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Узагальнено літературні дані з вивчення ролі фітогормональних рістстимулю-
вальних і рістінгібувальних речовин при формуванні бобово-ризобіального
симбіозу та його функціонуванні. Розглянуто внесок основних фітогормонів
(ауксинів, цитокінінів, гіберелінів, абсцизової кислоти, етилену, брасиносте-
роїдів, жасмонової та саліцилової кислот) у регуляцію онтогенезу кореневих
бульбочок, зокрема процесів їх ініціації та розвитку.
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Процес становлення бобово-ризобіального симбіозу охоплює низку
послідовних етапів: доконтактного (взаємодія партнерів за допомогою
біохімічних медіаторів, що виділяються як рослиною, так і мікроор-
ганізмами); адсорбції бактеріальних клітин на поверхні кореневих во-
лосків; інфікування та утворення особливих симбіотичних форм — бак-
тероїдів [10, 45, 100]. Специфічність цієї взаємодії потребує високого
ступеня регуляції біохімічних процесів, у якій визначальне місце нале-
жить фітогормонам — групі природних сполук, відповідальних за зба-
лансований перебіг процесів росту, розвитку та синхронне функціону-
вання біохімічних механізмів у рослинному організмі [3, 42].

Як рослина, так і бактерії, асоційовані з нею, синтезують сполуки
фітогормональної природи, що є посередниками у комунікації між цими
організмами, а також змінюють гормональний статус самої рослини,
визначають ефективність формування та функціонування симбіотичних
взаємовідносин [11, 15].

Для глибокого розуміння особливостей функціонування
симбіотичної системи необхідно чітко уявляти схеми гормональних
взаємодій, що відбуваються з початку контакту макро- й мікро-
симбіонтів і в подальшому впливають на утворення та життєдіяльність
бульбочок, які, в свою чергу, є визначальними для біологічної азотфік-
сації і продукційного процесу бобових рослин [11].

Розглянемо внесок деяких ключових фітогормонів, а саме аук-
синів, цитокінінів, гіберелінів, абсцизової кислоти, етилену, брасиносте-
роїдів, жасмонової та саліцилової кислот, у процеси нодуляції та
азотфіксації в бобових рослинах.

Ауксини. Ауксини — рістстимулювальні фітогормони індольної
природи, що виконують численні функції зі встановлення та функціону-
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вання бобово-ризобіального симбіозу. Одним із найвідоміших представ-
ників цієї групи фітогормонів є -індоліл-3-оцтова кислота (ІОК). Відо-
ма також низка інших речовин ауксинової природи — індоліл-3-масля-
на, 4-хлоріндоліл-3-оцтова кислоти тощо, які можуть діяти самостійно
або бути попередниками синтезу ІОК чи продуктами її подальших пере-
творень [2].

Вперше можливість участі ауксину в розвитку кореневих бульбочок
припустив у 1936 р. Тіменн [135]. Він висунув гіпотезу, що кореневі
бульбочки Pisum sativum містять ауксин і його вміст підвищується під час
їх розвитку. Згодом участь ауксинів у процесі нодуляції була підтвердже-
на в різних експериментах [17, 145].

Незалежними дослідженнями доведено [18, 87], що зміна балансу
ауксинів рослини-хазяїна є необхідною умовою для органогенезу коре-
невих бульбочок. В рослинному організмі ІОК бере участь у багатьох
процесах: поділі й диференціюванні клітин, утворенні судинних пучків
тощо. Ці процеси також необхідні для формування бульбочок. Зокрема
ауксини залучаються до поділу кортикальних клітин, беруть участь у ци-
токініновому даунстрім сигналінгу [127, 128] (рисунок). Втім точна роль
ІОК на різних стадіях формування і функціонування бобово-ризобіаль-
ного симбіозу остаточно не з’ясована [42].

Одна з гіпотез щодо інфікування коренів бобових культур ри-
зобіями ґрунтується на припущенні, що бульбочкові бактерії проника-
ють у кореневі тканини внаслідок синтезу ІОК з її попередника трипто-
фану, який є продуктом екзоосмосу кореневої системи [3, 13, 15, 67].
Так, відомо, що ризобії здатні синтезувати індоліл-3-оцтову кислоту [6,
9, 26, 50, 67], виділення якої призводить до адгезії бактерій на поверхні
кореня і викривлення кореневих волосків [2, 3]. Однак отримано багато
даних, згідно з якими кореляція між здатністю окремих штамів бульбоч-
кових бактерій синтезувати ІОК та їхньою вірулентністю простежується
не завжди [6, 26, 123]. Наявні ж експериментальні дані щодо здатності
асоціативних азотфіксаторів до колонізації внутрішніх тканин небобових
рослин за участю ІОК свідчать про необхідну, але водночас неспе-
цифічну роль цієї кислоти в інфікуванні діазотрофами як бобових, так і
злакових культур [1, 3, 12, 20].

Ауксини в основному синтезуються в пагоні й транспортуються до
коренів за механізмом активного транспорту з використанням білкових
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транспортних комплексів — білків-переносників, відповідальних за
імпорт (AUX1) та експорт (PIN1, PIN2/AGR/EIR1) ауксину в клітині
[90]. Додатковий контроль транспорту здійснюють негативні регулятори
експорту ауксинів, а саме інгібітори їх транспорту, які зв’язують білки,
що взаємодіють з експортером ауксину [90]. Отже, в рослині можливі
кілька шляхів регулювання гомеостазу ауксинів, що можуть контролюва-
ти органогенез [41, 42].

Відомо [42], що Nod-фактори (штамоспецифічні ліпохітоолігосаха-
риди, які запускають процеси розвитку бульбочок) ризобій інгібують
транспорт ауксину, що необхідно для зміни співвідношення гормонів
ауксини/цитокініни. Зменшення цього співвідношення на ранніх стадіях
інфікування шляхом інгібування транспорту ауксину індукує поділ кор-
тикальних клітин, утворення примордіїв бульбочки [5, 91]. На пізніших
стадіях поділ клітин інгібується супероптимальними кількостями аукси-
ну внаслідок збільшення співвідношення між зазначеними фітогормона-
ми [42]. Водночас застосування синтетичних інгібіторів полярного
транспорту ауксину індукує утворення псевдобульбочкових структур на
коренях, експресію генів ранньої нодуляції ENOD2 та ENOD12 [37, 145].
У результаті дослідження транспорту ауксину з використанням міченого
фітогормону встановлено, що ризобії локально інгібують його акропе-
тальний транспорт у коренях Vicia sativa протягом 24 год після інокуляції
[91]. В експериментах із застосуванням ауксиночутливого промотора
GH3, сполученого з геном-репортером (GUS) — GH3::gusA, доведено, що
інокуляція ризобіями або обробка Nod-факторами коренів Trifolium
repens призводить до швидкого блокування ауксинового транспорту в
нижній частині кореня, накопичення цього фітогормону в судинних і
кортикальних клітинах вище від місця інокуляції [87]. Цей ефект дося-
гався за використання синтетичних інгібіторів транспорту ауксинів, а та-
кож флавоноїдів, які вважаються природними інгібіторами транспорту
ауксинів in vivo [103].

Після інгібування полярного транспорту ауксину спочатку його
вміст зростає в усіх шарах кортикальних клітин над місцем інокуляції, а
потім локально обмежується першими поділеними клітинами чи
внутрішнього кортексу у випадку Т. repens [87] або зовнішнього кортек-
су у випадку Lotus japonicus [102, 128]. Отже, існує кореляція між нако-
пиченням ауксинів та початком поділу клітин з утворенням примордіїв
бульбочок. Доведено [91], що накопичення ауксину в цих клітинах при-
водить до експресії генів, які регулюють клітинний цикл. Висока кон-
центрація ауксинів необхідна для накопичення р34cdc2-подібних білків
для активування клітинного циклу з G1/G0 або G2 фази до мітозу [24].

Є дані, що не лише рослинна ІОК, а й синтезована мікроор-
ганізмами може відігравати істотну роль у симбіотичних взаємовідноси-
нах [123]. Доведено [110], що специфічні nod-індуктори — флавоноїди
стимулюють продукування ІОК ризобіями. Більш того, у Rhizobium sp.
NGR234 ця індукція флавоноїдами залежить від транскрипційних регу-
ляторів NodD1, NodD2 та наявності nodbox NB15 перед опероном
у4wEFG, необхідних для синтезу ІОК [134]. Зв’язок між Nod-факторами
як симбіотичними сигнальними молекулами і ризобіальним біосинтезом
ІОК вказує на роль останньої у бобово-ризобіальному симбіозі. Виклю-
чення флавоноїдзалежного біосинтезу ІОК у Rhizobium sp. NGR234 істот-
но не впливало на нодуляцію у Vigna і Tephrosia, хоча попередні резуль-
тати показали, що в симбіозі з рослинами Lablab цей штам здатний до
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азотфіксації, тоді як його мутанти, що не синтезують ІОК, втрачають
здатність фіксувати атмосферний азот [123].

Встановлено, що кореневі бульбочки містять більше ІОК, ніж ко-
рені без бульбочок [17, 21, 49]. Це вказує на те, що ауксини важливі для
функціонального підтримання кореневих бульбочок [17]. У бульбочках,
індукованих мутантами Rhizobium sp. NGR234 з низьким ІОК-синтезом,
вміст ІОК був нижчим, ніж у бульбочках, індукованих штамом дикого
типу. Це означає, що принаймні частина ІОК у бульбочках бактеріаль-
ного походження [123]. У рослин, бактеризованих мутантними штамами
Bradyrhizobium japonicum із гіперпродукцією ІОК, бактероїди містили
більшу кількість ІОК порівняно з бактероїдами дикого типу [64], чим
підтверджували гіпотезу, що біосинтез ІОК у бульбочках посилюється за
рахунок внеску ІОК ризобіального походження. Крім того, залучення
додаткового шляху синтезу ауксину в ризобій призводило до утворення
бульбочок більших розмірів, підвищення їх ацетиленвідновлювальної ак-
тивності та затримання старіння бульбочок [123]. Мутант В. japonicum,
що синтезував у 30 разів більше ІОК порівняно зі штамом дикого типу,
характеризувався вищою нодуляційною активністю [70].

Азотфіксувальні бульбочки, сформовані ефективними штамами,
накопичували більше ауксину, транспортованого з пагона, ніж сформо-
вані неефективними, проте швидкість деградації ІОК в обох видах буль-
бочок була однаковою [17]. Зроблено припущення, що основну роль у
синтезі ауксинів відіграє рослина-хазяїн [14], що підтверджується зни-
женням вмісту ауксинів у бульбочках у процесі старіння. Оскільки рівень
цього гормону в зрілих бульбочках гороху такий же, як і в кінчиках
неінфікованих коренів, деяке підвищення вмісту ауксинів у молодих
бульбочках можливо пов’язане з діяльністю їх меристеми, а не із синте-
зом ауксинів бактероїдами [31], інакше максимальна кількість ауксинів
містилася б у старих бульбочках, повністю заповнених інфікованою тка-
ниною з численними бактероїдами [14].

Незважаючи на отримані дані про позитивну кореляцію між
вмістом ауксинів у бульбочках та азотфіксувальною активністю [32], вис-
ловлена думка, що функціональна активність цих органів швидше за все
опосередкована їх функціональним станом, що, у свою чергу, пов’язано
з вмістом ауксинів [17]. Отже, безпосередній зв’язок між вмістом ІОК та
здатністю бульбочки до азотфіксації ймовірно відсутній [17].

Цитокініни. Серед відомих на сьогодні класів гормонів рослин важ-
ливе місце у встановленні симбіотичних взаємозв’язків посідають цито-
кініни (ЦК), які є похідними аденіну. Відомо [42], що основний вплив
фітогормонів цитокінінової природи виявляється в регуляції поділу та
диференціації клітин.

У коренях бобових цитокінінам належить основна роль у реакти-
вації клітинного циклу, що ініціює утворення примордіїв бульбочок. Для
процесу нодуляції важливий не вміст ЦК, а співвідношення цито-
кініни/ауксини [44]. Так, ЦК разом із ауксинами комплексно впливають
на поділ клітин кори кореня [3, 77], а також можуть слугувати медіато-
рами змін їх клітинних стінок, пов’язаних з утворенням інфекційної
нитки всередині деформованого кореневого волоска і наступним про-
никненням бактерій у кору кореня [14].

Чимало вчених вважає, що в регуляції процесів клітинного поділу,
який ініціює утворення кореневих бульбочок, поряд із рослинними бе-
руть участь і ризобіальні ЦК [31, 42]. Так, ми встановили прямий зв’язок
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між вмістом ЦК, зокрема зеатинрибозиду, утвореного ризобіями в
чистій культурі, та азотфіксувальною активністю сформованого за їх уча-
стю симбіозу [6].

Доведено, що ризобії індукують зміни балансу ЦК як у коренях,
так і в бульбочках. Рівень бульбочкових цитокінінів порівняно з корене-
вими може підвищуватись у багатьох видів рослин — P. sativum, Phaseolus
mungo, Myrica gale, Vicia faba [16, 61, 65, 116]. Найвищі рівні ЦК виявле-
но у молодих бульбочках, що розвиваються, найнижчі — у старіючих,
при цьому максимальні концентрації гормону зафіксовано в меристемі
[98, 131].

У Medicago polymorpha під дією синтетичного цитокініну 6-бензил-
амінопурину (БАП) істотно збільшувалась кількість кореневих бульбочок
[147]. Крім того, БАП чинив дозозалежний ефект на бульбочкоутворен-
ня в Р. sativum. Високі рівні БАП призводили до утворення пласких,
блідих бульбочок та атипових інфекційних ниток [80].

Як уже зазначалось, цитокініни беруть участь у процесах утворен-
ня та росту кореневих бульбочок унаслідок активування клітинного цик-
лу й генів, асоційованих із ним [66]. Наприклад, у клітинах люцерни, що
діляться, в тому числі й у примордіях бульбочок, ЦК індукують екс-
пресію гена Msgbl, який залучається до клітинного поділу [88]. ЦК акти-
вують також низку генів ранньої нодуляції. Зокрема, експресія гена
ENOD2 у бульбочках і примордіях бульбочок може бути індукована цито-
кінінами у Sesbania rostrata i Medicago sativa [22, 31, 33]. ENOD12A, що ко-
дує багатий на гідроксипролін глікопротеїн, який експресується під час
органогенезу бульбочки, також може бути індукований цитокінінами у
М. sativa [22]. Крім того, ген ранньої нодуляції ENOD40 теж індукується
як ризобіями, так і цитокінінами у М. sativa, що може свідчити про
участь бактерій у синтезі ЦК [37, 88, 122]. У результаті скринінгу моле-
кулярних маркерів у М. sativa встановлено, що ЦК регулюють сім генів
нодуляції, чотири з яких також індукуються ауксинами, що свідчить про
часткове перекривання ауксин- та цитокінінрегульованих шляхів проце-
су бульбочкоутворення [68].

Значення ЦК у процесі нодуляції підтверджене генетичними
дослідженнями з L. japonicus i Medicago truncatula. Мутації у гісти-
динкіназі (LHK1), що є рецептором цитокінінів, у спонтанно нодулюю-
чого мутанта L. japonicus [137] або в мРНК-опосередкованій даунрегу-
ляції його ортолога в М. truncatula [53, 107] призводили до істотного
зменшення кількості кореневих бульбочок. При цьому lhk1-мутанти
втрачали здатність утворювати примордії бульбочок, проте ініціація бак-
теріальної інфекції не змінювалась [93]. На основі отриманих даних Ол-
дройд і Дауні [100] припустили, що ЦК відіграють важливу роль в орга-
ногенезі бульбочок у кортикальних клітинах і не беруть участі при
бактеріальній інфекції в епідермальних клітинах (при утворенні
інфекційної нитки).

Важливу роль фітогормонів цитокінінової природи в ініціації утво-
рення кореневих бульбочок продемонстровано при використанні мікро-
організмів, нездатних до синтезу Nod-факторів, яким перенесли ген се-
креції транс-зеатину, а також показано, що синтез зеатину індукував
утворення неколонізованих мікроорганізмами бульбочкоподібних струк-
тур на коренях М. sativa [31]. Доведено, що ЦК імітують деякі морфоге-
нетичні ефекти Nod-факторів. У дослідах із використанням екзогенних
ЦК встановлено здатність останніх до стимуляції утворення псевдобуль-
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бочкових структур на коренях як бобових, так і небобових рослин, зок-
рема Nicotiana tabacum [42], Alnus glutinosa [115], P. sativum [77],
Macroptilium atropurpureum [98], М. sativa [31].

Доведено, що ЦК беруть участь на ранніх етапах даунстрім Nod-
фактор-сигналінгу, навіть раніше за транскрипційні фактори NSP1,
NSP2 та NIN, що необхідні для нодуляції, й опосередковано впливають
на формування бульбочок [53, 58, 93, 94, 137]. Тому ЦК можуть бути
найважливішим сигналом для поділу і диференціації кортикальних
клітин і органогенезу кореневих бульбочок (див. рисунок) [94].

Встановлено, що екзогенне застосування ЦК підвищує нітрогеназ-
ну активність у кореневих бульбочках на всіх етапах їх розвитку [38].

У результаті досліджень вмісту ЦК у кореневих бульбочках, утво-
рених ефективними й неефективними штамами ризобій [7], ми виявили
прямий зв’язок між рівнем зеатину в бульбочках сої та ефективністю
штаму-інокулянта у фази першого трійчастого листка та бутонізації, що
ймовірно свідчить про прямий зв’язок між азотфіксувальною активністю
бульбочок та вмістом у них цього фітогормону.

В інших експериментах [4] також підтверджено залежність вмісту
цитокінінів у бульбочках сої від азотфіксувальної активності симбіотич-
них систем зі штамами-інокулянтами (r = 0,86). Визначено, що в коре-
невих бульбочках за використання штаму B. japonicum 646 та його високо-
активних Tn5-мутантів вміст зеатину зростав у 3—10 разів порівняно з
варіантами використання неактивного штаму В. japonicum 604к та мало-
активних Tn5-мутантів В. japonicum [4]. Отримані результати доповнили
наявні літературні дані щодо змін фітогормонального балансу рослин за
їх інокуляції штамами бульбочкових бактерій [13, 15].

Гібереліни. Гібереліни є одними з найважливіших регуляторів рос-
ту, що підтвердили результати досліджень із використанням рослин, му-
тантних за їх біосинтезом. У цих мутантів виявляються фенотипи,
пов’язані з карликовістю [59, 63]. Близько 130 різних сполук гібереліно-
вої природи виділено з рослин, грибів і бактерій. Втім лише деякі з гібе-
релінів, такі як ГК1, ГК3, ГК4, ГК7, як відомо, є біологічно активними
речовинами, тоді як, наприклад, ГК9 і ГК20 — неактивні [59, 112].

Гібереліни також беруть участь у формуванні та функціонуванні
бобово-ризобіального симбіозу [42, 43, 100]. У мутантів P. sativum,
дефіцитних за ГК, переривалось утворення кореневих бульбочок, а за-
стосування екзогенних ГК відновлювало цей процес [43]. Фергюсон та
співавт. [40] продемонстрували, що мутації в гені na, який відповідає за
біосинтез ГК1, призводять до значного зменшення кількості бульбочок у
P. sativum. Сформовані кореневі бульбочки виявились морфологічно абе-
рантними, дрібними, білого кольору та функціонально неактивними.
Кількість і зовнішній вигляд na-бульбочок відновлювалися за типом
вихідних рослин після застосування ГК3.

Показано [71], що ГК3 і ГК4 індукували утворення псевдобульбоч-
кових структур на коренях L. japonicus, що підтверджує необхідність гібе-
релінів для органогенезу бульбочок. Ці утворення ініційовані поділом
клітин перициклу і можуть пригнічуватись нітратами.

Безпосередню роль ГК у процесі нодуляції продемонстрували
Лівенс та співавт. [78] нa рослинах S. rostrata. Вони виявили, що гібе-
реліни залучаються в процес утворення інфекційної кишені та
інфекційної нитки — двох структур, необхідних для колонізації рослини
ризобіями. Встановлено також, що ГК беруть участь в індукуванні поділу
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кортикальних клітин і примордіїв бульбочок у S. rostrata [78]. Більш то-
го, процес нодуляції в S. rostrata можна зупинити застосуванням
інгібіторів біосинтезу ГК.

Разом із тим виявлено негативну роль фітогормонів гіберелінової
природи на ранніх стадіях розвитку бульбочок у рослин L. japonicus — за-
стосування екзогенної біологічно активної ГК пригнічувало утворення
інфекційних ниток і бульбочок [83]. Проте в дослідженнях із мутантами
гороху з гіперпродукцією гіберелінів доведено [43], що як низькі, так і
надмірні концентрації ГК пригнічують нодуляційні процеси. У зв’язку з
цим було висунуто припущення, що для формування кореневих бульбо-
чок необхідна оптимальна концентрація цього гормону, а його концен-
трація значно вища або нижча за оптимальну інгібує процес [43].

Обробка мутантів snf1 тa snf2 ГК3 призводила до значного знижен-
ня кількості спонтанних кореневих бульбочок. Цитокінінзалежна
індукція гена NIN пригнічувалась внесенням ГК3. Отримані результати
дають підставу припустити, що ГК3 залучається у цитокініновий сиг-
нальний шлях процесу нодуляції в L. japonicus [83] (див. рисунок).

Можливо гібереліни слугують сигналами до посилення гідролізу
вуглеводів у бульбочках за для забезпечення потреб ризобій субстратом
для дихання. ГК сприяють утворенню -амілази [54] — ферменту, залу-
ченого в процес метаболізму крохмалю.

Даних про зв’язок між вмістом гіберелінів і функціональною ак-
тивністю бульбочок мало, наявні — суперечливі [11]. На рослинах Vigna
radiata показано [14], що вміст гіберелінів у зрілих бульбочках вищий,
ніж у молодих і старих. Між нітрогеназною активністю й рівнем ГК у
бульбочках кореляція негативна [14]. Внесення екзогенних гіберелінів не
приводить до зростання азотфіксувальної активності, але дещо збільшує
кількість і масу бульбочок [130]. Проте однозначний вплив гіберелінів на
активність азотфіксації точно не встановлений.

У Glycine max за низьких температур ґрунту бульбочкоутворення і
фіксація азоту при обробці їх ГК3 на ранніх етапах розвитку рослин
знижуються, але зростають на пізніших етапах. Застосування ГК3 поси-
лює нодуляцію й накопичення азоту у фазу початку формування бобів.
Згідно з цими результатами, обробка ГК3 насіння сої перед висіванням
не впливає на кінцеву зернову продуктивність і урожайність білка
[149].

Гібереліни також можуть синтезуватись ризобіями, хоча їх вплив
на процес нодуляції вивчений недостатньо і може залежати від чинників
навколишнього середовища. Доведено, що ген, який кодує ферменти
біосинтезу ент-каурену (попередник біосинтезу ГК), міститься тільки в
ризобіях, які інфікують бобові з детермінованим типом бульбочок [62].

Абсцизова кислота. Абсцизова кислота (АБК) — фітогормон ізопре-
ноїдного ряду, який відіграє важливу роль на різних етапах росту й роз-
витку рослин та в їх реакції на різні стресові чинники (холод, посуха, ви-
сока засоленість тощо). Доведено, що АБК інгібує всі фази
бульбочкоутворення — ініціацію, розвиток, функціонування бульбочки
[19, 42]. Так, добавляння АБК у концентраціях, які не впливають на
ріст рослин, інгібує розвиток кореневих бульбочок у бобових, зокрема
у G. max [19, 30], T. repens [129], L. japonicus [129, 138], M. truncatula [36,
76], Phaseolus vulgaris [72].

Застосування АБК пригнічує формування інфекційної нитки у
M. truncatula, L. japonicus [36, 96].
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Під впливом АБК у T. repens і L. japonicus, які утворюють
відповідно недетерміновані й детерміновані бульбочки, кількість бульбо-
чок на коренях рослин зменшується [129]. Крім того, АБК блокує етапи
скручування кореневих волосків. У разі застосування абаміну — інгібіто-
ра біосинтезу АБК азотфіксувальна активність і кількість бульбочок
збільшувались, це дало підставу припустити, що АБК контролює утво-
рення і функціонування кореневих бульбочок [129, 139].

Обробка рослин G. max дикого типу та його супернодулюючого му-
танту NOD1-3 абсцизовою кислотою призводила до зниження як
кількості бульбочок, так і рівня ізофлавоноїдів [30]. Як відомо [34, 69],
флавоноїди відповідають за активування процесу нодуляції та розвиток
бульбочкоутворення. Отже, інгібувальний вплив АБК на розвиток буль-
бочок може бути як прямим, так і опосередкованим через ізофлавоноїди.

Дінг та співавт. [36] виявили, що екзогенне застосування АБК
пригнічує вивільнення іонів кальцію, а також експресію генів, що інду-
куються Nod-факторами. Цікаво, що внаслідок інгібування дуже високи-
ми концентраціями АБК вміст Nod-факторів підвищується — це дає
змогу відновити вивільнення іонів кальцію. Звідси можна припустити,
що Nod-фактор-сигналінг регулюється співвідношенням концентрацій
АБК і Nod-фактора. Причому АБК інгібує сигналінг Nod-фактора під
час або перед вивільненням іонів кальцію. Крім того, автори праці [36]
продемонстрували, що в Arabidopsis з алелем abi1-1, який відповідає за
супресію сигнального шляху абсцизової кислоти, блокування АБК-сиг-
налінгу приводило до посилення Nod-фактор-індукованої експресії
генів.

Філіпс [106] довів, що екзогенна АБК інгібує утворення кореневих
бульбочок пригніченням цитокінініндукованого поділу кортикальних
клітин, необхідного для ініціації бульбочок. Ці результати підтвердили,
що АБК контролює процес нодуляції шляхом регулювання деформації
кореневого волоска, утворення інфекційної нитки та цитокінініндукова-
ного поділу клітин у бобових рослин (див. рисунок) [94].

АБК, як і інші фітогормони, впливає комплексно з іншими регу-
ляторами росту, зокрема з цитокінінами. Баланс цих двох класів фіто-
гормонів позитивно корелює з супресією й ауторегуляцією кореневих
бульбочок [106]. Так, співвідношення АБК/зеатинрибозид вище у дико-
го типу G. max порівняно із супернодулюючим мутантом nts382 [28]. Ба-
но та співавт. [18] запропонували модель, що пояснювала можливий
вплив співвідношення АБК/зеатинрибозид у рослині за ауторегуляції
бульбочкоутворення. При цьому інокуляція індукувала початкове зни-
ження у ксилемі балансу АБК/зеатинрибозид, що ініціює синтез АБК у
листках. Синтезована АБК переміщується флоемою до коренів для ауто-
регуляції розвитку бульбочкоутворення. У супернодулюючого мутанта
цей шлях функціонує неефективно, оскільки початкове співвідношення
АБК/зеатинрибозид у ксилемі не зменшується й тому кількість бульбо-
чок не регулюється [18]. Із цією моделлю узгоджуються результати
досліджень [28], що демонструють відсутність кінцевого підвищення
концентрації АБК. Бісвас та співавт. [23] заперечили залучення абсцизо-
вої кислоти у системну ауторегуляцію нодуляції і припустили, що АБК
гальмує утворення бульбочок локально, а не системно.

Результати подальших досліджень підтвердили негативну роль АБК
у розвитку бульбочок. Так, рослини M. truncatula з гіперекспресією гена
abi1-1, який кодує мутований білок фосфатази, супресуючи АБК-сиг-
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нальний шлях [46, 146], резистентні до дії АБК і мають гіпернодулюю-
чий фенотип [36]. Воттс та співавт. [144] проаналізували вміст ендоген-
ної АБК у бульбочках, що формуються на A. glutinosa, інфікованій акти-
номіцетом Frankia. Рівень у бульбочках був вищим, ніж у тканинах
кореня, що до них прилягали. Проте автори, незважаючи на ці дані, не
виявили жодних очевидних кореляцій між кількістю АБК у бульбочках
та швидкістю їх росту.

Доведено [92], що абсцизова кислота активує накопичення вугле-
водів під час наливання зерна сої, а також висунуто припущення, що
збільшення вмісту АБК у бульбочках може бути сигналом індукування
аналогічного накопичення вуглеводів. Отже, разом з інгібувальною дією
АБК може брати участь і в перерозподілі продуктів фотосинтезу в буль-
бочки, де вони використовуються як джерело енергії для росту, розвит-
ку, азотфіксації та дихання рослин і ризобій [42, 92]. У коренях бакте-
ризованих рослин концентрація АБК підвищується двічі із проміжним
плато. Перше зростання вмісту АБК пов’язують із початком ноду-
ляційних процесів [11], зменшення і вихід на плато відповідає періоду
активування азотфіксації, друге збільшення концентрації АБК
асоціюють зі старінням бульбочок [42].

Роль абсцизової кислоти полягає в регуляції не тільки бульбочко-
утворення, а й фіксації азоту [51, 138, 139]. АБК значно інгібувала
азотфіксацію у гороху [51], хоча її концентрації могли бути вищими за
оптимально необхідні для функціонування бульбочок. Ослаблення азот-
фіксації відбувалось паралельно зі зменшенням кількості леггемоглобіну в
бульбочці, що призводило до обмеження доступного кисню, необхідно-
го бактероїдам для клітинного дихання, і тим самим до зниження ефек-
тивності азотфіксації [52]. Встановлено [139], що зменшення вмісту ен-
догенної АБК корелює з підвищенням азотфіксувальної активності та
зниженням продукції NO у кореневих бульбочках. NO відомий як силь-
ний інгібітор азотфіксації [140] та як сигнальний компонент АБК-сиг-
нального шляху [47, 97].

Етилен. Етилен також належить до фітогормонів інгібіторної дії.
Зокрема, він є негативним регулятором процесу нодуляції, діє на різних
фазах бульбочкоутворення і регулює загальну кількість бульбочок,
формування інфекційної нитки, морфологію та визначає положення
бульбочки [41, 55].

Етилен пригнічує утворення бульбочок у більшості бобових рос-
лин, зокрема у P. sativum, M. truncatula тa M. sativa, що формують неде-
терміновані кореневі бульбочки, та в L. japonicus, Ph. vulgaris, які мають
детерміновані бульбочки [60, 74, 99]. Попередники етилену, наприклад
1-аміноциклопропан-1-карбоксилова кислота (АЦК), та інгібітори ети-
лену, такі як L--(2-аміноетоксивініл)гліцин (АВГ), Ag+, Co2+ широко
використовують для вивчення ролі цього гормону в процесі нодуляції
[91].

Негативна роль етилену підтверджена результатами, де нечутливий
до цього skl-мутант M. truncatula із супернодулюючим фенотипом утво-
рював у 10 разів більше бульбочок порівняно з рослинами дикого типу
[104]. Водночас надчутливий до етилену мутант гороху Pssym 16 (R50)
практично не утворював бульбочок [39, 57], проте в разі застосування
інгібіторів етилену їх кількість зростала.

За дії інгібіторів синтезу етилену (наприклад, АВГ або Ag+)
кількість бульбочок у P. sativum [75], M. sativa [29], L. japonicus, M. atro-
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purpureum збільшувалась [99]. Ці сполуки також частково або повністю
відновлювали нодуляційний фенотип у мутантів гороху, які утворюють
малу кількість бульбочок, включаючи sym5 [39], brz [56], sym21 [84],
sym16 [57]. Цікаво, що нодуляційний фенотип мутанта гороху, який про-
дукує велику кількість етилену, не змінювався в разі застосування його
інгібіторів [75]. За даними Юхаші та співавт. [148], ризобіотоксин, що
продукується Bradyrhizobium elkanii i діє як інгібітор синтезу етилену, та-
кож підвищував нодуляцію у М. atropurpureum, можливо, допомагаючи
бактеріям долати інгібувальну дію етилену на бульбочкоутворення. Крім
того, роль етилену в нодуляції може залежати від ризобій, оскільки до-
ведено [114], що в разі пригнічення синтезу цього фітогормону в
Trifolium subterraneum підвищувалась нодуляційна активність тільки окре-
мих штамів Rhizobium leguminosarum.

Залучення етилену в регуляцію транспорту ауксину під час розвит-
ку кореневих бульбочок може впливати на їх загальну кількість. Після
інокуляції ризобіями skl-мутантів M. truncatula продемонстровано зрос-
тання експресії транспортерів ауксину PIN1, PIN2 та накопичення ІОК
над місцем інфекції [109]. Проте на відміну від рослин дикого типу
транспорт ауксину з пагона до коренів, що асоційований з ауторегу-
ляцією процесу нодуляції у M. truncatula [141], був нечутливий до іноку-
ляції ризобіями skl-мутанта [109]. Водночас відомо, що етилен може бу-
ти інгібітором транспорту ауксину [11], однак механізм його дії
залишається нез’ясованим [41]. Можливо, етилен діє через індукцію
флавоноїдів, які потім регулюють транспорт ІОК [27]. Водночас етилен
здійснює апстрім регуляцію транспорту ауксину, що підтверджує його
необхідність для зміни транспорту ауксину [79, 113].

Етилен регулює процес бульбочкоутворення на різних рівнях. Він
впливає на чутливість рослин до Nod-факторів, що безпосередньо виз-
начають кількість клітин кореневого волоска, здатних індукувати
вивільнення іонів кальцію [101]. Наведені дані вказують на те, що ети-
лен діє на компоненти сигнальної трансдукції Nod-фактора апстрім
вивільнення іонів кальцію, цього достатньо, щоб пояснити негативну ре-
гуляцію етиленом індукції експресії гена ENOD в епідермісі [101, 105]. У
M. truncatula етилен регулює експресію ранніх генів нодуляції ENOD11,
RIP1 i, таким чином, може впливати на процеси даунстрім вивільнення
іонів кальцію [101].

Крім того, висловлено припущення, що етилен індукує синтез рос-
линних хітиназ, які в подальшому руйнують Nod-фактори і в такий
спосіб лімітують ініціацію бульбочок [89, 124].

Було запропоновано модель, згідно з якою ризобії не можуть всту-
пати в контакт з етиленом у коренях до проходження епідермісу,
оскільки цей клітинний шар не містить ферменту, який каталізує пере-
творення АЦК на етилен [55]. З цією моделлю узгоджуються результати
низки досліджень, з яких випливає, що в гороху етилен блокує потрап-
ляння ризобій у кортекс кореня, а не кількість інфікувань [74]. Крім то-
го, в мутантів гороху brz кількість інфікувань утричі менша, ніж у його
дикого типу. Проте нодуляція у brz-мутанта частково відновлювалась
інгібіторами етилену, число інфікувань при цьому практично не
збільшувалось [56].

Етилен також позитивно впливає на розвиток інфекційних ниток,
оскільки кількість абортивних інфекційних ниток у skl-мутантів дуже ма-
ла [101, 104]. Цей гормон може впливати на цитоскелет, формування
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преінфекційних та інфекційних ниток [101]. Виявлено [60], що етилен,
можливо, залучається в визначення місця ініціації примордіїв бульбочок
навколо стели. Крім того, він спричинює формування інфекційної ки-
шені та утворення примордіїв бульбочок у S. rostrata [35].

У бобових рослин ранні стадії процесу нодуляції, включаючи фор-
мування інфекційної нитки і появу примордіїв бульбочок, швидше за все
негативно регулюються за допомогою етиленсигналінгу (див. рисунок)
[94]. У snf мутантів етилен пригнічує спонтанну нодуляцію. Він також
бере участь у формуванні бульбочок за даунстрім сигнальним шляхом
цитокінінів [136], однак впливає на утворення кореневих бульбочок не у
всіх видів рослин. Так, у рослин сої, які формують бульбочки детерміно-
ваного типу, екзогенний етилен не пригнічує нодуляцію, а в разі оброб-
ки АВГ або Ag+ їх кількість не збільшується [119, 125].

Брасиностероїди. Брасиностероїди (БР) — група рослинних сте-
роїдних гормонів, які регулюють широкий спектр фізіологічних реакцій,
у тому числі видовження клітин, фотоморфогенез рослин, дифе-
ренціацію ксилеми, проростання насіння [132].

Обробка брасиностероїдами впливає на процеси нодуляції та ак-
тивність фіксації азоту в Arachis hypogaea, G. max, P. sativum [121, 133,
143]. Екзогенні БР посилюють процеси нодуляції. Листкова обробка ни-
ми, крім того, ще й підвищує азотфіксувальну активність [143].

Ендогенні БР також впливають на формування бульбочок. Так,
встановлено, що у брасиностероїддефіцитних мутантів гороху бульбочок
значно менше, ніж у рослин дикого типу [43].

У гіпернодулюючого мутанта сої обробка БР листків не лише інду-
кувала подовження стебла, а й пригнічувала формування кореневих
бульбочок та азотфіксувальну активність залежно від дози нанесеного
препарату. Однак на рослини дикого типу БР не діяли. Водночас за
обробки листків брасиназолом — інгібітором біосинтезу брасиносте-
роїдів — кількість бульбочок збільшувалась і значно сповільнювалось
подовження стебла в рослин дикого типу [133]. Із цих результатів чітко
видно, що БР залучаються в процеси нодуляції й азотфіксації. Втім роль
брасиностероїдів у процесах бульбочкоутворення остаточно не з’ясована
досі.

Жасмонова кислота. Жасмонова кислота (ЖК) та її похідні беруть
участь у захисті рослин від патогенних мікроорганізмів, загоєнні ме-
ханічних ушкоджень. ЖК вважають негативним регулятором процесу
нодуляції [94]. Багато авторів розглядає жасмонати як клас фітогормонів,
хоча не всі погоджуються з таким поглядом, оскільки фізіологічні кон-
центрації ЖК значно вищі, ніж класичних рослинних гормонів [8, 48].

Обробка метилжасмонатом L. japonicus сильно супресує бульбочко-
утворення, включаючи формування інфекційної нитки та експресію гена
NIN у рослин дикого типу і навіть у гіпернодулюючого мутанта har1 [95].
Крім цього, чимало авторів вважає, що ЖК бере участь в ауторегуляції
процесу нодуляції [73, 120].

Висока концентрація ЖК значно знижує чутливість рослин до
Nod-факторів, що призводить до зменшення кількості кореневих во-
лосків, у яких відбувається активний викид іонів кальцію. Крім того,
ЖК інгібує експресію генів ранньої нодуляції — RIP1 та ENOD11 [126].

Доведено, що експресія генів біосинтезу ЖК та жасмонатчутливих
генів у рослин дикого типу G. max як правило супресується при іноку-
ляції ризобіями, але не пригнічується у гіпернодулюючого мутанта nts.
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Крім того, у разі листкового підживлення n-пропілгалатом (інгібітор
біосинтезу ЖК) бульбочкоутворення у рослин сої пригнічується, особли-
во в гіпернодулюючого мутанта nts [73].

Попередніми дослідженнями стосовно позитивної ролі ЖК у про-
цесі нодуляції виявлено, що вона може слугувати сигнальною молеку-
лою на ранніх стадіях розвитку бобово-ризобіального симбіозу, напри-
клад, індукувати експресію nod-генів у В. japonicum [81], R. leguminosarum
[117], стимулювати продукцію Nod-факторів у В. japonicum [82]. Преіно-
куляція В. japonicum чи R. leguminosarum із жасмонатом також посилюва-
ла бульбочкоутворення та азотфіксувальну активність відповідно рослин
сої і квасолі [81, 108].

Отже, ЖК може діяти як позитивний і негативний регулятор про-
цесів нодуляції й азотфіксації залежно від виду бобових, типу викорис-
таної ЖК, місця та умов застосування гормону [41]. Проте остаточно не
з’ясовано, що конкретно — реакція рослин, реакція ризобій чи
комбінація обох партнерів — відповідає за позитивні ефекти ЖК на про-
цеси бульбочкоутворення. Тому необхідні додаткові дослідження для
чіткого з’ясування ролі ЖК при встановленні симбіотичних
взаємовідносин [94].

Саліцилова кислота. Саліцилова кислота (СК) — ендогенна сполу-
ка фенольної природи, відома своєю здатністю індукувати системну на-
буту стійкість рослин до збудників хвороб різноманітної природи. Сто-
совно взаємодії рослин і ризобій доведено, що СК сильно інгібує
утворення й розвиток бульбочок, унаслідок чого знижується активність
азотфіксації [94].

В разі інокуляції M. sativa сумісним штамом Rhizobium meliloti
рівень саліцилової кислоти в коренях рослин або знижувався, або не
змінювався. Інокуляція M. sativa несумісним штамом R. leguminosarum
або мутантом R. meliloti, дефектним за біосинтезом Nod-факторів, при-
зводила до накопичення СК у коренях. Отже, Nod-фактори, синтезовані
сумісними ризобіями, брали участь у пригніченні СК-опосередкованого
захисту бобових рослин [85].

Згідно з результатами інших досліджень, за інокуляції мутанта
(nod–) гороху Pssym30 сумісним штамом R. leguminosarum рівень СК у ко-
ренях рослин підвищувався. Накопичувалась СК і в коренях P. sativum,
інокульованого мутантом NodC. Однак її рівень або залишався початко-
вим, або знижувався у коренях рослин Р. sativum, бактеризованих
сумісним R. leguminosarum. Це означає, що ген sym30 може залучатись у
загальний шлях, який веде до супресії СК-залежного захисного ме-
ханізму в бобових рослин при інокуляції сумісними ризобіями, що
сприяє встановленню симбіотичних взаємовідносин [25, 94].

За попередньої обробки насіння саліциловою кислотою перед
висіванням зменшувались кількість бульбочок, вміст білка і нітрогеназ-
на активність рослин Vigna mungo [111]. У разі додавання СК перед іно-
куляцією бульбочковими бактеріями або очищеними Nod-факторами та-
кож зменшувались кількість і маса сухої речовини бульбочок та
затримувалась їх поява у люцерни [85]. Обробка 0,1 мМ розчином СК
повністю інгібувала утворення недетермінованих бульбочок і мітогенний
ефект, індукований Nod-факторами, у вики, гороху, люцерни, конюши-
ни повзучої, але не впливала на формування детермінованих бульбочок
у Ph. vulgaris, Glycine soya, L. japonicus [142].
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Після обробки розчином СК сої зменшувались кількість, маса су-
хої речовини бульбочок та азотфіксувальна активність [118]. Під дією СК
зменшувались кількість і маса сухої речовини бульбочок також у супер-
нодулюючих мутантів сої, але менш виражено, ніж у рослин дикого ти-
пу. Сато та співавт. [118] припустили, що СК або системна набута
стійкість, індукована СК, можуть бути залучені в ауторегуляцію процесу
нодуляції.

Отже, наведені факти свідчать про негативну роль саліцилової кис-
лоти в бульбочкоутворенні, а також про можливу потребу сумісних ри-
зобій та (або) сигналу їх Nod-фактора для інгібування СК-залежного
механізму захисту для полегшення проникнення бактерій у рослину й
успішного встановлення симбіотичних взаємовідносин із бобовими.

Для встановлення бобово-ризобіального симбіозу необхідна участь
усіх фітогормонів, зокрема ауксинів, цитокінінів, етилену, абсцизової
кислоти, а також гіберелінів і нещодавно визнаних регуляторів росту —
брасиностероїдів, жасмонової та саліцилової кислот, хоча роль останніх
у формуванні й функціонуванні симбіотичних систем остаточно не
з’ясовано. Доведено, що саме ауксини і цитокініни залучені в контроль
початкових клітинних поділів, які приводять до утворення кореневих
бульбочок та їх органогенезу. Водночас гормони, пов’язані зі стресом
(АБК, ЖК, етилен, СК), негативно впливають на регуляцію утворення
бульбочок, що може бути зумовлено потребою в обмеженні процесів но-
дуляції за стресових умов або стимуляції захисних механізмів рослини
проти будь-якої інфекції.

Отже, фітогормональні сполуки, безперечно, беруть участь у регу-
люванні, формуванні та функціонуванні симбіотичних взаємовідносин.
Подальші дослідження гормонального статусу різних бобових рослин
надзвичайно актуальні і важливі як у фундаментальному, так і приклад-
ному аспектах.
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СИМБИОТИЧЕСКИХ ВЗАИМООТНОШЕНИЙ БОБОВЫХ РАСТЕНИЙ И
КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ

С.Я. Коць, Е.А. Грищук

Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины, Киев

Обобщены литературные данные по изучению роли фитогормональных ростстимулирую-
щих и ростингибирующих веществ в формировании бобово-ризобиального симбиоза и его
функционировании. Рассмотрен вклад основных фитогормонов (ауксинов, цитокининов,
гиббереллинов, абсцизовой кислоты, этилена, брассиностероидов, жасмоновой и салици-
ловой кислот) в регуляцию онтогенеза корневых клубеньков, в частности процессов их
инициации и развития.
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PHYTOHORMONES IN THE FORMATION AND FUNCTIONING OF SYMBIOTIC
RELATIONSHIPS OF LEGUMINOUS PLANTS AND NODULE BACTERIA

S.Ya. Kots, O.O. Gryshchuk

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

The data on the role of growth promoting and growth inhibiting phytohormones in the formation
and functioning of legume-Rhizobium symbiosis are summarized. The contribution of the major
phytohormones (auxins, cytokinins, gibberellins, abscisic acid, ethylene, brassinosteroids, jasmon-
ic acid and salicylic acid) in the regulation of nodules ontogenesis, particularly the processes of
their initiation and development is discussed.

Key words: legume-Rhizobium symbiosis, phytohormones, nodulation, nitrogen fixation.
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