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Проаналізовано й узагальнено отримані раніше дані стосовно особливостей 
обміну Нітрогену в рослинах конюшини лучної на початкових етапах росту у забруд-
неному нафтою (5 %) дерново-підзолистому суглинковому ґрунті. Виявлено, що на 
досліджуваних стадіях росту рослин (сім’ядольних листків, першого справжнього 
листка і першого трійчастого листка) у коренях і листках конюшини лучної небілко-
вих форм Нітрогену було більше, порівняно з білковими, що свідчить про адаптивну 
роль низькомолекулярних нітрогеновмісних сполук за умов забруднення ґрунту на-
фтою. Виявлено зміни вмісту різних низькомолекулярних сполук Нітрогену й актив-
ності основних ензимів асиміляції амонію у рослинах конюшини лучної на початко-
вих стадіях росту в нафтозабрудненому ґрунті. Встановлено, що особливостями 
метаболізму Нітрогену в рослинах конюшини лучної за умов нафтозабрудненого 
ґрунту на стадії сім’ядольних листків є: 1) перерозподіл вмісту нітратів і амонію  
в органах рослин, який свідчить на користь того, що відновлення нітратів у нормі 
відбувається в листках, а за умов забрудненого ґрунту – в коренях рослин; 2) зміни 
активності ензимів глутаматсинтазного (ГС-ГОГАТ) циклу – зростання глутамінсин-
тетазної та зниження глутаматсинтазної активності, спрямовані на нагромадження 
глутаміну в коренях і глутамату – в листках рослин; 3) нагромадження амідів, осо-
бливо – у коренях рослин; 4) збільшення кількості проліну: усемеро в листках  
і утричі – в коренях рослин; 5) збільшення сумарної кількості вільних амінокислот, 
максимально – у листках рослин. На стадіях першого справжнього і першого 
трійчастого листка обмін Нітрогену в рослинах конюшини лучної із нафтоза
брудненого ґрунту мав іншу спрямованість: 1) інгібувались ензими ГС-ГОГАТ циклу, 
особливо – глутаматсинтазна активність у листках рослин на стадії першого трій-
частого листка; 2) нагромадження проліну поступово ставало менш вираженим: 
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його вміст у листках був більшим ушестеро на стадії першого справжнього листка  
і лише утричі – на стадії першого трійчастого листка; 3) збільшення сумарної кіль-
кості вільних амінокислот у листках було неістотним; 4) на 20 % у листках і на 60 % 
у коренях рослин зростала активність глутаматдегідрогенази; 5) у листках і коренях 
рослин нагромаджувались аміди й аргінін; 6) синтезувалися стресові білки, зокре-
ма, білок із молекулярною масою 120 кД у листках рослин. 

Загалом, обмін Нітрогену в рослинах конюшини лучної із нафтозабрудненого 
ґрунту на стадії сім’ядольних листків був спрямований на швидке включення  
мінерального Нітрогену в транспортні форми й утворення протекторних сполук, а на 
стадії першого трійчастого листка – на реутилізацію Нітрогену, зокрема, у сполуки 
із високим відношенням С/N. 

Ключові слова:	 нафтозабруднений ґрунт, рослини конюшини лучної, обмін 
Нітрогену

ВСТУП
Рослина – живий організм, частина якого закріплена у ґрунті. У тому, що вона 

існує відразу у двох середовищах (повітрі та ґрунті) – її фундаментальна відмін-
ність від інших живих організмів. А умови існування для всіх жителів на Землі – од-
накові, тобто для усіх вони однаково постійно змінюються. Це пов’язано з обертан-
ням планети, переміщенням повітряних мас, опадами тощо. Якщо умови існування 
відхиляються від оптимальних – метаболізм організму перебудовується настільки, 
наскільки потрібно, щоби зберегти цілісність і функціонувати у нових умовах. Якщо 
нові умови стають критичними, більшість організмів успішно використовують стра-
тегію “втечі”: одні перезимовують у норах, інші відлітають у теплі краї і т.п. Рослини 
ж через свою жорстку статичність не можуть уникнути екстремальних умов, а зму-
шені в них існувати. Тому їхній метаболізм є високоорганізованою реактивною  
і адаптивною системою. 

У процесі еволюції в рослин сформувалася генетична стійкість до умов, які 
формувались історично (посухостійксть, холодо- і морозостійкість, стійкість до 
радіаційного випромінювання тощо). В останні 200 років науково-технічний про-
грес додає нові види умов, які стають новими випробуваннями для рослин. За-
бруднення ґрунтового покриву нафтою і продуктами її переробки є таким при-
кладом. Проблема не обмежується регіоном чи навіть країною. Не буде пере-
більшенням сказати, що це – явище загальнопланетарного масштабу, бо якщо 
видобування нафти є більш-менш локальним, то мережа транспортування нафти 
і нафтопродуктів обплітає практично всю планету. А внаслідок транспортування 
(як і під час видобування й переробки) відбувається системне потрапляння забруд
нювача до ґрунту.

 Ґрунт для забезпечення життя рослини повинен містити вологу, кисень і до-
ступні елементи живлення. Якщо у ґрунт потрапляє нафта, всі ці якості до певної 
міри втрачаються. 

По-перше, чи не найхарактерніша ознака нафтозабрудненого ґрунту – гідрофоб
ність. Вона є наслідком ефекту цементування ґрунту високомолекулярними смолис-
то-асфальтеновими сполуками, що наявні у складі нафти і нафтопродуктів. Залежно 
від типу ґрунту, ці сполуки або сорбуються у верхньому гумусовому горизонті ґрунту, 
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або проникають по тріщинах уздовж кореневих систем рослин (у важких суглинках), 
або рухаються вертикально суцільним фронтом (у піщаних ґрунтах) [15, 24]. Ґрун
тові частинки, покриті нафтовою плівкою, втрачають здатність поглинати й утриму-
вати вологу. Через це знижуються гігроскопічна вологість, водопроникність і волого-
ємність ґрунту [5, 13, 24, 26, 30]. 

Унаслідок цементування із ґрунту витісняється повітря, тому в ґрунті настає 
кисневе голодування [5, 45].  

Наявність елементів живлення визначається діяльністю ґрунтової мікрофло-
ри, а тому прямо залежить як від вологості, так і від аерованості ґрунту. В анаероб-
ному гідрофобному нафтозабрудненому ґрунті різко зменшується кількість і зни-
жується фізіологічна активність аеробних мікроорганізмів, задіяних у мінералізації 
органічних решток, найпомітніше – целюлозоруйнівних і нітрифікуючих бактерій [3, 
4, 20, 24]. Зокрема, кількість нітрифікуючих бактерій у нафтозабрудненому ґрунті 
може зменшуватися на 83 % [20]. З’ясовано зниження у забрудненому ґрунті ак-
тивності гідролітичних ензимів, що беруть участь у колообігу Карбону (карбогідра-
зи, інвертази, целюлази, амілази), Нітрогену (нітрит- і нітратредуктази) та Фосфору 
(фосфогідролаз) [3, 24]. Це спричинює сповільнення процесів трансформації орга-
нічних сполук, тому в нафтозабрудненому ґрунті є виразний дефіцит основних 
елементів живлення. 

Крім цих трьох характерних набутих властивостей, у ґрунті після забруднення 
нафтою виникають й інші негативні зміни (потрапляють токсичні елементи, пору-
шується структура ґрунту, відбувається підлужнення ґрунтового розчину, знижу-
ється окисно-відновний потенціал, порушується співвідношення Карбону до Нітро-
гену та ін.), які детально досліджені на різних типах ґрунтів із різних кліматичних 
зон і досить повно представлені у літературі [3, 5, 15, 30, 33] . 

Отже, нафтозабруднений ґрунт – приклад технозему із цілим каскадом но-
вих умов, адаптуватися до яких можуть далеко не всі рослини. У більшості ви-
падків, порівняно з деревними формами і чагарниками, більш нафтотолерантни-
ми є багаторічні трав’янисті рослини. О. М. Шульга зі співавторами [31] ідентифі-
кували рослини, характерні для п’яти нафтозабруднених ділянок на заході Укра-
їни (Львівська та Івано-Франківська області). Після зіставлення власних резуль-
татів із даними, отриманими на найрізноманітніших ґрунтах (піщаному, торф’яно
му, заболоченому) та в різних кліматичних зонах, автори наводять перелік видів 
рослин, які найчастіше трапляються на нафтозабруднених територіях. Це пирій 
повзучий (Elytrigia repens L.), підбіл (Tussilago farfara L.), кульбаба лікарська  
(Taraxacum officinale Wigg.), лядвенець рогатий (Lotus corniculatus L.), конюшина 
біла повзуча (Trifolium repens L.), хвощ польовий (Equisetum arvensе L.), верболіз-
зя лучне (Lysimachia nummularia L.). Ідентифікація толерантних рослин і дослі-
дження механізмів, що забезпечують їхню адаптацію до цих умов, є важливим 
завданням, оскільки його вирішення розширить уявлення про потенційні адап-
тивні можливості рослин, а також дасть змогу використати ці рослини для очи-
щення й відновлення нафтозабруднених ґрунтів.

З огляду на наслідки нафтового забруднення, щоб повернути втрачені власти-
вості ґрунту, потрібні різнопланові заходи. Ми ставимо конкретне завдання – засо-
бами фіторемедіації оптимізувати режим Нітрогену в нафтозабрудненому ґрунті. 
Це дасть змогу усунути дефіцит цього елемента живлення у забрудненому ґрунті 
та сприятиме відновленню співвідношення Карбону до Нітрогену в ґрунті. З цією 



108 О. І. Величко

ISSN 1996-4536 (print) • ISSN 2311-0783 (on-line) • Біологічні Студії / Studia Biologica • 2020 • Том 14/№1 • С. 105–118

метою найдоцільніше використати бобові рослини, оскільки для них, крім нітратної 
й амонійної форм Нітрогену, доступний також Нітроген азоту атмосфери (N2), бо 
вони утворюють симбіози з азотофіксуючими бульбочковими бактеріями. 

Бобові є нафтотолерантними рослинами [7; 14; 31; 35]. Нами виявлено толерант
ність до умов нафтозабрудненого ґрунту рослин люцерни хмелеподібної (Medicago 
lupulina L.) [42; 44], сої щетинистої (Glycine max Moench.) [37; 41; 43], конюшини луч-
ної (Trifolium pratense L.) [8; 12; 34]. 

Встановлено, що молекулярний азот може фіксуватись у нафтозабрудненому 
ґрунті, оскільки в ньому формувалися функціональні бобово-ризобіальні симбіози. 
Виявлено формування у нафтозабрудненому ґрунті симбіозів між рослинами лю-
церни округлої й аборигенними бульбочковими бактеріями [42]. З’ясовано форму-
вання і функціонування бобово-ризобіальних симбіозів рослинами сої щетинистої за 
умови бактеризації насіння сої бульбочковими бактеріями Bradyrhizobium japoni-
cum [40]. Симбіотичні системи сої щетинистої з B. japonicum формувалися за 5 і 8 % 
нафти у ґрунті. За 5 % нафти у ґрунті кореневих бульбочок утворювалося менше, 
але вони були більших розмірів порівняно з бульбочками, що утворювалися в нормі. 
За  8 % нафти у ґрунті меншими були і кількість, і розміри утворених  бульбочок.  
Інтенсивність азотофіксації у симбіозі сої з B. japonicum за наявності 5  % нафти  
у ґрунті була навіть вищою, ніж у ґрунті без нафти (1,82 мкмоль С2Н4 / рослину · год 
проти 0,62  мкмоль С2Н4  /  рослину  ·  год відповідно). Функціональне симбіотичне 
партнерство у нафтозабрудненому ґрунті виникало також у рослин конюшини луч-
ної та Rhizobium leguminosarum  bv.  trifolii унаслідок бактеризації насіння штамом-
стандартом 348а й активними штамами BN9 та A91 Rh. leguminosarum bv. trifolii  
(з колекції Rhizobium Інституту фізіології рослин і генетики НАН України) [38, 39].

Адаптація бобових рослин до умов нафтозабрудненого ґрунту й виникнення  
у ньому бобово-ризобіальних симбіозів потребує реагування і змін на всіх рівнях – 
від генетичної регуляції до анатомо-морфологічних проявів. Дослідження механіз-
мів адаптації бобових до умов нафтозабрудненого ґрунту нами розпочато із ви-
вчення обміну Нітрогену, оскільки його роль у метаболізмі є визначальною, бо цей 
елемент необхідний для синтезу білків і нуклеїнових кислот.

Вміст нітратного і амонійного Нітрогену у ґрунті й рослинах. Дослідження 
проведено на рослинах конюшини лучної (Trifolium pratense L.) сорту Передкар-
патська 6 селекції Інституту сільського господарства Карпатського регіону НААН 
України (смт Оброшино Львівської обл.), вирощуваних у забрудненому сирою на-
фтою (5 %) дерново-підзолистому суглинковому ґрунті за  контрольованих умов 
освітлення (1200 лк), температури (22 °С) та 16-годинного світлового періоду. 

Спрямованість обміну Нітрогену в рослині залежить від кількості доступного N 
у ґрунті. На момент посіву насіння конюшини лучної вміст амонійного Нітрогену  
в забрудненому нафтою ґрунті був меншим на 23 %, а нітратного N було менше на 
30 % (див. таблицю).

Очевидно, забруднення нафтою пригнічувало процеси амоніфікації та нітри-
фікації у ґрунті. Також можлива інтенсифікація процесів денітрифікації, бо кількість 
денітрифікаторів у забрудненому ґрунті може зростати [20]. Отже, насіння висіва-
ли у ґрунт зі суттєвим дефіцитом Нітрогену.

Після 30 діб росту конюшини лучної кількість нітратного Нітрогену в нафтоза-
брудненому ґрунті зменшилася майже на порядок, а амонійного – на 65 %, тоді як 
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у ґрунті в нормі кількість нітратного й амонійного Нітрогену зменшувалася при-
близно на 50 % кожного [37, 12]. Тобто із забрудненого ґрунту за час росту рослин 
виносилося більше мінерального Нітрогену, а особливо – нітратного, ніж із контроль
ного ґрунту. Причиною цього може бути використання мінерального Нітрогену на-
фтоокиснювальними мікроорганізмами, кількість яких у забрудненому ґрунті зрос-
тає [7]. Не виключено також, що це може бути пов’язано з посиленням поглинання 
іонів NH4

+, особливо NO3
-, із ґрунту коренями для задоволення потреб рослин у ніт

рогеновмісних сполуках за дефіциту Нітрогену в нафтозабрудненому ґрунті. Проте 
для таких висновків треба досліджувати активність транспортних насосів рослин.

Агрохімічні властивості ґрунту на момент посіву насіння (мг / кг сухого ґрунту)
Soil agrochemical properties at the moment of seeding (mg / kg of dry soil)

Варіант рНKCl NH4
+ NO3

-

Ґрунт у нормі 5,2 3,01 ± 0,21 13,86 ± 1,22

Забруднений нафтою ґрунт (5%) 5,4 2,16 ± 0,16* 9,70 ± 1,06*

Примітка: * – відмінності показників щодо контролю вірогідні за р ≤ 0,05
Comment: * – indicators deviations in comparison to control are possible at р ≤ 0.05 

Поглинутий NO3
-
  
може відновлюватися до NH4

+
 
відразу в коренях рослин, а може 

транспортуватись до листків і відновлюватись там. У рослинах конюшини лучної  
у нормі на всіх досліджуваних стадіях – стадії сім’ядольних листків, стадії першого 
справжнього та першого трійчастого листка – був наявний пул NO3

-
 
у листках. До 

того ж на останній досліджуваній стадії – стадії першого трійчастого листка – він 
був навіть більшим, ніж у коренях рослин [9]. Тобто у нормі в рослинах конюшини 
лучної поглинутий NO3

- транспортується до листків і там відновлюється. У росли-
нах із нафтозабрудненого ґрунту вміст нітратного Нітрогену як у коренях, так і в 
листках на всіх досліджуваних стадіях розвитку був у середньому на порядок ниж-
чим, ніж в органах рослин у нормі. Якщо взяти до уваги, що із нафтозабрудненого 
ґрунту (з дефіцитом мінерального Нітрогену) виносилося більше нітратного Нітро-
гену, ніж із незабрудненого, а в органах рослин за умов нафтового забруднення 
цієї форми Нітрогену було вкрай мало, то це свідчить про те, що поглинуті нітрати 
могли швидко відновлюватися до амонію відразу в коренях рослин. 

Визначенням кількості амонійного Нітрогену встановлено, що у нормі на стадії 
сім’ядольних листків і стадії першого справжнього листка його вміст був більшим  
у коренях, однак на наступній стадії – стадії першого трійчастого листка – відбувся 
перерозподіл: вміст амонію в коренях зменшився, а в листках – утричі збільшився. 
На перших двох стадіях кількості NH4

+
 
були більшими в коренях порівняно з лист-

ками і в рослинах із нафтозабрудненого ґрунту. Проте на стадії першого справж-
нього листка перерозподіл не відбувся, а навпаки, кількість амонійного Нітрогену  
в коренях рослин істотно зросла.

Тобто в нормі на час, коли уже починають формуватися справжні трійчасті 
листки, відновлення нітратів, імовірно, відбувається переважно в листках рослин. 
Що ж стосується рослин із нафтозабрудненого ґрунту, то відновлення нітратів до 
NH4

+, імовірно, продовжує відбуватись у коренях. 
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Включення амонію в метаболізм рослин конюшини лучної на стадії сім’я­
дольних листків. Акцептором NH4

+
 
є глутамат (глутамінова кислота). Включення 

амонію в метаболізм здійснює глутамінсинтетаза (ГС) у глутаматсинтазному ци-
клі [23]. Глутамінсинтетаза забезпечує приєднання амонію до глутамату з утворен-
ням глутаміну (аміду) (див. рисунок).

Схема асиміляції амонію ГС-ГОГАТ шляхом (за [23]) 
Scheme of ammonium assimilation by the glutamate synthase (GS/GOGAT) pathway (by [23])

Глутаматсинтаза (або глутамін 2-оксоглутарат амінотрансфераза (ГОГАТ))  
перетворює утворений глутамінсинтетазою глутамін на 2 молекули глутамату за-
вдяки перенесенню групи NH3 глутаміну на 2-оксоглутарат. Утворювані глутамін  
і глутамат є джерелом Нітрогену для амінокислот, азотистих основ, нуклеїнових 
кислот і ін. [23]. 

У стресових умовах, як правило, спостерігається інгібування активності ензи-
мів ГС-ГОГАТ циклу, що проявляється у зменшенні кількості амінокислот і білків,  
а отже – в інгібуванні росту рослин. Проте глутамат є попередником сполук із про-
текторними властивостями, тому за їх потреби у стресових умовах активність ензи-
мів глутаматсинтазного циклу може зростати. 

У рослинах конюшини лучної на досліджуваних стадіях онтогенезу процеси аси-
міляції амонію інтенсивніше відбувались у коренях, що засвідчила вища у коренях 
глутамінсинтетазна активність [11, 36]. У нормі глутамінсинтетазна активність у коре-
нях на двох перших стадіях розвитку залишалася на рівні 15,3 мкМ Р /мг білка · хв  
і надалі (на стадії першого справжнього листка) зростала до 84,5 мкМ Р  / мг біл-
ка  ·  хв. За умов нафтового забруднення ґрунту глутамінсинтетазна активність  
у коренях рослин конюшини лучної становила 30,1 мкМ Р / мг білка · хв на найпер
шій стадії розвитку та 56 мкМ Р / мг білка · хв – на стадії першого справжнього лист
ка. Тобто на найпершій стадії росту в нафтозабрудненому ґрунті у коренях рослин 
відбувається інтенсивніший синтез глутаміну. Та подальшої інтенсифікації синтезу 
глутамату з глутаміну не відбувалось, оскільки глутаматсинтазна активність у коре-
нях рослин у цей час знижувалась. Як наслідок, у коренях рослин конюшини лучної 
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на найпершій стадії – стадії сім’ядольних листків – мав би нагромаджуватися глу-
тамін. Це і відбувалося, бо встановлено істотне зростання вмісту амідів у коренях 
і листках рослин конюшини лучної на всіх трьох досліджуваних стадіях, а особливо 
(у три рази) – у коренях на стадії сім’ядольних листків  [36]. Говорячи про зростан-
ня кількості амідів, можемо припускати зростання кількості саме глутаміну, бо інший 
амід – аспарагін – зазвичай утворюється у результаті розпаду білків (у насінні чи  
у старих листках), а у молодих рослинах переважно синтезується глутамін. Водно-
час на стадії сім’ядольних листків у листках конюшини лучної за умов нафтоза-
брудненого ґрунту зростала і глутамінсинтетазна, і глутаматсинтазна активність. 
Тому, ймовірно, зростала інтенсивність синтезу глутамату в листках, однак тільки 
на стадії сім’ядольних листків. Надалі активність ензимів ГС-ГОГАТ циклу за умов 
нафтозабрудненого ґрунту знижувалась.  

Отож, на найпершій стадії росту конюшини лучної у нафтозабрудненому ґрун-
ті відбуваються зміни активності ензимів ГС-ГОГАТ шляху, потрібні для отримання 
підвищених кількостей амідів у коренях і глутамату в листках рослин. Наявність 
глутаміну важлива для реакцій переамінування, оскільки глутамін віддає амідну 
групу для утворення амінокислот та інших сполук (глюкозамінів, азотистих основ 
та ін.). Також глутамін – основна транспортна форма Нітрогену. Утворюваний  
у коренях, він може транспортуватися до листків, аби покривати там потреби  
у глутаматі (після дезамінування глутаматсинтазою). Глутамат є попередником 
протекторної сполуки – проліну. Ключовим ензимом синтезу проліну є ∆1-піролін-5-
карбоксилатсинтаза, що каталізує подвійну реакцію перетворення глутамату  
у ∆1-піролін-5-карбоксилат за участю АТФ і НАДФ+ [19]. Тому, щоби синтезувати 
кількості проліну, достатні для виконання захисних функцій за стресових умов, 
необхідна активація біосинтезу глутамату [6]. Пролін може синтезуватися й іншим 
(орнітиновим) шляхом, проте велика частина пулу проліну в стресових умовах син-
тезується саме цим шляхом [17].

Тож індукція активності ензимів ГС-ГОГАТ шляху та ймовірне нагромадження 
глутамату в рослинах конюшини лучної за умов нафтозабрудненого ґрунту можуть 
бути спричинені потребою у збільшенні кількості проліну. Як з’ясувалося, вміст 
проліну в рослинах конюшини лучної на найпершій стадії росту в нафтозабрудне-
ному ґрунті зростав усемеро в листках і втричі – у коренях рослин [10, 36]. Тому 
його значення в адаптації рослин конюшини лучної до умов нафтозабрудненого 
ґрунту не викликає жодних сумнівів. З огляду на особливості водного режиму на-
фтозабрудненого ґрунту, найімовірніше, є потреба у проліні як осморегуляторі. 
Проте пролін може виконувати й інші функціі, а саме: стабілізувати білки, брати 
участь у підтримці потоку електронів у електрон-транспортних ланцюгах хлоро-
пластів, стабілізувати окисно-відновний баланс, слугувати джерелом запасного 
Нітрогену, запобігати пошкодженню фотосинтетичного апарату, стабілізувати полі
рибосоми й ін. [16, 17]. Оскільки з’ясовано, що за дії нафтового забруднення індуку-
ються реакції оксидативного стресу в рослинах бобів і люцерни [44, 14, 34], то про-
лін може бути використаний і як антиоксидант. Антиоксидантну дію проліну пов’я
зують із його здатністю захищати білки й білково-ліпідні комплекси мембран інакти-
вацією гідроксильних радикалів та інших АФК [29]. Пролін, який синтезується на 
початкових етапах онтогенезу рослин, може слугувати як джерело енергії (гідроліз 
1 молекули проліну забезпечує утворення 30 молекул АТФ) [19].
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Крім проліну, на найпершій стадії росту конюшини лучної за умов нафтоза-
брудненого ґрунту в коренях і листках рослин достовірно збільшувалася також 
сумарна кількість амінокислот [11]. Амінокислоти – не лише основа для синтезу 
білків, вони можуть також впливати на роботу білоксинтезуючого апарату: аланін  
і орнітин можуть збільшувати агрегацію полірибосом, а під дією аланіну може 
зменшуватися час елонгації синтезованих поліпептидних ланцюгів [16]. Вільні амі-
нокислоти задіяні у формуванні осмотичного потенціалу клітин і здійснюють регуля
торні функції, впливаючи на активність фітогормонів; окремі амінокислоти можуть 
проявляти антиоксидантні властивості [16]. 

Отже, на найпершій стадії росту рослин конюшини лучної у нафтозабруднено-
му ґрунті виявлено таку адаптивну спрямованість метаболізму Нітрогену: імовірне 
переважання відновлення нітратів у коренях, а не у листках; зміни активності ен-
зимів ГС-ГОГАТ циклу – зростання глутамінсинтетазної та зниження глутаматсин-
тазної активності, спрямовані на швидке включення амонію у глутамін у коренях  
і на синтез глутамату в листках; нагромадження у коренях і листках амідів, проліну 
та сумарної кількості вільних амінокислот. 

Спрямованість обміну Нітрогену в рослинах конюшини лучної на стадіях 
першого справжнього і першого трійчастого листків. У наступні періоди росту 
рослин конюшини лучної у нафтозабрудненому ґрунті відбулося зниження актив-
ності  ензимів ГС-ГОГАТ циклу, особливо – глутаматсинтази в листках рослин ко-
нюшини лучної на стадії першого трійчастого листка. У цей час і проліну в органах 
рослин синтезувалося вже не так багато, а збільшення сумарної кількості вільних 
амінокислот узагалі було неістотним. Проте продовжували утворюватися більші 
кількості іншої амінокислоти – аргініну, особливо у коренях рослин.

Аргінін є амінокислотою, яка містить N більше, ніж будь-яка інша амінокислота 
(32 % аргініну становить Нітроген). Нагромадження аргініну відбувається за стре-
сових умов, коли вичерпується глюкоза і за дефіциту карбоновмісних субстратів 
аміак не може зв’язуватися для біосинтезу амінокислот, а тому нагромаджується  
у формі сполук із високим відношенням N/C. Тоді аргінін виконує функцію депо 
Нітрогену [21, 27]. 

На цій стадії росту в рослинах конюшини лучної за умов нафтозабрудненого 
ґрунту спектральним аналізом білків виявлено зменшення (утричі) кількості рибу-
лозобіфосфаткарбоксилази (РУБІСКО) – ключового ензиму темнової стадії фото-
синтезу, що каталізує реакцію фіксації СО2 до рибулозобіфосфату [38, 41]. Цей 
факт переконливо вказує на те, що інтенсивність фотосинтетичних процесів у рос-
линах конюшини лучної за дії умов нафтозабрудненого ґрунту знижується, а отже, 
меншими будуть кількості утворюваних фотоасимілятів. Тому може нагромаджува-
тися амоній, а отже, виникає потреба у його зв’язуванні. Це може бути однією із 
причин встановленого зростання кількості аргініну в органах рослин за умов нафто
забрудненого ґрунту на всіх досліджуваних стадіях. Нагромаджений аргінін може 
слугувати не лише як депо Нітрогену. Його можна використати і для біосинтезу 
поліамінів, таких як путресин, спермідин і спермін, які відіграють важливу роль  
у формуванні адаптації рослин до стресових умов [1].

Зменшення у листках конюшини лучної за умов нафтозабрудненого ґрунту 
кількості РУБІСКО може пояснювати і встановлене зниження активності  ензимів 
ГС-ГОГАТ циклу: для роботи глутаматсинтази необхідний 2-оксоглутарат, який  



113РОЛЬ ОБМІНУ НІТРОГЕНУ В АДАПТАЦІЇ РОСЛИН КОНЮШИНИ ЛУЧНОЇ ДО УМОВ НАФТОЗАБРУДНЕНОГО ҐРУНТУ

ISSN 1996-4536 (print) • ISSN 2311-0783 (on-line) • Біологічні Студії / Studia Biologica • 2020 • Том 14/№1 • С. 105–118

є результатом метаболізму Карбону. Інгібувати активність глутамінсинтетази можуть 
також нагромаджені аміди за принципом негативного зворотного зв’язку [32].

За дефіциту фотоасимілятів виникає потреба у субстратах для дихання. З цією 
метою у клітинах може відбуватися дезамінування амінокислот: вивільнені NH3  
використовуються на синтез амідів, а отримувані кетокислоти надходять у ЦТК. 
Прикладом цього є дезамінування глутамату до 2-оксоглутарату завдяки глутамат-
дегідрогеназі (ГДГ). Зростання глутаматдегідрогеназної активності було характерне 
для рослин конюшини лучної із нафтозабрудненого ґрунту: починаючи зі стадії пер-
шого справжнього листка, особливо на наступній стадії (першого трійчастого листка) 
глутаматдегідрогеназна активність зростала майже на 20 % у листках і на 60 % –  
у коренях рослин [36]. 

Дезамінування глутамату – основна роль глутаматдегідрогенази [2, 28]. А асимі
ляція амонію в рослинах відбувається через ГС-ГОГАТ шлях. Проте ГДГ також може 
працювати в напрямі асиміляції амонію: з’ясовано, що мітохондріальна НАД(Н)-ГДГ 
забезпечує синтез глутамату завдяки приєднанню амонію до 2-оксоглутарату [18, 
22, 23, 25]. У напрямі асиміляції амонію глутаматдегідрогеназа і глутамінсинтетаза 
не можуть працювати одночасно. Це пов’язано з тим, що вони мають різну спорідне
ність до амонію: глутамінсинтетаза активується за концентрації амонію 3–5 мкМ,  
а глутаматдегідрогеназа – 10–80 мМ. Високі концентрації амонію блокують роботу 
глутамінсинтетази, тому за цих умов асиміляція амонію відбувається завдяки ро-
боті глутаматдегідрогенази. Активність ГДГ залежить також від кількості Карбону  
в рослині. Високий рівень вуглеводів може інгібувати активність глутаматдегідроге-
нази [23]. З огляду на це, вважають, що рівень активності ГДГ є індикатором співвід
ношення Карбону / Нітрогену в рослині та виконує сигнальну роль у рості й розви-
тку рослин. За цим показником встановлене зростання ГДГ активності в органах 
конюшини лучної за умов нафтозабрудненого ґрунту свідчить про низький рівень 
вуглеводів у рослинах.

Індуковане умовами нафтозабрудненого ґрунту зниження активності ензимів 
ГС-ГОГАТ шляху в коренях і листках конюшини лучної, особливо активності ГОГАТ  
у листках на стадії першого трійчастого листка означає, що в рослинах утворюються 
малі кількості глутамату. Тому зростання активності ГДГ може бути пов’язане як  
із потребою в альтернативних субстратах дихання, так і з потребою у глутаматі. 

Асиміляція амонію та синтез глутамату – необхідна умова для синтезу білків. 
Характерно, що за умов нафтозабрудненого ґрунту в коренях і листках конюшини 
лучної на всіх досліджуваних стадіях росту кількості білків були меншими, а вміст 
небілкових форм Нітрогену зростав [8, 36]. Найменше білків за умов нафтозабруд-
неного ґрунту було в коренях рослин на стадії першого трійчастого листка. 

Спектральним аналізом білків рослин конюшини лучної на стадії першого 
справжнього листка встановлено, що умови нафтозабрудненого ґрунту індукували 
синтез стресових білків. У листках рослин, вирощених у забрудненому ґрунті, синте
зувався білок із молекулярною масою, близькою 120 кД, якого не виявлено у листках 
рослин із контролю. І за умов нафтового забруднення ґрунту, і в нормі у листках 
конюшини лучної синтезувалися білки з Мr 75 і 110 кД, але у рослинах зі забруднено
го ґрунту кількості цих білків були більшими (у середньому на 75 %). У коренях рос-
лин конюшини лучної за умов нафтозабрудненого ґрунту більшими (майже утричі) 
були кількості білків із молекулярними масами 90, 50, 39 та 37 кД, тоді як у нормі 
білки з Мr 90 і 37 кД у білковому спектрі коренів рослин були мінорними [38, 41]. 
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Тож на стадіях першого справжнього і першого трійчастого листків у рослинах 
конюшини лучної за умов нафтозабрудненого ґрунту інгібувалась активність ензи-
мів асиміляції амонію, проте зростала глутаматдегідрогеназна активність; нагро-
маджувались аміди й аргінін, синтезувалися стресові білки. 

ВИСНОВКИ
Узагальнюючи представлені дані, можна стверджувати, що обмін Нітрогену  

в рослинах конюшини лучної є важливою ланкою адаптації рослин до умов ґрунту, 
забрудненого нафтою. Адаптивні перебудови метаболізму Нітрогену забезпечу-
ють: 1) відновлення нітратів у коренях рослин; 2) швидке включення амонію  
у транспортні форми (глутамін) у коренях рослин; 3) забезпечення рослин низько-
молекулярними нітрогеновмісними протекторними сполуками (проліном та іншими 
вільними амінокислотами); 4) забезпечення рослин глутаматом для підтримки син-
тезу білків і, зокрема, стресових; 5) зв’язування неасимільованого амонію у спо-
луки з високим співвідношенням Нітроген / Карбон (аміди, аргінін). 

На найпершій стадії росту рослин конюшини лучної у нафтозабрудненому 
ґрунті – стадії сім’ядольних листків індукуються зміни активності ензимів глутамат-
синтазного циклу, спрямовані на нагромадження глутаміну в коренях і глутамату – 
в листках рослин; зростає кількість проліну і сумарний вміст вільних амінокислот,  
особливо у листках; у коренях і листках рослин нагромаджуються аміди.

На стадії першого трійчастого листка у рослинах конюшини лучної за умов наф
тозабрудненого ґрунту знижується активність ензимів глутаматситназного циклу 
циклу, особливо глутаматсинтази у листках рослин; зростає глутаматдегідрогеназ-
на активність у коренях і листках, яка на тлі низьких кількостей глутамату і вугле-
водів (бо встановлено зменшення кількості рибулозобіфосфаткарбоксилази) може 
активуватись як для синтезу глутамату, так і для його дезамінування з метою по-
стачання кислот у цикл трикарбонових кислот; у коренях і листках рослин нагро
маджуються сполуки з високим співвідношенням Нітроген / Карбон – аміди й аргі-
нін, також – синтезуються стресові білки. 

Виявлені особливості обміну Нітрогену в органах конюшини лучної мають важ-
ливе значення для розуміння механізмів адаптації рослин до умов нафтозабруд-
неного ґрунту.
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Previously obtained data concerning nitrogen metabolism features in red clover 
plants on the primary stages of growth in the oil polluted (5 %) sod-podzolic loamy soil 
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were analyzed. It was revealed that on all investigated stages of plant growth (stage of 
cotyledon leaves, stage of first true leaf and stage of first trifoliate leaf) in both red clover 
roots and leaves there were more non-protein nitrogen forms than protein ones. That 
indicates an adaptive role of low molecular nitrogen-containing compounds under the 
conditions of oil polluted soil. Changes of different low molecular Nitrogen compounds 
content and the activity of main enzymes of ammonium assimilation were detected in 
red clover plants on primary stages of growth in the oil polluted soil. The peculiarities of 
nitrogen metabolism in red clover plants under the condition of oil polluted soil on the 
stage of cotyledon leaves are as following: 1) redistribution of nitrates and ammonium 
content in the red clover organs that testifies to the fact that nitrates restoration nor-
mally takes place in leaves, while under the conditions of oil polluted soil – in plant roots; 
2) changes in activity of enzymes of glutamate synthase pathway, namely an increase of 
glutamine synthetase and inhibition of glutamate synthase activities aimed at accumula-
tion of glutamine in roots of the plant and of glutamate – in leaves; 3) amides accumula-
tion, especially, in roots; 4) an increase in proline amount: 7 times in leaves and  
3 times – in plant roots; 5) an increase in total amount of free amino acids, most by in 
leaves. On the stages of first true and first trifoliate leaf, nitrogen metabolism in red 
clover plants under the conditions of oil polluted soil had different role: 1) inhibited en-
zymes of glutamate synthase pathway, especially – the glutamate synthase activity in 
the leaves on the stage of first trifoliate leaf; 2) gradually proline accumulation has been 
less expressed: its content in leaves was 6 times higher at the stage of first true leaf and 
just 3 times higher at the stage of first trifoliate leaf; 3) an increase in total amount of free 
amino acids was not that significant; 4) glutamate dehydrogenase had been increasing 
by 20 % in the leaves and 60 % in plant roots; 5) amides and arginine were accumu-
lated in both leaves and roots; 6) stress proteins were synthesized, in particular, of the 
120 kD protein in plant leaves. 

In general, the Nitrogen metabolism in red clover plants at the oil polluted soil on 
the stage of cotyledon leaves was aimed at quick inclusion of mineral Nitrogen in the 
transport forms and creation of protective compounds on the stage of the cotyledon 
leaves, while on the stage of first trifoliate leaf – it aimed at nitrogen re-utilization in 
the compounds with high C/N ratio.

Keywords: oil polluted soil, red clover plants, Nitrogen metabolism
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