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Исследовано влияние дефицита и повышенного содержания фосфора (Р), бора 
(В) и молибдена (Мо) на образование клубеньков и активность фиксации азота у 
гороха и сои. Установлена непосредственная связь между содержанием фосфора 
и бора в питательной среде и количеством специфических флавоноидов в корне­
вых эксудатах, играющих роль индукторов для образования клубеньков у бобо­
вых. Отрицательное влияние отсутствия молибдена в питательной среде на обра­
зование клубеньков, активность азотфиксации и содержание аминокислот в рас­
тительных тканях можно избежать при введении питательных элементов через 
листья.

Симбиотическая азотфиксация 
включает комплекс взаимодействий 
бобовых растений с почвенными бак­
териями 5 различных родов: Azorhi- 
zobium, Bradyrhizobium, Mesorhizibium, 
Sinorhizobium и Rhizobium. В резуль­
тате симбиотических взаимодействий 
образуется новый орган — клубеньки. 
Этапы образования клубеньков очень 
чувствительны к уровню минеральных 
элементов [1] как в условиях недостат­
ка [17], так и их избытка [13].

После азота фосфор является од­
ним из основных биогенных элементов, 
регулирующих рост и развитие расте­
ний. Фосфор оказывает влияние на сим­
биотическую фиксацию азота, так как 
стимулирует рост растения-хозяина, а 
также образование нормально функци­
онирующих клубеньков [8]. Фосфорный 
дефицит оказывает влияние на процес­
сы инфицирования, поскольку задер­
живает выделение специфических фла­
воноидов в корневых эксудатах, игра­
ющих роль индукторов при образовании 
клубеньков, а также прикрепление бак­

терий к корневым волоскам [12]. Бор в 
структуре клеточной стенки [7], фенол- 
пропаноидном пути [15] и фитогормо­
нальном балансе [10] играет существен­
ную роль в симбиотических отношени­
ях между азотфиксирующими бакте­
риями и растением-хозяином. Молибден 
является важным компонентом кофак­
торов ферментов, катализирующих вос­
становление или фиксацию азота [14]. 
При внесении восстановленного или 
органического азота потребность в мо­
либдене уменьшается или исчезает вов­
се. Одним из способов, позволяющим 
избегнуть подавляющий эффект неор­
ганического азота на образование клу­
беньков [3], является подача минераль­
ных элементов через листья. Листовая 
подкормка стимулирует выделение са­
харов в корневых эксудатах, что, в свою 
очередь, положительно влияет на раз­
витие клубеньков [9]. В настоящее вре­
мя проведено недостаточно исследова­
ний влияния Р, В и Мо на образование 
клубеньков и фиксацию атмосферного 
азота у бобовых.

* Кафедра физиологии растений РГАУ - МСХА имени К.А. Тимирязева.
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Целью наших исследований стало 
изучение влияния Р, В и Мо на про­
цессы образования клубеньков и азот- 
фиксации у гороха и сои.

Задачи исследований: изучение из­
менения концентрации специфических 
флавоноидов в корневых эксудатах, 
играющих роль индукторов при обра­
зовании клубеньков; определение ко­
личества клубеньков и активности фик­
сации азота в условиях повышенного 
или пониженного содержания Р, а 
также В- и Мо-дефицита.

Методика

Влияние оптимального содержания 
Р для питания растений (1 mМ), недо­
статок Р (0,1 mМ) и избыток Р (3 шМ) 
изучали на инокулированных растени­
ях гороха сорта Богатырь, выращен­
ных на полной питательной среде 
Yamagishi и Yamamoto [19]. Исследо­
вания влияния недостатка содержания 
Мо на образование клубеньков и азот- 
фиксацию проводили на растениях го­
роха сорта Авола, выращеных на пол­
ном питательном растворе Гельригеля 
с добавкой микроэлементов согласно 
Хогленда и Арнона [6] и в условиях 
отсутствия Мо в питательной смеси в 
опытных вариантах. Ростки гороха ино- 
кулировали бактериальной суспен­
зией (108 клеток m1-1) Rhizobium 
leguminosarum bv. Vicae, штамм D 293 
и помещали в сосуды объемом 1,2 L. 
Растения выращивали в течение 35 
дней как водные культуры. Листовая 
подкормка Agroleaf® (компания Скотте, 
США) содержит основные макроэле­
менты в сбалансированном соотноше­
нии N:P:K=20:20:20 + микроэлементы 
без Мо. Листовую подкормку (0,3%) 
путем опрыскивания и смену питатель­
ных растворов проводили 2 раза в не­
делю. Влияние дефицита В изучали 
на растениях сои, инокулированных 
Bradyrhizobium japoninicum, штаммом 
639 и выращенных на питательной сре­
де Yamagishi и Yamamoto [19]. В кон­
трольных вариантах В подавали в виде 
Н3В03, с концентрацией 44 μg B/L. В

опытных вариантах исключили бор на 
30 дней. Повторность вариантов 4-крат­
ная. Нитрогеназную активность опре­
деляли методом восстановления аце­
тилена [5]. Для получения корневых 
эксудатов использовали методику ин­
фильтрации метанолом [16]. Опыты про­
водили на жидкостном хроматографе 
Perkin Elmer с детектором (λ-340 пт) 
и аналитической колонкой Kromasil LC 
18 с размерами 150 mm, 5 μm, 4,6 mm 
методом жидкостной хроматографии с 
высокой разделительной способностью 
(HPLC). Объем пробы — 20 μ1, ско­
рость разделения — 1 ml/min, раство­
ритель — метанол : вода : уксусная 
кислота (5 : 93 : 2). Содержание сво­
бодных аминокислот определяли мето­
дом HPLC, новым способом [11]. Ре­
зультаты представлены в виде: сред­
нее значение ± стандартная ошибка. 
Сравнение средних значений выпол­
нено с применением теста Фишера 
(Р<0,05).

Результаты

Исследования показали, что дефи­
цит содержания фосфора в питатель­
ном растворе опытных вариантов силь­
но подавляет образование клубеньков 
и активность азотфиксации в сравне­
нии с контролем (табл. 1). Растения, 
выращенные в условиях повышенно­
го содержания фосфора, также обра­
зуют большее количество клубеньков, 
но активность их азотфиксации была 
меньше, чем у контрольных. Фосфор 
оказывает влияние на симбиотическую 
фиксацию азота своими структурны­
ми клеточными функциями и значе­
нием для роста и развития растений. 
Фосфор необходим при протекании 
высокоэнергоемкого процесса азотфик­
сации. Мобилизация минеральных фос­
фатов почвы в процессе жизнедеятель­
ности микроорганизмов, в т. ч. и бак­
терий рода Rhizobium изучена в работе 
Мишустина и др. [2]. Работы по иссле­
дованию влияния дефицита фосфора 
на образование нормально функцио­
нирующих клубеньков проводили и
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другие авторы [8]. Значительное замед­
ление азотфиксирующей активности и 
уменьшение количества клубеньков 
наблюдается у растений, выращенных 
без молибдена, традиционным корне­
вым питанием, в то время как у мо- 
либдендефицитных растений с при­
менением листовой подкормки актив­
ность нитрогеназы и число клубень­
ков снижается в меньшей степени по 
сравнению с растениями с корневым 
питанием, выращенных без молибде­
на (табл. 1). Поскольку в нашем листо­
вом препарате азот присутствует как 
в форме нитрата, так и в форме ам­
мония, можно ожидать, что растения 
с листовым питанием не будут пока­
зывать такую высокую требователь­
ность к молибдену. Благоприятное вли­
яние листовой подкормки на развитие 
азотфиксирующих бактерий за счет по­
вышения содержания сахаров в кор­
невых эксудатах установлено и дру­
гими исследователями [9]. В условиях 
30-дневного бороголодания у инокули- 
рованных растений сои наблюдается 
не только снижение скорости роста, 
но и значительное уменьшение коли­
чества клубеньков, а также снижение 
азотфиксирующей активности (табли­
ца). Причиной пониженной активности 
могут быть замедленный транспорт 
сахаров от корней к клубенькам и за­
медленный экспорт продуктов азот- 
фиксации. Механизм регуляции азот-

фиксации по принципу обратной свя­
зи изучали разные исследователи [18].

Установлено, что в условиях фос­
форного и борного дефицита изменя­
ется содержание специфических фла- 
воноидов (nod-индукторов) в корневых 
эксудатах растений [15]. Хроматограф­
ский анализ флавоноидов в эксудатах 
корней показал, что в отличие от кон­
трольных растений (рис. 1А), в усло­
виях фосфорного дефицита количе­
ство пиков не меняется, но наблюда­
ется определенное понижение абсорб­
ции (рис. 1Б).

Среди исследованных флавоноидов 
апигенин и нарингенин являются ос­
новными nod-генными индукторами для 
азотфиксирующих бактерий гороха. В 
условиях фосфорного избытка концен­
трация апигенина ниже, чем в конт­
роле, а пик нарингенина не наблюда­
ется вовсе (рис. 1В). Участие бора в 
фенольпропаноидном пути имеет важ­
ное значение в начальном этапе ин­
фицирования, когда происходит акти­
вирование бактерий растительными 
флавоноидами и экспрессия ризобиаль- 
ных nod-генов [4]. Анализ флавонои­
дов в эксудатах корней, изолирован­
ных из пятидневных ростков сои, по­
казал, что концентрация фенольных 
соединений сильно уменьшается в ус­
ловиях бороголодания (рис. 1Е) по срав­
нению со стандартными (рис. 1Г) и 
контрольными растениями (рис. 1Д).

Влияние разных уровней Р, Мо и В наN2-фиксирующую активность и число клубеньков у
гороха и сои

П р и м е ч а н и е .  Результаты представлены в виде: среднее значение ± стандартная ошибка. 
Различия между средними значениями достоверны при уровне значимости Р < 0,05.
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Рис. 1. Хроматографический (HPLC) анализ флавоноидов в эксудатах корней в условиях 
разного уровня фосфорного (А, Б, В) и борного (Г, Д, Е) содержания

Рис. 2. Общее содержание аминокислот у растений гороха, выращенных в присутствии и 
отсутствии молибдена
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Общее содержание аминокислот у 
растений, выращенных без Мо, умень­
шается преимущественно в листьях 
(рис. 2). Содержание аминокислот в

корнях у молибдендефицитных расте­
ний стало выше, чем у растений, вы­
ращенных. в присутствии Мо. Увели­
чение содержания аминокислот в кор-



нях молибдендефицитных растений с 
применением листовой подкормки боль­
ше, чем у растений с корневым пита­
нием.

Выводы

1. Недостаток бора, фосфора и мо­
либдена оказывает отрицательное воз­
действие на образование клубеньков и 
на активность азотфиксации у бобовых 
растений.

2. Анализ результатов показал, что 
существует непосредственная связь меж­
ду содержанием фосфора и бора в пи­
тательной среде и изменением коли­
чества специфических флавоноидов в 
корневых эксудатах, играющих роль ин­
дукторов для образования клубеньков у 
бобовых.

3. Уменьшение количества клубень­
ков, понижение активности азотфикса­
ции и содержания аминокислот в рас­
тительных тканях при отсутствии мо­
либдена в питательной среде можно 
избежать подачей питательных элемен­
тов через листья.
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SUMMARY

The effects of P deficiency and excess, deficiency of В and Mo on the formation 
of nodules and nitrogen fixing activity in pea and soybean plants were studied. It 
was shown that a close relationship between P and В concentration in the nutrient 
media and some flavonoids in the root exudates could exist. Plant flavonoids appeared 
to play a role in the induction of nodule formation. The negative influence of Mo 
exclusion from the nutrient media on the nodule function, nitrogen fixation and 
amino acid content diminished through the foliar absorbed nutrients.
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