
ропруссида натрия. KNO2 тормозил рост ризо-
бий на 42 % при концентрации 3,3 мМ. Другие 
N-соединения (KNO3 и (NH4)2SO4), добавляе-
мые в высокой концентрации (20 мМ), не ока-
зали негативного влияния на рост ризобий в 
культуре, что согласуется с литературными 
данными. Таким образом, отрицательное влия-
ние NO и NO2

- на свободноживущие клубень-
ковые бактерии может проявляться уже в ризо-
сфере, в результате чего ризобии теряют спосо-
бность взаимодействовать с корнями бобовых. 
С другой стороны, образованный в ризосфере в 
результате активности микрофлоры NO в оп-
тимальных количествах может оказывать по-
ложительный эффект на рост растений [94]. 

Влияние высоких доз минерального азота  
на инфицирование бобовых ризобиями 

 и функционирование клубеньков 

Начальные стадии бобово-ризобиального 
взаимодействия включают: изменение морфо-
логии корневого волоска (набухание кончика, 
ветвление, скручивание), образование инфек-
ционной нити, вход и продвижение ризобий по 
инфекционной нити к клеткам кортекса и их 
выход в цитоплазму клеток корня. Далее идут 
процессы, связанные с дедифференциацией и 
делением кортикальных клеток корня, образо-
ванием примордия клубенька и локализацией 
ризобий в бактероидах, окруженных перибак-
тероидной мембраной. Локализованные в этих 
симбиотических структурах ризобии приобре-
тают способность фиксировать атмосферный 
азот при участии бактериального ферментного 
комплекса нитрогеназы [39].  

 Переходя к обсуждению роли азота в 
установлении симбиоза, необходимо прежде 
всего остановиться на роли ФС в этом процес-
се. По мнению Тихоновича и Проворова [5, c. 
162], синтез флавоноидов, и особенно изофла-
воноидов, растением-хозяином является одним 
из факторов, лимитирующих интенсивность 
симбиотической азотфиксации. Многообразные 
ответные реакции клубеньковых бактерий на 
флавоноиды в течение корневой инфекции рас-
смотрены в обзоре Cooper [52]. 

Флавоноиды являются как индукторами, 
так и репрессорами генов нодуляции (nod–
генов). Главная роль в инициировании бобово-
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ризобиального симбиоза принадлежит изофла-
воноидам и флавоноидам бобовых (например, 
дайдзеину, апигенину, лютеолину, генистину), 
которые вызывают индукцию ризобиальных 
nod-генов. Продуктом экспрессированных nod-
генов ризобий являются nod-факторы – липо-
хитоолигосахариды, имеющие различные стру-
ктурные особенности и вследствие этого опре-
деляющие видоспецифичность клубеньковых 
бактерий к растению-хозяину. Липохитоолиго-
сахариды взаимодействуют на поверхности 
клеток корневого волоска с растительным ре-
цептором (ами), что ведет к «запуску» генети-
ческих, биохимических, физиологических, 
морфологических и других процессов, приво-
дящих к формированию и функционированию 
бобово-ризобиального симбиоза [33, 39]. 

Роль изофлавоноидов и флавоноидов при 
подкормке бобовых растений минеральным 
азотом была изучена рядом авторов [49, 51, 53, 
87, 133]. Так, в опытах Cho и Harpera [49], были 
испытаны суперклубеньковые и бесклубенько-
вые мутанты сои на содержание в корнях дай-
дзеина, генистеина и куместрола, играющих 
роль в экспрессии nod-генов Bradyrhizobium 
japonicum. На среде без азота инокулированные 
мутанты отличались от родительской формы 
более высоким содержанием указанных ФС. 
Высокие дозы азота в форме нитратов, аммония 
и мочевины существенно снижали содержание 
этих соединений у всех инокулированных гено-
типов сои (суперклубенькового, бесклубенько-
вого мутантов и их родительской формы) по 
сравнению с контролем (среда без азота). При-
чем отрицательное влияние высокой дозы нит-
ратов (5 мМ) было существенно выше, чем 
влияние аммонийного азота и мочевины. В 
опытах Coronado et al. [53] высокая доза нитра-
тного азота существенно уменьшала содержа-
ние изофлавоноидов в корнях проростков лю-
церны и ингибировала ризобиальную nod-ген 
индуцированную активность корневых экссу-
датов по сравнению с безазотным вариантом. 
Авторы предполагают, что изофлавоноиды и 
флавоноиды в корнях могут быть задействова-
ны в регуляции клубенькообразования.  

Механизм влияния высокой дозы азота на 
синтез ФС и их влияние на нодуляцию может 
заключаться в следующем. Во-первых, экзо-
генный азот влияет на пути синтеза ФС в рас-
тительных клетках, изменяя их количественный 
и качественный состав по сравнению с безазот-
ной средой. Во-вторых, уменьшение содержа-
ния этих соединений в клетках растения-
хозяина при достаточном для растений уровне 

минерального азота может вести к сокращению 
экссудации их в ризосферу и, как следствие, к 
замедлению размножения клубеньковых бакте-
рий и синтеза ими биологически активных сое-
динений, влияющих на формирование симбио-
за, в частности, nod-факторов [15]. Подтверж-
дением этому являются результаты опытов Pan 
и Smith [100], которые показали, что добавле-
ние в почвенную среду изофлавоноида генис-
теина – индуктора nod-генов Bradyrhizobium 
japonicum, улучшает нодуляцию и N2-
фиксацию у растений сои и частично снимает 
ингибирующее влияние высокой дозы минера-
льного азота на симбиоз. Положительное дейс-
твие на нодуляцию и N2-фиксацию у гороха и 
сои в условиях низкой положительной темпе-
ратуры оказали экзогенный нарингенин – ин-
дуктор nod-генов Rhizobium leguminosarum bv. 
viceae [30] и генистеин – индуктор nod-генов B. 
japonicum [135]. Не исключены также в услови-
ях повышенного содержания в ризосфере ми-
нерального азота синтез и выделение в ризо-
сферу из корней растения-хозяина ФС, являю-
щимися супрессорами nod-генов, например, 
кверцетина у гороха – супрессора nod-генов у 
Rhizobium leguminosarum bv. viceae [97].  

Таким образом, можно полагать, что вы-
сокие дозы минерального азота в среде оказы-
вают влияние на синтез ФС макросимбионтом, 
что определяет количественный и качествен-
ный состав экссудированных в ризосферу изо-
флавоноидов и флавоноидов – индукторов nod-
генов ризобий, изменяя интенсивность их раз-
множения и активность в ризосфере [15]. Как 
считают Сoronado et al. [53], эволюционно ри-
зобии приспособились к использованию тех си-
гнальных молекул, синтез которых вызывается 
азотной недостаточностью у бобовых, имея в 
виду флавоноиды и изофлавоноиды. Однако 
это, по-видимому, не единственная причина не-
гативного влияния высоких доз минерального 
азота на бобово-ризобиальный симбиоз. Суще-
ственную роль в этом играет гормональный 
обмен, который регулирует образование бобо-
во-ризобиальных структур [76]. В этом плане 
особое внимание уделяется изучению роли аук-
синов, цитокининов, этилена, абсцизовой кис-
лоты. 

 Предполагают, что ризобии регулируют 
транспорт ауксина из надземных органов, из-
меняя соотношение ауксин : цитокинин в кор-
не. Уменьшение этого соотношения на ранних 
стадиях инфицирования путем ингибирования 
транспорта ауксина инициирует деление корти-
кальных клеток, образование примордия клу-

 30



ФИЗИОЛОГОЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 

бенька. На более поздних стадиях деление кле-
ток ингибируется супероптимальными количе-
ствами ауксина за счет увеличения соотноше-
ния между указанными фитогормонами [57]. 
Считают, что в корнях бобовых цитокининам 
принадлежит основная роль в реактивации кле-
точного цикла, инициирующего образование 
примордия клубенька, и для нодуляции важно 
не содержание цитокинина, а соотношение ци-
токинин : ауксин [60]. Не исключено участие 
(наряду с растительным) и ризобиального ци-
токинина в регуляции процессов клеточного 
деления, инициирующих образование клубень-
ка [106].  

Этилен играет в нодуляции двоякую 
роль: он может ингибировать образование клу-
беньков и в определенной концентрации сти-
мулировать ризобиальную инфекцию [129]. 
Так, ингибирование синтеза этилена способст-
вует увеличению количества образовавшихся 
клубеньков на корнях гороха, люцерны и дру-
гих бобовых культур [58], а ризобиальная ин-
фекция увеличивается более чем на порядок у 
нечувствительного к этилену мутанта люцерны 
[104].  

Роль абсцизовой кислоты (АБК) в бобо-
во-ризобиальном симбиозе не ясна. Доказано 
ингибирующее влияние этого гормона на обра-
зование клубеньков [119], ассоциирующееся с 
уменьшением содержания ФС (дайдзеина, ге-
нистеина, куместрола) в корнях сои [50]. Пред-
полагается, что АБК может взаимодействовать 
с цитокинином при делении кортикальных кле-
ток, ингибируя этот процесс [105].  

Таким образом, из вышеизложенного яс-
но, что фитогормоны задействованы в форми-
ровании бобово-ризобиального симбиоза и их 
роль заключается прежде всего в инициирова-
нии клеточного деления, приводящего к обра-
зованию клубеньков. Экзогенный азот, и пре-
жде всего нитратный, может оказывать влияние 
на синтез всех групп гормонов и изменять соо-
тношение между разными гормонами, что важ-
но для инициирования процессов клеточного 
деления. В 1993 году Gresshoff [65] предложил 
гипотезу «ауксинового взрыва», согласно кото-
рой высокие уровни ауксина ингибируют обра-
зование клубеньков, а нитраты увеличивают 
чувствительность корней к ауксину, что ведет к 
ингибированию клеточного деления в кортексе 
и перицикле. При этом комплекс nod-фактора с 
растительным рецептором, в норме регулиру-
ющий уровень ауксина в клетках, не в состоя-
нии противодействовать увеличению содержа-
ния ауксина в клетках в присутствии нитратов. 

Этой гипотезой объясняется нечувствитель-
ность суперклубеньковых мутантов к нитратам, 
т.е. отсутствием в корнях достаточного количе-
ства ауксина вследствие ингибирования транс-
порта или синтеза в надземных органах соеди-
нения, регулирующего нодуляцию.  

В опытах Caba et al. [45] оценивалось со-
держание ауксина, цитокининов, АБК и их соот-
ношения в проростках сои (суперклубеньковый 
мутант и дикий тип) в зависимости от инокуля-
ции и высокой дозы нитрата (8 мМ). Авторы 
выявили, что высокая доза нитрата уменьшала 
содержание ауксина в инокулированных и неи-
нокулированных корнях суперклубенькового 
мутанта сои и его родительской формы, но при 
этом рост корней не изменялся. По мнению ав-
торов, полученные результаты подтверждают 
гипотезу «ауксинового взрыва» и достаточны 
для объяснения авторегуляции клубенькообра-
зования и супернодуляции, но не достаточны 
для объяснения негативного влияния нитратов 
на нодуляцию. Coronado et al. [53] связывают 
уменьшение содержания в корнях люцерны 
флавоноидов с их влиянием на транспорт аук-
сина в корни, что может изменить гормональ-
ный обмен и оказать влияние на процессы об-
разования симбиотических структур в условиях 
высокой дозы нитратов в среде.  

На основании литературных данных мо-
жно предполагать, что ауксин играет в течение 
нодуляции двойную роль: на ранних стадиях 
нодуляции ингибирование транспорта ауксина 
ведет к уменьшению в корнях соотношения аук-
син : цитокинин, что инициирует клеточные 
деления; а на более поздних стадиях – клеточ-
ные деления ингибируются супероптимальным 
уровнем ауксина. 

Обсуждается вопрос о возможном учас-
тии этилена в ингибировании бобово-
ризобиального симбиоза при высоких дозах 
минерального азота. Так, работами Caba et al. 
[43, 44] и Ligero et al. [82] показано, что нитра-
тный азот способствует активации синтеза эти-
лена, высокие концентрации которого ингиби-
руют образование клубеньков у люцерны. Дей-
ствительно, ингибирование синтеза эндогенно-
го этилена с помощью специфических ингиби-
торов аминоэтоксивинилглицина и Ag+ в ино-
кулированных проростках люцерны снимает 
ингибирующий эффект нитратов на образова-
ние клубеньков [43]. Но при этом следует отме-
тить, что инфицирование бобовых ризобиями 
само по себе вызывает усиление синтеза этиле-
на растением-хозяином [83, 104]. Предполагае-
тся, что этилен – компонент сигнальной систе-
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мы, регулирующей ризобиальную инфекцию у 
бобовых, - является негативным регулятором 
nod-факторного сигналинга [63, 104]. Увеличе-
ние уровня эндогенного этилена в клетках рас-
тения-хозяина под действием NO3

- может при-
водить к дальнейшему ограничению ризобиа-
льной инфекции и нодуляции дополнительно к 
регулирующему влиянию (авторегуляции) на 
эти процессы этилена, синтез которого иници-
ируется nod-фактором [43]. Влияние нитрата на 
синтез этилена связано с активацией оксидазы 
1-аминоциклопропан-1-карбоновой кислоты 
[43]. Однако сам механизм действия этилена на 
формирование бобово-ризобиального симбиоза 
неясен. В работе Oldroyd et al. [98] показано, 
что этилен ингибирует все ранние реакции рас-
тения-хозяина на ризобиальную инфекцию, 
включая выход Ca2+ в цитозоль. Предполагает-
ся, что этилен может регулировать выход Са2+ в 
цитозоль и изменять степень и частоту актива-
ции nod-факторного сигнального пути. Он мо-
жет действовать как вторичный сигнал, регули-
рующий нодуляцию в ответ на азотный статус 
растения-хозяина, и как отрицательный регуля-
тор ризобиальной инфекции [44]. В работе 
Manna et al. [88] нитраты в повышенной дозе 
усиливали выделение клубеньками нута этиле-
на и увеличивали активность Н2О2–
скавенгирующих ферментов (каталазы, перок-
сидазы, аскорбатпероксидазы, глутатионредук-
тазы). Ингибитор синтеза этилена – аминоэток-
сивинилглицин – частично снимал  отрицате-
льное влияние нитратов на функции клубень-
ков. Авторы делают вывод о причастности эти-
лена к функционированию клубеньков нута.  

Что касается АБК, то об ее возможном 
участии в формировании и функционировании 
симбиоза говорилось выше. Однако исследова-
ния в этом плане немногочисленны. По данным 
Caba et al. [45], высокая доза нитратов (8 мМ) 
существенно уменьшала содержание АБК в ко-
рнях инокулированных проростков сои по сра-
внению с дозой 1 мМ. У суперклубенькового 
мутанта сои, у которого содержание АБК было 
существенно ниже по сравнению с родительс-
кой формой, высокая доза нитратов не оказала 
влияния на этот показатель. Авторы считают, 
что наиболее показательна величина, характе-
ризующая соотношение АБК и цитокининов. 

Обсуждая влияние нитратов на уровень 
фитогормонов и экспрессию раннего нодулина 
ENOD40, Ferguson и Mathesius [58] предпола-
гают, что эффекты NO3

- косвенно вызываются 
изменениями в ответной реакции ауксина. По-
добная точка зрения высказывается и в другой 

работе Mathesius с соавт. [89], которые предпо-
лагают, что ингибирующий эффект нитратов на 
деление кортикальных клеток и образование 
клубеньков у инокулированных корней белого 
клевера связан с модуляцией нитратами сигна-
льных путей ауксина и цитокинина.  

Другим аспектом негативного влияния 
высоких доз минерального азота на формиро-
вание симбиоза является включение макросим-
бионтом защитных реакций, препятствующих 
инфицированию клеток ризобиями. Наличие 
защитных реакций при бобово-ризобиальном 
симбиозе было впервые показано Vasse et al. 
[124] на абортированных инфекционных нитях, 
в которых были обнаружены соединения, хара-
ктерные для патогенеза. В основе этой реакции 
лежит сверхчувствительный ответ клетки на 
стрессовое воздействие, позволяющий расте-
нию при патогенезе выработать системную 
приобретенную или индуцированную устойчи-
вость. Этот факт свидетельствует о сходстве 
первоначальных этапов фитопатогенеза и сим-
биоза и расценивается как один из элементов 
авторегуляции инфицирования ризобиями кле-
ток и образования клубеньков [41]. Участие 
АФК и АФА в защитных реакциях растений 
при патогенезе не вызывает сомнений [16, 32]. 
Менее ясна их роль при бобово-ризобиальном 
симбиозе. Однако накопленные за последнее 
десятилетие данные свидетельствуют об учас-
тии АФК и АФА в формировании и функцио-
нировании бобово-ризобиального симбиоза [7]. 
Но вопрос, могут ли активные формы кислоро-
да и азота выступать в роли посредников нега-
тивного влияния высоких доз азота на симбиоз, 
остается практически не изученным. В даль-
нейшем будут обобщены данные, касающиеся 
этого вопроса. 

АФК и АФА у бобовых при симбиозе  
в зависимости от уровня  минерального  

азота в среде 

Как уже отмечалось, нитраты в настоя-
щее время рассматриваются не только как тро-
фический элемент для синтеза органических 
соединений, но и как сигнальные ионы, иници-
ирующие синтез многих белков, в т.ч. и нитра-
тредуктазы. На плазматической мембране рас-
тительной клетки нитраты взаимодействуют с 
белками-транспортерами и восстанавливаются 
в цитоплазме до конечных продуктов – аммо-
ния и аминокислот. С другой стороны, нитра-
ты, взаимодействуя на мембране с рецепто-
ром(ами), экспрессируют различные гены [137]. 
Имеются данные о наличии на плазматической 
мембране связанной нитратредуктазы (ПМ-
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НР), которая локализуется на внешней стороне 
мембраны и действует предположительно как 
сенсор NO3

- [59]. Исследованиями Stohr et al. 
[116] показано, что связанный с мембраной фе-
рмент способен катализировать восстановление 
нитритов до NO и что этот фермент (предпо-
ложительно нитрит-NO-редуктаза) может дейс-
твовать совместно с ПМ-НР. В недавнем обзоре 
Storh и Stremlau [117] приводят данные об уси-
лении генерации NO на плазматической мем-
бране клеток растений при бобово-
ризобиальном и арбускулярно-микоризном 
взаимодействиях. Эти авторы делают заключе-
ние, что усиление генерации NO наблюдается 
при высоких дозах нитратного азота в среде, 
которое совпадает с повышением активности 
мембранной (но не цитоплазматической) нит-
ратредуктазы. Высокие концентрации NO в 
клетках могут способствовать включению за-
щитных реакций растения-хозяина и таким об-
разом препятствовать инфицированию корней 
ризобиями и микоризой. Meyer et al. [90] счи-
тают, что в результате функционирования нит-
ратредуктазы количество образующегося в кле-
тках растения NO более чем достаточно для си-
гналинга.  

С другой стороны, NO обладает как ан-
тиоксидантными, так и прооксидантными свой-
ствами. Так, оксид азота способен регулировать 
уровень и токсичность АФК [73] и оказывать 
защитное действие при окислительных стрес-
сах [132]. Кроме того, молекула NO сама по се-
бе обладает антиоксидантными свойствами 
[79]. Токсические свойства оксида азота связа-
ны с образованием сильного оксиданта – перо-
синитрита (ONOO-), в реакции NO с суперок-
сидным анионом (О2

.-). Пероксинитрит может 
окислять тиоловые остатки, нитровать тирозин 
белков [108], что препятствует их фосфорили-
рованию.  

Модуляция фитогормонального баланса 
высокими дозами минерального азота является 
одной из возможных причин негативного влия-
ния минерального азота на установление сим-
биоза. Тесная связь NO с фитогормонами по-
дробно обсуждена в обзорах Lamattina et al. [80, 
94], которые полагают, что оксид азота, возмо-
жно, является синхронизирующим химическим 
мессенджером, активирующим действие гор-
монов. Экзогенные фитогормоны (ауксин, АБК, 
кинетин) приводят к усилению синтеза эндо-
генного NO в растениях [85, 95, 123]. И, наобо-
рот, экзогенный NO ингибирует синтез этилена 
в растениях [81]. Образование боковых корней, 
корневых волосков у растений, сходное с ини-

циацией образования примордия клубеньков, 
происходит при участии ауксина и оксида азота 
[101]. При этих процессах ауксины с помощью 
неизвестного механизма увеличивают синтез 
NO [85].  

По данным Zhao et al. [136], высокая доза 
нитратов (10 мМ) в среде ингибировала рост 
корней проростков кукурузы. Ингибирование 
снималось добавлением в питательную среду 
донора NO – нитропруссида натрия, или ИУК. 
Авторы делают вывод, что высокая доза нитра-
тов уменьшает эндогенный уровень ИУК, а та-
кже ингибирует образование (через NO-
синтазный путь) оксида азота, который служит 
триггером в нитратзависимом росте корня.  

Таким образом, четко прослеживается 
связь между фитогормонами и NO, их взаимное 
влияние как в условиях ризобиальной инфек-
ции, так и при действии высоких доз минераль-
ного азота. Исходя из вышеизложенного, одной 
из возможных причин негативного влияния вы-
соких доз нитратного азота на формирование 
симбиоза бобовых и ризобий может быть на-
рушение в балансе ауксинов и оксида азота, 
инициирующих деление кортикальных клеток и 
образование примордия клубенька. Однако ос-
тается непонятным механизм влияния ауксина 
на синтез NO и механизм влияния NO на деле-
ние клеток в ассоциации с ауксином. Непонят-
ны также источники образования NO – нитрат-
редуктаза, нитритредуктаза или NO-
синтазный(е) фермент(ы)?  

Логично предположить, что нитраты вза-
имодействуют с рецепторами и сенсорами на 
плазматической мембране  клеток  корня и  вос-
станавливаются до NO c помощью ПМ-НР в 
ассоциации с нитрит-NO-редуктазой [116]. Вы-
сокие дозы минерального азота (как абиотичес-
кий стрессор) усиливают активность ПМ-НР, 
что может привести к увеличению образования 
NO [117]. Литературных данных по содержа-
нию NO в клетках корней макросимбионта на 
ранних стадиях формирования симбиоза мы не 
обнаружили. Однако синтез NO в функциони-
рующих клубеньках четко показан с помощью 
NO-специфической флюоресцентной пробы (с 
4,5-диаминофлюоресцеин диацетатом) с при-
менением конфокальной микроскопии [36]. По 
данным этих авторов, синтез NO локализован в 
бактероидсодержащих клетках, в N2-
фиксирующей зоне клубенька. Авторы счита-
ют, что синтез NO в зрелых клубеньках осуще-
ствляется с участием фермента подобного NO-
синтазе и роль оксида азота в клубеньках при 
нормальных физиологических условиях связана 
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не с защитными реакциями и гибелью клеток, а 
скорее с другими неизвестными функциями. 

Вопрос о возможной роли NO в функци-
онировании бактероидов в литературе обсуж-
дается. Так, предполагается, что NO в функци-
онирующих клубеньках может выполнять роль 
регулятора переноса О2 в бактероиды, образуя 
комплекс с леггемоглобином [75]. Однако при 
этом количестве NO в клубеньках должно быть 
на достаточно низком уровне, не позволяющем 
ингибировать активность нитрогеназы [78, 122] 
и доставку кислорода в бактероиды путем об-
разования комплекса с леггемоглобином. Для 
этого в клубеньках должен функционировать 
механизм, эффективно обезвреживающий из-
быток NO. Предполагается, что леггемоглобин 
и несимбиотический гемоглобин могут быть 
эффективными скавангерами NO в клубеньках 
[113, 128]. По данным Shimoda et al. [113], со-
держание несимбиотического гемоглобина 
(LbHg1) увеличивается в функционирующих 
клубеньках в ответ на ризобиальную инфек-
цию, сопряженную с преходящим увеличением 
NO в корнях Lotus japonicus. Однако вопрос о 
влиянии высоких доз минерального азота на 
синтез NO и его функции на ранних стадиях 
инфицирования в литературе остается не раск-
рытым. 

Что касается АФК, то можно с большой 
долей уверенности утверждать об их важной 
роли в возникновении и развитии симбиотиче-
ского взаимодействия [3, 8, 40, 99]. Так, у этио-
лированных проростков гороха обнаружен раз-
ный характер изменения уровня АФК после 
инокуляции ризобиями в зависимости от спо-
собности макросимбионта к клубенькообразо-
ванию, а именно: снижение уровня АФК в кор-
нях суперклубенькового мутанта и повышение 
у бесклубенькового мутанта [3]. По мнению ав-
торов, это может свидетельствовать об участии 
АФК в регуляторных и защитных механизмах 
при взаимодействии симбионтов. Pauly et al. 
[99] считают, что АФК выполняют сигнальную 
роль в процессе симбиоза и их присутствие 
(Н2О2) в клетках растения-хозяина необходимо 
для оптимального симбиотического взаимодей-
ствия. По данным Santos et al. [110], образова-
ние АФК наблюдается в инфекционных нитях 
при участии мембранно-связанной НАДФН-
оксидазы. Ингибирование активности НАДФН-
оксидазы с помощью специфического ингиби-
тора подтверждает роль этого фермента в гене-
рации АФК при ризобиальной инфекции [110]. 
Участие НАДФН-оксидазы на начальных эта-
пах формирования бобово-ризобиального сим-

биоза подтверждено и в других работах [4, 84]. 
Так, по данным Васильевой и др. [4], наиболь-
шая активность НАДФН-оксидазы в клетках 
проростков гороха связана с микросомальной 
фракцией, где она в 3-5 раз превышает актив-
ность в цитозольной фракции. Инокуляция 
проростков ризобиями не изменяла активность 
фермента в цитозольной фракции и в 1,7 раза 
уменьшала активность в микросомальной фра-
кции через 24 ч после инокуляции. Изменения в 
активности фермента согласуются с данными о 
том, что уровень АФК в корнях гороха после 
инокуляции активным штаммом ризобий либо 
уменьшается (Н2О2), либо не изменяется (О2

.-) 
[1, 2].  

Влияние высоких доз минерального азота 
на функционирование НАДФН-оксидазы прак-
тически не изучено. По нашим данным, высо-
кая доза нитратного азота (60 мМ) вызывает ак-
тивацию фермента в микросомальной фракции 
корней этиолированных проростков гороха, что 
может быть объяснено неспецифической реак-
цией растения на стрессовый фактор. Инокуля-
ция гороха ризобиями частично снимает акти-
вирующее действие высокой дозы азота на фе-
рмент, что, по-видимому, свидетельствует о 
влиянии сигнальных путей, запускаемых при 
взаимодействии nod-фактора ризобий с расти-
тельным рецептором, на экспрессию гена 
НАДФН-оксидазы. Тем не менее можно пред-
полагать, что изменения в активности НАДФН-
оксидазы являются одним из механизмов регу-
ляции образования АФК на начальных этапах 
бобово-ризобиального симбиоза. Это подтвер-
ждается данными Lohar et al. [84], которые по-
казали, что накопление транскриптов НАДФН-
оксидазы в корнях люцерны коррелируют с из-
менением содержания Н2О2 в первые часы по-
сле инокуляции проростков ризобиями.  

Таким образом, на основании данных ли-
тературы можно утверждать, что в физиологи-
ческих механизмах негативного влияния высо-
ких доз минерального азота на формирование и 
функционирование бобово-ризобиального сим-
биоза задействованы по крайней мере три типа 
веществ: фитогормоны, АФК и фенольные сое-
динения. Все они, очевидно, взаимосвязаны че-
рез сигнальные пути, экспрессирующие гены, 
продуктом которых являются вещества, спо-
собствующие или препятствующие симбиозу. В 
настоящее время наименее изученными в дан-
ной проблеме являются механизмы передачи 
сигналов от ризобиальных nod-факторов в ге-
ном растения-хозяина и участие в этом соеди-
нений растительного происхождения. В физио-
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логически нормальных условиях бобовые рас-
тения, по-видимому, используют те же самые 
механизмы, что и при высоких дозах минера-
льного азота в среде. Но в первом случае расте-
ние-хозяин использует эти механизмы для ре-
гуляции симбиоза (в частности, для авторегу-
ляции инфицирования и клубенькообразова-
ния), а во втором – оно теряет способность 
управлять этим процессом(ами). Подтвержде-
нием этому могут быть исследования Barbulova 
et al. [35], которые показали важную роль на 
начальных стадиях формирования бобово-
ризобиального симбиоза NIN-белка (nodule 
inception), экспрессия гена которого на безазот-
ной среде увеличивалась в 20 раз спустя 24 ч 
после добавления к корням проростков Lotus 
japonicus nod-фактора. На среде с нитратами и 
аммонием (10, 20 мМ) экспрессия гена NIN-
белка полностью исчезала через 24 ч после до-
бавления nod-фактора, а процессы начального 
симбиотического взаимодействия (скручивание 
корневых волосков, образование инфекцион-
ных нитей, деление кортикальных клеток) ин-
гибировались. 

Заключение  

 По-видимому, следует согласиться с 
мнением Coronado et al. [53], что «движущей 
силой» бобово-ризобиального симбиоза являе-
тся безазотная среда и именно в отсутствие по-
чвенного азота метаболизм макросимбионта в 
наибольшей степени подготовлен к симбиоти-
ческому взаимодействию с клубеньковыми ба-
ктериями (равно как и ризобии). Присутствие в 
ризосфере достаточных (или избыточных) кон-
центраций минерального азота блокирует раз-
витие симбиоза, а также функциональную ак-
тивность ранее образованных клубеньков. Хотя 
симбиотрофные ризобии в принципе могут 
восстанавливать экзогенные нитраты, но это, 
по-видимому, не является их главной функцией 
in planta.  

Следует отметить, что причинная связь 
фитогормонального, фенольного и окислитель-
ного обменов у макросимбионта с негативным 
влиянием высоких доз минерального азота на 
установление симбиоза с ризобиями является в 
настоящее время лишь видимой частью про-
блемы. Неизученным или малоизученным оста-
ется передача молекулярных сигналов ризобий 
в геном растения-хозяина. Прелюдией этого 
процесса является взаимодействие ризобиаль-
ного nod-фактора с растительным рецептором 
(ами) на плазматической мембране. Можно 
предполагать, что в присутствии высоких доз 
минерального азота геном растения-хозяина 

получает информацию от сигнальных молекул 
(АФК, АФА) по включению защитных механи-
змов, препятствующих установлению симбиоза 
[7]. Причина кроется в модификации метаболи-
зма бобового растения под влиянием нитратно-
го и аммонийного азота, что делает затрудни-
тельным установление симбиоза. В этой связи 
важно познание генетических и молекулярных 
механизмов симбиоза, что позволит выяснить 
ключевые пути, ответственные за симбиоз и 
предложить генно-инженерные способы, по-
вышающие эффективность симбиоза.  
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PHYSIOLOGICAL MECHANISMS OF NEGATIVE INFLUENCE  
OF HIGH DOZES OF MINERAL NITROGEN  

ON LEGUME-RHIZOBIAL SYMBIOSIS 

A. K. Glyan’ko, N. B. Mitanova 

Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry  
Siberian Division of the Russian Academy Sciences  

(Irkutsk, Russia) 

The literary date on studying physiological mechanisms of influence of high dozes of mineral nitro-
gen ( nitrates, ammonium ) on an establishment legume-rhizobial synbiosis and its functioning are 
generalized. Thus the special attention is given participation phytohormonic, phenolic and oxidizing 
exchanges of the plant-host. Close connection between the specified exchanges is emphasized dur-
ing inhibition of formation and functioning legume-rhizobial symbiosis in conditions of superfluous 
supply of plants mineral nitrogen. 

Key words: nitrates, ammonium, legume-rhizobial symbiosis,ethylene, cytokinin, abscisic acid, 
auxin, phenolic compounds, reactive oxygen species(ROS), reactive nitrogen species 
(RNS) 

ФІЗІОЛОГІЧНІ МЕХАНІЗМИ НЕГАТИВНОГО ВПЛИВУ  
ВИСОКИХ ДОЗ МІНЕРАЛЬНОГО АЗОТУ  
НА БОБОВО-РИЗОБІАЛЬНИЙ СИМБІОЗ 

А. К. Глянько, Н. Б. Мітанова 

Сибірський інститут фізіології і біохімії рослин  
Сибірського відділення Російської академії наук  

(Іркутськ, Росія) 

Узагальнені літературні дані з вивчення фізіологічних механізмів впливу високих доз мінера-
льного азоту (нітратів, амонію) на утворення бобово-ризобіального симбіозу і його функціо-
нування. При цьому особлива увага приділяється участі фітогормонального, фенольного і 
окиснювального обмінів рослини-живителя в симбіозі. Підкреслюється тісний зв'язок між 
вказаними обмінами в процесах інгібування формування і функціонування бобово-
ризобіального симбіозу за умов надмірного постачання рослин мінеральним азотом. 

Ключові слова: нітрати, амоній, бобово-ризобіальний симбіоз, абсцизова кислота, ауксини, 
цитокініни, етилен, фенольні сполуки, активні форми кисню (АФК), акти-
вні форми азоту (АФА) 
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