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Изучали влияние инокуляции Rhizobium leguminosarum, Azotobacter chrooccoccum и эк-
зогенных фитогормонов на про– и антиоксидантную активности пероксидазной фермент-
ной системы в клетках корней проростков гороха. Показано, что Rhizobium увеличивает 
ИУК–оксидазную функцию пероксидазы в растворимой и связанной с клеточными стенками 
фракциях фермента, что очевидно, связано с регуляцией начальных этапов инфицирования. 
Влияние Azotobacter на оксидазную и пероксидазную активность фермента имеет одинако-
вую, но более выраженную, направленность с действием экзогенно добавленной к Rhizobium 
ИУК. Совместная инокуляция Rhizobium с Azotobacter положительно влияет на рост про-
ростков и вызывает модуляцию в соотношении про– и антиоксидантых функций пероксида-
зы в разных фракциях фермента в сравнении с инокуляцией только Rhizobium.

Ключевые слова: Rhizobium leguminosarum, Azotobacter chrooccoccum, корни пророст-
ков гороха Pisum sativum L., пероксидаза, ИУК–оксидаза, экзогенные фитогормоны ИУК 
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Введение

Симбиотические отношения между клубеньковыми бактериями Rhizobium 
и бобовыми растениями демонстрируют высокую степень специфичности, так как 
только при определенных комбинациях между растением-хозяином и Rhizobium воз-
можно установление азотфиксирующего симбиоза. начальные стадии взаимодей-
ствия инициируются каскадом сигналов, которыми симбионты обмениваются между 
собой, и сопровождаются серией молекулярных взаимодействий. это требует до-
статочно глубоких переключений во всем клеточном метаболизме и регулируется, 
особенно на начальных этапах, фитогормонами. в частности, индолилуксусная кис-
лота (ИУК) и цитокинины (ЦК), в зависимости от соотношения между ними, могут 
индуцировать и регулировать деление клеток коры корня и формирование корневых 
клубеньков [3, 13].

пероксидаза (по) является составной частью активной защитной системы 
растений, в частности, может участвовать в регуляции уровня и активности сиг-
нальных молекул в растении через механизмы синтеза и деградации ИУК, что под-
тверждается наличием у этого фермента сайтов, специфически связывающих ИУК 
[4, 9, 14]. Значимость пероксидазы в регуляции взаимодействия с микроорганизмами 
отмечается и при взаимоотношениях бобовых с Rhizobium, [1, 2, 8, 12]. показано, 
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что по корней проростков гороха участвует в избирательном пропускании ризобий 
в определенных восприимчивых к ризобиальной инфекции участках корня. Сделан 
вывод, что по и н2о2 участвуют в создании целой системы различных сигналов, 
включая ИУК–по путь, направленный на образование эффективной симбиотиче-
ской ассоциации [1].

отличительной чертой всех пероксидаз является их полифункциональность 
в различных биохимических реакциях, а именно в реакциях оксидазного, перокси-
дазного и оксигеназного окисления субстратов, что позволяет предполагать активное 
участие их в контроле процессов роста и механизмов формирования ответных реак-
ций растений на действие абиотических и биотических факторов [4, 8]. в частности, 
при формировании у бобовых растений симбиотических отношений с клубеньковы-
ми бактериями рода Rhizobium [1, 2, 4, 7]. широкая субстратная специфичность пе-
роксидазы предполагает наличие разных механизмов окисления, реализуемых фер-
ментом [9].

Ассоциативные гормонсинтезирующие бактерии, в том числе Azotobacter [15, 
16], являются широко распространенными компонентами растительно-микробного 
сообщества и способны влиять на формирование бобово-ризобиального симбиоза. 
Azotobacter оказывает стимулирующее действие на прорастание семян растений, 
ускорение их роста, особенно в ранние фазы их развития. обладает важным фактором 
подавления развития патогенной микрофлоры [15]. однако мало сведений о влиянии 
их на формирование симбиотических отношений бобовых растений с Rhizobium.

Цель исследований – изучить влияние инокуляции Rhizobium leguminosarum 
и Azotobacter chrooccoccum на пероксидазную (антиоксидантную) и оксидазную (про 
оксидантную) функции пероксидазы в клетках корней проростков гороха.

Методика проведения исследований

в работе использовались 2–3 сут. проростки гороха (Pisum sativum L.) сорта 
Аксайский усатый. Инокуляцию проростков проводили суспензией клубеньковых 
бактерий Rhizobium leguminosarum bv. vicea L. (штамм CIAM 1026) в концентрации 
106 кл/мл и ризосферных бактерий-азотофикаторов Azotobacter chrooccoccum (штамм 
Azd10, № вКм в – 2272 Д) – 106 кл/мл. Контролем служили неинокулированные 
проростки гороха.

Для изучения влияния Azotobacter на рост корней проростков гороха, инокули-
рованных Rhizobium + Azotobacter, измеряли длину корня опытных проростков черех 
24 и 48 ч после обработки и сравнивали ее с длиной корня проростков, инокулиро-
ванных Rhizobium.

выделение разных форм пероксидазы: растворимой (цитоплазматической), 
ионно– и ковалентно-связанной с клеточными стенками осуществляли по методу [11] 
через 1 и 24 ч после инокуляции. Для эксперимента использовали отрезки 5–15 мм 
от кончика корня, как наиболее восприимчивые к ризобиальной инфекции [2].

Дополнительно определяли влияние экзогенных фитогормонов ИУК (индо-
лил-3–уксусной кислоты) 10–11м и БАп (бензиламинопурина) 10–9м на активность 
по (усл. ед. /г сырой массы) и ИУКо (мкг/ мин г сырой массы) в корнях проростков 
гороха совместно с инокуляцией Rhizobium и Azotobacter.

Для оценки активности по использовали различные субстраты. в качестве 
субстрата для выявления оксидазной (прооксидантной) функции фермента – ИУК; 
пероксидазной (антиоксидантной) – орто-дианизидин. Активность пероксидазы 
регистрировали по увеличению продукта в реакционной смеси по начальной ско-
рости окисления о-дианизидина перекисью водорода [2], ИУКо – по убыли ИУК 
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в реакционной смеси с реактивом Сальковского по методу [6]. опыты проводили 
в трех биологических повторностях. Данные статистически обработаны. в таблицах 
приведены средние значения и их стандартные ошибки.

Результаты и обсуждение

показано, что пероксидазная (антиоксидантная) функция фермента под вли-
янием Rh. leguminosarum снижалась в растворимой фракции, возрастала до уровня 
контрольных растений во фракции ионно-связанной и увеличивалась в ковалентно-
связанной с клеточными стенками в отрезках корней проростков гороха уже через 
1 ч после инокуляции. через 24 ч после инокуляции во фракции ионно-связанной 
с клеточными стенками активность фермента еще более возрастала (табл. 1).

оксидазная (прооксидантная) функция фермента значительно возрастала 
и в растворимой, и в ионно-связанной с клеточными стенками фракциях и через 
1 ч и особенно через 24 ч.. во фракции ковалентно-связанной с клеточными стенка-
ми активность ИУКо была очень низкой.

Таблица 1
Влияние Azotobacter и экзогенных ИУК и БАП  

на активность ПО (усл. ед. /г сырой массы) и ИУКО (мкг/ мин г сырой массы)  
в корнях проростков гороха, инокулированных Rhizobium

Варианты Время, 
ч

Растворимая Ионно-связанная Ковалентно-связанная

ИУКО ПО ИУКО ПО ИУКО ПО

Rhizobium
1 1,8 ± 0,03 300,4 ± 22,3 3,6 ± 0,18 426,2 ± 32,0 0,04 ± 0,001 18,1 ± 1,1

24 3,1 ± 0,08 444,1 ± 32,3 4,2 ± 0,19 861,0 ± 52,3 0,04 ± 0,002 23,5 ± 1,6

Rhizobium + 
ИУК 10–11М

1 3,4 ± 0,10 244,0 ± 14,1 3,6 ± 0,18 519,3 ± 32,4 0,04 ± 0,001 25,7 ± 1,8

24 3,5 ± 0,18 476,2 ± 34,8 5,5 ± 0,28 896,7 ± 54,1 0,08 ± 0,005 41,7 ± 2,6

Rhizobium + 
БАП10–9М

1 1,1 ± 0,05 224,0 ± 12,5 3,8 ± 0,20 433,7 ± 30,0 0,03 ± 0,001 25,7 ± 1,5

24 1,8 ± 0,08 452,5 ± 32,6 4,4 ± 0,29 647,5 ± 44,3 0,03 ± 0,001 39,2 ± 2,7

Rhizobium + 
Azotobacter

1 3,6 ± 0,16 361,8 ± 28,3 3,5 ± 0,21 782,1 ± 52,4 0,04 ± 0,001 28,2 ± 1,6

24 3,7 ± 0,19 488,7 ± 35,4 8,6 ± 0,41 1443 ± 82,8 0,08 ± 0,004 84,7 ± 5,9

Увеличение пероксидазной функции во фракциях ионно– и ковалентно-связан-
ной может быть связано с участием фермента в модификации оболочек как клеток 
корней, так и корневых волосков при образовании инфекционных нитей. предпола-
гается, что н2о2, присутствующая в инфекционных нитях, может участвовать в пере-
кисном окислении одного из основных компонентов матрикса инфекционной нити 
арабиногалактанпротеин-экстензина, повышая плотность матрикса нити [10].

Значительное увеличение оксидазной функции фермента уже в течение первых 
суток после инокуляции во фракциях растворимой и ионно-связанной с клеточны-
ми стенками свидетельствует о влиянии Rhizobium на метаболизм ИУК, приводящий 
к снижению ее содержания в клетках корней проростков гороха. это может менять 
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соотношение ИУК: цитокинины в сторону последних, что является необходимым для 
пролиферации клеток при формировании примордия клубенька. в отличие от этого 
низкая активность ИУКо в ковалентно-связанной фракции фермента, очевидно, со-
храняет эндогенное содержание ИУК, необходимое для роста инфекеционных нитей 
и модификации оболочек клеток корней и корневых волосков. Именно с ИУК связыва-
ют увеличение пластичности клеточных стенок, способность их к растяжению, так как 
она участвует в регуляции активности ферментов ее синтеза. Тогда как ИУКо осущест-
вляет окислительное декарбоксилирование ИУК с потерей ауксиновой активности.

Добавление Azotobacter в среду выращивания проростков гороха совместно с Rh. 
lg. положительно влияло на рост корней проростков, увеличивая прирост корня на 11,5% 
через двое суток после инокуляции, по сравнению с вариантом Rhizobium (табл. 2).

Таблица 2
Влияние Azotobacter chroococcum на скорость роста корней проростка гороха, 

инокулируемых Rhizobium leguminosarum

Ча -
сы

Контроль, Н2О
(исх. дл. 35,0 мм)

Rhizobium leguminosarum
(исх. дл. 35,0 мм) 

% 
от контр

Rh. lg. + Azotobacter
(исх. дл. 36,5 мм)

% от контр 
Длина 

корня, мм

При-
рост 

корня, 
мм

V ро-
ста 

мм/ч
Длина 

корня, мм

При-
рост 

корня, 
мм

V ро-
ста 

мм/ч
Длина 

корня, мм

При-
рост 

корня, 
мм

V ро-
ста 

мм/ч

24 ч 46,5 ± 2,3 11,5 0,48 47,2 ± 2,0 12,2 0,51 106 49,8 ± 3,1 13,3 0,55 115 / 109*

48 ч 59.5 ± 3,3 24,5 0,51 62,0 ± 2,8 27,0 0,56 109 66,6 ± 3,8 30,1 0,63 123 / 111*

Примечание: *–% от Rhizobium

Совместная инокуляция Rhizobium с Azotobacter увеличивала модуляцию в со-
отношении про– и антиоксидантых свойств (или функций) пероксидазы в разных 
фракциях фермента в сравнении с инокуляцией только Rhizobium. в растворимой 
фракции фермента через 1 час после обработки увеличение прооксидантной функ-
ции фермента было значительно больше чем антиоксидантной. во фракции ионно-
связанной с клеточными стенками через 1 час после обработки возрастала больше 
пероксидазная активность, а через 24 часа – оксидазная. во фракции ковалентно-свя-
занной с клеточными стенками значительно преобладала пероксидазная активность, 
а оксидазная была очень слабой (табл. 1).

влияние Azotobacter на оксидазную и пероксидазную активности фермента 
показало одинаковую, но более выраженную, направленность с действием экзогенно 
добавленной к Rhizobium ИУК 10–11м.

Добавление БАп 10–9м, в отличие от Azotobacter и ИУК 10–11м значительно 
снижало прооксидантные функции фермента в растворимой фракции и не оказывало 
влияния, по сравнению с Rhizobium, во фракции ионно-связанной ни на оксидазную, 
ни на пероксидазную активности (табл. 1).

очевидно, добавление экзогенных ИУК и ЦК и особенно Azotobacter меня-
ет соотношение эндогенных фитогормонов, что вызывает модуляцию функций по. 
результаты исследования показывают, что Rh. leguminosarum оказывает влияние 
на по ферментную систему в клетках корней проростков гороха, осуществляя регу-
ляцию прооксидантных и антиоксидантных реакций, очевидно, необходимых на на-
чальных этапах инфицирования корней.
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ризобактерии Azotobacter chroococcum положительно влияют на рост пророст-
ков растений гороха, а их воздействие на оксидазную и пероксидазную активность 
по имеет одинаковую, но более выраженную направленность с действием экзоген-
но добавленной к Rhizobium ИУК. Увеличение модуляции про– и антиоксидантной 
активности фермента пероксидазы при совместной инокуляции Rhizobium + Azoto-
bacter может быть важным компонентом регуляторного механизма при взаимодей-
ствии растений с бактериями, так как изменения свойств фермента с оксидазного 
на пероксидазный могут контролировать уровень фитогормонов ИУК и ЦК и менять 
их соотношение между собой. Именно увеличение оксидазной функции фермента 
приводит к окислению ИУК и может изменить соотношение ИУК: ЦК в сторону по-
следних, что важно для деления клеток внутренней коры корня и образования при-
мордий клубеньков и тем самым для установления эффективных взаимоотношений 
микро– и макросимбионтов.

Таким образом, инокуляция Rhizobium и особенно при добавлении Azotobacter 
влияет на специфичность фермента к субстрату, снижает сродство к одному и увели-
чивает к другому, тем самым меняет функции с прооксидантных на антиоксидантные 
или наоборот, и участвует в целой системе сигналов, направленных на образование 
эффективной симбиотической ассоциации.
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MODULATION OF PRO / ANTIOXIDANT PEROXIDASE ACTIVITY  
IN PEA SEEDLING ROOTS INOCULATED WITH RHIZOBIUM  

AND AZOTOBACTER

G.P. AKIMOVA1, V.V. VERKHOTUROV2, M.G. SOKOLOVA1, S.L. BELOPUKHOV3

(1 Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry,  
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences;  

2 Irkutsk National Research Technical University;  
3 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy)

The effect of inoculation of Rhizobium leguminosarum, Azotobacter chrooccoccum and exog-
enous phytohormones on pro – and antioxidant activity of the peroxidase enzyme system in the cells 
of seedling roots of pea was studied. It is shown that Rhizobium increases the IAA–oxidase function 
of peroxidase in soluble and bound to cell walls fractions of the enzyme, which is obviously associ-
ated with the regulation of the initial stages of infection. The effect of Azotobacter on the oxidase 
and peroxidase activity of the enzyme has the same, but more pronounced, orientation with the ac-
tion of exogenously added to Rhizobium IAA. Joint inoculation of Rhizobium with Azotobacter has 
a positive effect on the growth of seedlings and causes modulation in the ratio of pro – and antioxi-
dant functions of peroxidase in different fractions of the enzyme in comparison with only Rhizobium 
inoculation.

Key words: Rhizobium leguminosarum, Azotobacter chrooccoccum, the roots of the seed-
lings of peas Pisum sativum L., peroxidase, IAA–oxidase, exogenous phytohormones IAA, cytokinin.
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