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Резюме: Врожденный иммунитет растения играет существенную роль на начальных этапах 
формирования бобово-ризобиального симбиоза. В связи с этим авторами настоящей работы была 
изучена динамика концентраций двух сигнальных молекул – оксида азота (NO) и циклического аде-
нозинмонофосфата (цАМФ), в корнях этиолированных проростков гороха Pisum sativum L. при вза-
имодействии с патогенными (Pseudomonas syringae pv. pisi) и клубеньковыми (Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae) бактериями. В краткосрочных опытах обнаружен эндогенный ритм из-
менения содержания оксида азота в тканях корня проростков гороха, характеризующийся во вре-
менной динамике увеличением и снижением уровня оксида азота и зависящий от экзогенных фак-
торов биотической (симбиотические и патогенные бактерии) природы. Подобные флуктуации 
также были обнаружены при изучении динамики уровня циклического аденозинмонофосфата под 
влиянием тех же биотических факторов. Наблюдаемые эффекты связаны, возможно, с влиянием 
на растение определенных экзометаболитов Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Nod-факторы) и 
Pseudomonas syringae pv. pisi (экзополисахариды клеточных стенок), которые активируют врож-
денный иммунитет бобового растения. При этом различная динамика изменения изучаемых ком-
понентов сигнальных систем растения-хозяина на начальных этапах взаимодействия с симбио-
тическими и патогенными микроорганизмами имеет различную функцию: при симбиозе регуля-
торную, а при патогенезе – защитную. Предполагается, что изменение динамики компонентов 
NO-синтазной и аденилатциклазной сигнальных систем (NO и цАМФ) может быть использовано 
растением-хозяином в качестве «кода» для передачи сигнала о природе действующего фактора и 
индукции соответствующих реакций на молекулярном уровне. 
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стресс, сигнальные системы 
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Abstract: A significant role in the initial stages of rhizobial symbiosis formation in pea plants is performed by 
innate immunity. In this connection, the present study is focused on the concentration dynamics of two sig-
nalling molecules – nitric oxide (NO) and cyclic adenosine monophosphate (cAMP) – in the roots of etiolated 
seedlings of the Pisum sativum L. pea interacting with pathogenic (Pseudomonas syringae pv. Pisi) and 
nodule (Rhizobium leguminosarum bv. Viceae) bacteria. In time dynamics experiments, an endogenous 
rhythm of nitric oxide content changes in the root tissues of pea seedlings was characterised by an increase 
followed by a decrease in the level of nitric oxide and depending on exogenous biotic factors (symbiotic and 
pathogenic bacteria). Similar fluctuations were also observed when studying the dynamics of cyclic adeno-
sine monophosphate concentration under the influence of the same biotic factors. The observed effects are 
assumed to be associated with certain exometabolites of Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Nod-factors) 
and Pseudomonas syringae pv. pisi (cell wall exopolysaccharides) influencing the legume plant and active-
ting its innate immunity. Moreover, it is feasible that the different dynamics of changes in the studied compo-
nents of the host plant signalling systems at the initial stages of interaction with symbiotic and pathogenic 
microorganisms have a variegated function: regulatory or protective in cases of symbiosis and pathogenesis, 
respectively. The observed change in the dynamics of the NO-synthase and adenylate cyclase signalling 
systems (NO and cAMP) components is assumed to be applied by the host plant as a “code” for transmitting 
a signal concerning the nature of the operating factor and the generation of corresponding reactions at the 
molecular level. 

 
Keywords: Pisum sativum L., nitric oxide, cyclic adenosine monophosphate, biotic stress, signalling systems 

 
Acknowledgments: The study was carried out with the financial support of the Russian Foundation for 
Basic Research (youth project no. 18-03-00168 мол_а). 

 
Information about the article: Received November 24, 2019; accepted for publication May 29, 2020; avai- 
lable online June 30, 2020. 

 
For citation: Ishchenko AА, Filinova NV, Sidorov AV. Effect of nodule and pathogenic bacteria on levels of 
nitric oxide and cyclic adenosine monophosphate in pea roots at initial stages of interaction. Izvestiya Vuzov. 
Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 
2020;10(2):294–302. (In Russian) https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-2-294-302 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Клубеньковые бактерии и бобовые расте-

ния прошли длительную эволюцию, прежде 
чем их взаимодействие стало приносить поль-
зу растению-хозяину в виде восстановленного 
ризобиями in planta атмосферного азота. Воз-
никает вопрос: почему ризобии выбрали для 
своей деятельности бобовые растения? По-
знание этой уникальной биологической осо-
бенности в перспективе приблизит человека к 
созданию азотфиксирующего аппарата у небо-
бовых растений и позволит решить проблему 

питания растений экологически чистым азотом 
[1, 2]. Полученные в настоящее время фунда-
ментальные знания создают основу для реше-
ния этой проблемы. Однако существует еще 
много невыясненных вопросов, к которым 
можно отнести устойчивость бобового расте-
ния к проникновению ризобий и участие  
его врожденных иммунных систем в процес-
сах инфицирования и функционирования  
N2-фиксирующего аппарата в клубеньках, а 
также роль ризобиальных Nod-факторов в по-
давлении защитных систем растения-хозяина 
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[3]. Очевидно, что существуют общие молеку-
лярные механизмы, определяющие взаимо-
действие растительно-бактериальных партне-
ров. Так, при взаимодействии растений с сим-
биотическими и патогенными микроорганиз-
мами используются сходные химические сиг-
налы, регуляторные системы и гены вирулент-
ности. Поэтому можно предположить, что на 
начальных стадиях взаимодействия любые 
бактерии распознаются как «чужие», что при-
водит к инициации неспецифического ответа 
иммунной системы клеток растения [4]. Однако 
в случае симбиоза защитные реакции расте-
ния-хозяина не инициируются, что свидетель-
ствует о снижении устойчивости растения по 
отношению к этим бактериям, которые, по-
видимому, блокируют или «обходят» защитные 
системы растения-хозяина [5, 6].  

Таким образом, на начальных стадиях 
формирования бобово-ризобиальный симбиоз 
имеет сходство с фитопатогенной системой, в 
становлении и развитии которой наряду с 
кальцием, фитогормонами и другими компо-
нентами важную роль играют активные формы 
азота (АФА) [7], к которым относят прежде все-
го оксид азота (NO) – многофункциональную 
сигнальную молекулу, управляющую внутри-
клеточными и межклеточными процессами в 
животных, бактериальных и растительных ор-
ганизмах [8–11]. Однако имеющейся информа-
ции об инициации АФА-сигналинга, сенсорных 
и ответных механизмах и регуляции баланса 
между продукцией АФА и их обезвреживанием 
недостаточно. Также требует пристального 
внимания изучение механизмов взаимодей-
ствия NO с другими компонентами сигнальных 
систем, из которых следует выделить цикличе-
ский аденозинмонофосфат (цАМФ), который 
посредством увеличения уровня кальция мо-
жет оказывать влияние на интенсивность об-
разования оксида азота [12].  

Поскольку все вторичные мессенджеры 
растений взаимосвязаны и образуют единую 
сигнальную сеть [13], целью настоящего ис-
следования являлось изучение динамики кон-
центрации двух сигнальных молекул – NO и 
цАМФ – в корнях проростков гороха при взаи-
модействии с патогенными и клубеньковыми 
бактериями. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом исследования служили про-

ростки гороха (Pisum sativum L.) сорта Рондо, 
выращенные в кюветах на влажной фильтро-
вальной бумаге при температуре 22 ºС, в кото-
рых в течение часа с интервалом в 10 мин 
определяли содержание цАМФ и NO. В каче-
стве контроля использовали нулевой отрезок 
времени. Для экспериментов использовали 
растения, выращенные на воде без инокуля-

ции, а также растения, инокулированные клу-
беньковыми бактериями Rhizobium legumi-
nosarum bv. viceae эффективного производ-
ственного штамма CIAM 1022, отличающимися 
умеренной способностью колонизировать кор-
невую систему растения-хозяина, образуя при 
этом хорошо развитые клубеньки, эффективно 
фиксирующие азот; неэффективного произ-
водственного штамма CIAM 1064, отличающи-
мися тем, что более агрессивно колонизируют 
корневую систему растения-хозяина, что в 
свою очередь приводит к образованию на кор-
нях растений гороха большого количества 
мелких недоразвитых клубеньков, не способ-
ных к азотфиксации; патогенными бактериями 
Pseudomonas syringae pv. pisi, вызывающими 
бактериальный ожог гороха. 

Для определения уровня оксида азота ис-
пользовали отрезки корней (3 шт.), взятые у 
исходных 2-х суточных проростков на расстоя-
нии 5–15 мм от кончика корня. Перед окраши-
ванием исходные проростки прединкубировали 
на соответствующих варианту опыта средах в 
течение определенного периода времени.  
Затем отрезки помещали в среду для окраши-
вания (10 мМ Tris HCl буфер, pH = 7,4), содер-
жащую 10 мкМ DAF-2DA (4,5-диамино-
флуоресцеин диацетат). Отрезки окрашивали 
в течение 20 мин (инкубация на качалке при 
температуре 26 ºС). Из окрашенных отрезков 
корней получали поперечные срезы (не менее 
10) толщиной 100–150 мкм и анализировали их 
на флуоресцентном микроскопе Axio Observer 
Z1 (Германия) с цифровой монохромной каме-
рой Axio CamMRm3 и пакетом программного 
обеспечения для захвата и анализа изображе-
ний «Axio Vision Rel.4.6» с использованием 
блока фильтров № 10 с длиной волны возбуж-
дения 450–490 нм, эмиссией 515–565 нм. Ин-
тенсивность флуоресцентного свечения выра-
жали в относительных единицах. Результаты 
исследований представлены в виде графиков, 
отображающих интенсивность флуоресцентно-
го свечения в клетках. 

Количество цАМФ определяли иммуно-
ферментным анализом (ELISA) [14]. Белок в 
пробе определяли методом Брэдфорда. 

Средние значения и их стандартные 
ошибки вычислены из трех независимых экс-
периментов, каждый из которых состоял из не 
менее трех биологических повторностей. Так 
как сравнение полученных результатов осу-
ществлялось по средним значениям, досто-
верность различий оценивали по критерию 
Стьюдента. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Как видно из данных, представленных на 

рис. 1, у растений без инокуляции наблюда-
лись  колебания  в  уровне  оксида азота, кото- 
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Рис. 1. Интенсивность флуоресценции NO в корнях проростков гороха: 
1 – выращенных на воде; 2 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. Viceae (CIAM 1022);  

3 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064); 
4 – зараженных Pseudomonas syringae pv. Pisi 

 

Fig. 1. Fluorescence intensity of NO in the roots of pea seedlings: 
1 – grown on water; 2 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); 

3 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064);  
4 – infected by Pseudomonas syringae pv. pisi 

 
рые проявлялись в виде увеличения интенсив-
ности флуоресценции NO через 10, 30 и 
50 мин на 20, 25 и 26 % соответственно и сни-
жения ее до уровня контроля через 20, 40 и 
60 мин. 

Клубеньковые бактерии эффективного 
производственного штамма также вызывали 
колебания в динамике NO, которые проявля-
лись в увеличении его концентрации через 10 
и 40 мин и снижении до уровня контроля через 
20 и 60 мин. При этом необходимо отметить, 
что в данном варианте в течение часа наблю-
дались два различающиеся по продолжитель-
ности и силе пика увеличения уровня NO. Пер-
вый (от 0 до 20 мин) с максимумом, приходя-
щимся на 10 мин, когда свечение NO увеличи-
лось на 13 % по сравнению с контролем. Вто-
рой пик был (от 20 до 60 мин) с максимумом, 
приходящимся на 40–50 мин, характеризовал-
ся большей продолжительностью по сравне-
нию с первым, а также более плавным увели-
чением NO. При этом интенсивность флуорес-
ценции оксида азота на пике увеличилась на 
31–34 % по сравнению с контролем. 

Неэффективный производственный штамм 
ризобий в течение первых 20 мин с начала экс-
перимента существенного влияния на уровень 
оксида азота в корнях проростков гороха не ока-
зал. Начиная с 20 мин наблюдались ритмич-
ные колебания в содержании NO, которые 
проявлялись в снижении свечения NO через 30 
и 50 мин на 24 и 32 % соответственно и увели-
чении практически до уровня контроля через 

40 и 60 мин. 
Патогенные бактерии Pseudomonas 

syringae pv. pisi в отличие от предыдущих ва-
риантов вызывали резкое (на 33 % по сравне-
нию с контролем) увеличение интенсивности 
флуоресценции NO в первые 20 мин взаимо-
действия. В промежутке от 20 до 50 мин уро-
вень NO постепенно снижался – со 133 до 
109 %, а к концу эксперимента снова увеличи-
вался на 31 % по сравнению с контролем. 
Следует отметить, что по сравнению с симбио-
тическими бактериями при взаимодействии с 
патогеном содержание NO постоянно находи-
лось на более высоком уровне. 

Таким образом, сопоставив полученные 
результаты о влиянии симбиотических и пато-
генных бактерий, можно констатировать раз-
личное их воздействие на динамику уровня NO 
в корнях проростков гороха. 

Наблюдаемые эффекты связаны, очевид-
но, с влиянием на растение определенных эк-
зометаболитов Rhizobium и Pseudomonas, ко-
торые активируют PAMP-иммунитет (pathogen-
associated molecular patterns) клеток пророст-
ков гороха. В некоторых публикациях отмеча-
ется, что врожденный иммунитет растения иг-
рает существенную роль на ранних этапах бо-
бово-ризобиального взаимодействия [15–17]. У 
ризобий и бобовых растений основными 
участниками процесса «узнавания партнеров» 
являются ризобиальные липохитоолигосаха-
риды (Nod-факторы), синтезирующиеся бакте-
риями в результате экспрессии nod-генов, и 
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рецептор-подобные киназы (RLKs) бобовых 
растений. Бактериальный NF-сигналинг тесно 
взаимодействует с растительными сигнальны-
ми системами, в частности с NO-синтазной 
[18], вторичным месенджером которой являет-
ся оксид азота – молекула, обладающая широ-
ким спектром биологического действия [8]. Ок-
сид азота уже в первые часы после взаимо-
действия ризобий и бобового растения обна-
руживается в инфекционных нитях, тканях клу-
беньковой меристемы, в азотфиксирующих 
клубеньках [8, 9]. Есть данные, что NO может 
участвовать в регуляции образования клубень-
ков на корнях бобовых [10], но его высокие 
концентрации препятствуют инфицированию 
растений ризобиями и микоризой [11]. Также 
NO взаимодействует с другими биологически-
ми веществами, например, фитогормонами и 
АФК [19]. Так, при фитопатогенезе NO сов-
местно с АФК выполняет защитную функцию, 
формируя системную устойчивость, приобре-
тенную на основе сверхчувствительной реак-
ции клеток [20].  

С учетом вышеизложенного можно пред-
положить, что различная динамика интенсив-
ности флуоресценции оксида азота в корнях 
проростков гороха на начальных этапах взаи-
модействия с симбиотическими и патогенными 
бактериями носит неспецифический характер и 
имеет различную функцию. Так, в случае с 
эффективным производственным штаммом 
ризобий, отличающимся умеренной способно-
стью колонизировать растение-хозяина, уве-
личение концентрации NO связано с запуском 
механизма, отвечающего за регуляцию чис-
ленности проникающих бактерий, что на за-
ключительном этапе приводит к образованию 
оптимального количества клубеньков, которые 
способны эффективно усваивать атмосфер-
ный азот. И наоборот, в случае с более агрес-
сивным штаммом ризобий снижение уровня 
NO приводит к неконтролируемой колонизации 
корневой системы, вследствие чего на корнях 
образуется большое число мелких клубеньков, 
не способных к азотфиксации. В случае с пато-
геном увеличение интенсивности флуоресцен-
ции оксида азота свидетельствует, очевидно, о 
запуске защитных реакций растения. 

Также обращает на себя внимание период 
эксперимента от 0 до 20 мин, когда при иноку-
ляции различными по степени вирулентности 
штаммами клубеньковых бактерий достовер-
ных изменений уровня NO не наблюдалось в 
отличие от заражения патогеном, когда уро-
вень оксида азота увеличивался с первых ми-
нут. Возможно, в этот период времени проис-
ходит «узнавание» микроорганизма и запуск 
соответствующей программы.  

На основе анализа литературных данных 

можно сделать вывод о том, что биохимиче-
ская генерация NO регулируется механизма-
ми, в которых задействован кальций [21, 22]. 
Однако до конца непонятно, как Са

2+
 модули-

рует поток NO в клетках [23]. Имеется ряд до-
казательств того, что одним из триггеров сиг-
нальных событий в клетках растений при атаке 
патогенов является аденилатциклазная сиг-
нальная система, когда в первую очередь под 
воздействием элиситоров активируется транс-
мембранная аденилатциклаза, что приводит к 
резкому и кратковременному возрастанию 
уровня цАМФ. Этот вторичный мессенджер, 
связываясь со специфическими сайтами нук-
леотидрегулируемых ионных каналов, приво-
дит к повышению концентрации внутриклеточ-
ного Ca

2+
, вызывая так называемую кальцие-

вую волну [12]. В свою очередь вход ионов 
Са

2+
 в цитоплазму оказывает влияние на гене-

рацию АФА, которые функционируют как мно-
гоцелевой регулятор различных механизмов 
симбиотического процесса [19]. В связи этим 
немаловажно было установить, какое влияние 
оказывают симбиотические и патогенные бак-
терии на изменение уровня циклического аде-
нозинмонофосфата в корнях проростков горо-
ха. Полученные результаты представлены на 
рис. 2.  

При выращивании проростков гороха на 
воде наблюдалось снижение уровня цАМФ на 
протяжении всего эксперимента в среднем на 
35–40 %. При добавлении в среду инкубации 
клубеньковых бактерий эффективного произ-
водственного штамма CIAM 1022 ярко выра-
женных изменений в концентрации цАМФ не 
наблюдалось. В свою очередь на фоне иноку-
ляции неэффективным производственным 
штаммом Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
(CIAM 1064) в период 30–50 мин происходило 
значительное увеличение уровня цАМФ  
(на 70 %). При заражении Pseudomonas syrin- 
gae pv. pisi цАМФ оставался на уровне кон-
троля за исключением периода 20 мин, когда 
наблюдалось его увеличение на 30 %.  

Таким образом, показано, что при взаимо-
действии как с симбиотическими, так и с пато-
генными бактериями уровень цАМФ увеличи-
вался по сравнению с проростками без иноку-
ляции, причем эти изменения приходились на 
различные периоды взаимодействия. Так, су-
щественные различия в динамике цАМФ при 
контакте с эффективным штаммом клубенько-
вых бактерий наблюдались на 30-й мин экспе-
римента; самый высокий уровень цАМФ при 
взаимодействии с неэффективным штаммом 
ризобий отмечен в промежутке от 30 до 
50 мин, а заражение патогеном приводило к 
повышению цАМФ, которое достигало своего 
максимума к 20 мин. 
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Рис. 2. Динамика уровня цАМФ в корнях проростков гороха: 
1 – выращенных на воде; 2 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022);  

3 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064); 
4 – зараженных Pseudomonas syringae pv. Pisi 

 

Fig. 2. Dynamics of cAMP level in the roots of pea seedlings: 
1 – grown on water; 2 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); 

3 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064); 
4 – infected by Pseudomonas syringae pv. Pisi 

 
Так же, как и в предыдущих экспериментах 

по изучению уровня оксида азота, обращает на 
себя внимание тот факт, что в период от 0 до 
20 мин существенных изменений уровня цАМФ 
при взаимодействии с ризобиями не наблюда-
лось, в то время как патоген вызывал повыше-
ние концентрации цАМФ с первых минут. Ос-
новные отличия происходили после 20 мин 
эксперимента. 

По литературным данным, повышение 
концентрации внутриклеточного цАМФ при 
биотических стрессах носит защитный харак-
тер и позволяет растениям активировать соот-
ветствующие молекулярные механизмы [13]. В 
связи с этим повышение концентрации цАМФ 
под влиянием неэффективного штамма ризо-
бий вполне логично и является механизмом, 
предотвращающим избыточную колонизацию 
корневой системы растения-хозяина. Пони-
женный уровень цАМФ при инокуляции эффек-
тивным штаммом клубеньковых бактерий так-
же выполняет регуляторную функцию, по-
скольку снижение концентрации цАМФ не при-

водит к включению защитных реакций и позво-
ляет бактериям проникать в клетки корня. Что 
же касается взаимодействия с Pseudomonas 
syringae pv., то пониженный уровень цАМФ 
свидетельствует о степени вирулентности па-
тогена. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, по результатам исследо-

вания можно отметить следующие закономер-
ности: 

1) под воздействием Rhizobium legumi-
nosarum bv. viceae (симбионт) и Pseudomonas 
syringae pv. pisi (патоген) обнаружен эндоген-
ный ритм изменения содержания цАМФ и NO в 
тканях корня проростков гороха;  

2) предполагается, что изменение соот-
ветствующих компонентов сигнальных систем 
(NO, цАМФ) может быть использовано расте-
нием-хозяином в качестве «кода» для переда-
чи сигнала о природе действующего фактора и 
индукции соответствующих реакций на моле-
кулярном уровне. 
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