
КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
Известия ТСХА, выпуск 2, 2009 год

УДК 579.242; 579.64

РЕГУЛЯЦИЯ РАЗВИТИЯ И ДИССОЦИАТИВНЫХ ПЕРЕХОДОВ 
СИМБИОТРОФНЫХ БАКТЕРИЙ

А.Ю. ПОГОРЕЛОВА, Н.Г. ЛОЙКО, А.А. ВАНЬКОВА

(Кафедра микробиологии)

В работе исследовали регуляторное влияние внеклеточных метаболитов — рас­
тительного лектина (агглютинина зародышей пшеницы (АЗП)) и химического ана­
лога аутоиндукторов анабиоза (С7-АОБ) — на рост, образование жизнеспособных (по 
КОЕ) покоящихся клеток и подвижность в полужидких средах азотфиксирующих 
бактерий Azospirillum brasilense Dobereiner Sp 245. Было обнаружено, что присут­
ствие в среде роста АЗП (1, 5, 10 мкг/мл) не влияло на ростовые характеристики 
бактерий, но в концентрациях 5 и 10 мкг/мл повышало число жизнеспособных кле­
ток при длительном хранении культуры. При этом наличие лектина в среде роста 
способствовало как стабилизации исходного морфотипа (Swa+) по признаку распрост­
ранения в полужидких средах (10 мкг/мл), так и проявлению полного диссоциатив­
ного спектра (5 мкг/мл), включающего вариант, распространяющийся в полужидкой 
среде в виде агрегатов или микроколоний (Gri+фенотип). Присутствие в среде роста 
азоспирилл С7-АОБ (10-7, 10 6, 10 5 М) уменьшало длительность лаг-фазы, увеличива­
ло максимальную скорость роста и уровень накопления биомассы, а также повышало 
число жизнеспособных клеток при длительном хранении культуры и стимулировало 
появление диссоцианта, отличающегося суперроением (Swa++фенотип). Получен­
ные результаты могут быть использованы для получения и селекции фенотипов азос­
пирилл, различающихся подвижностью в полужидких средах, а также для создания 
эффективных бактериальных препаратов на основе симбиотрофных бактерий.

Ключевые слова: подвижность, диссоциация, лектин, алкилоксибензолы, 
Azospirillum brasilense.

Микробиота почвы оказывает непос­
редственное влияние на её плодоро­
дие и, как следствие, на урожайность 
растений. Почвенные микроорганизмы 
в процессе роста и развития улучша­
ют структуру почвы, накапливают в 
ней питательные вещества, минерали­
зуют различные органические соеди­
нения, превращая их в легко доступ­
ные для растения компоненты пита­
ния, снабжают растения физиологи­
чески активными компонентами (фи­
тогормонами, витаминами и др.) [4]. В 
связи с этим перспективным направ­

лением в сельском хозяйстве стано­
вится применение бактериальных удоб­
рений, обогащающих ризосферу рас­
тений полезными микроорганизмами 
[11]. Использование биопрепаратов не 
только повышает продуктивность ра­
стений, но и позволяет получить бо­
лее раннюю продукцию, улучшает ее 
сохранность, снижает норму минераль­
ных азотных удобрений, что положи­
тельно сказывается на уровне нитра­
тов и нитритов в продукции [4]. Созда­
ние современных бактериальных пре­
паратов сопряжено с селекцией высо­
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копродуктивных и стрессоустойчивых 
штаммов, поэтому перспективным 
объектом для работы в этом направле­
нии становятся азотфиксирующие сим- 
биотрофные ризобактерии рода Azo- 
spirillum, [6, 7, 10]. Известно, что вне­
сение этих бактерий в почву дает при­
бавку урожая до 30% [11].

Адаптация симбиотрофных бакте­
рий к окружающим условиям и резуль­
тативность их симбиоза с высшими 
растениями во многом зависит от реа­
лизации того или иного типа «соци­
ального» поведения [1, 12, 13]. Иссле­
дования последних лет показали, что 
для азоспирилл характерны несколь­
ко типов «социального» поведения: об­
разование биопленок, распростране­
ние в вязких средах с формированием 
концентрических колец роения (Swa+ 
фенотип, от англ. swarming — роение) 
или коллективная миграция в виде 
зернистых включений в агар (Gri+ фе­
нотип, от англ. granular inclusions) или 
микроколоний [5]. При этом важную 
роль в проявлении того или иного типа 
поведения играют метаболиты партне­
ров симбиоза. Молекулярный механизм 
формирования азотфиксирующих ра- 
стительно-бактериальных систем вклю­
чает функционирование соединений 
белковой природы — растительных 
лектинов. Лектины выполняют роль 
адгезинов, обеспечивая специфическое 
прикрепление бактериальных клеток 
к корням растения. Комплексная об­
работка семян бобовых культур сус­
пензией клубеньковых бактерий и лек- 
тином повышает их урожайность на 
15-23% по сравнению с обычной ино­
куляцией, что дает основание рас­
сматривать данный белок как эффек­
тор роста и развития растительного 
организма в целом [2]. Известно, что 
микроорганизмы обладают различны­
ми типами регуляторных систем, по­
зволяющих им осуществлять межкле­
точную коммуникацию с помощью низ­
комолекулярных внеклеточных мета­
болитов. Одной из групп биологически 
активных веществ, способных оказы­

вать влияние на адаптацию симбиот- 
рофных бактерий и результативность 
симбиозов, являются микробные низ­
комолекулярные внеклеточные мета­
болиты, имеющие функции аутоин­
дукторов анабиоза. Эти ауторегулято­
ры, представленные у ряда бактерий и 
дрожжей алкилоксибензолами (АОБ), 
индуцируют переход микробных кле­
ток в гипометаболическое (анабиоти­
ческое) состояние и реализуют эту 
функцию через взаимодействие с ши­
роким кругом биополимеров бактери­
альной клетки [3, 6, 9]. Использова­
ние потенциала низкомолекулярных 
ауторегуляторов при создании бакте­
риальных препаратов может иметь 
большую перспективу для агробиотех­
нологии. В связи с этим явилось целе­
сообразным изучение влияния микроб­
ных и растительных низкомолекуляр­
ных регуляторов на развитие и реали­
зацию диссоциативных переходов азо­
спирилл.

Материалы и методы

Объектом исследований были сим- 
биотрофные бактерии Azospirillum, Ъга- 
silense штамм Sp245 из коллекции Ин­
ститута биохимии и физиологии рас­
тений и микроорганизмов РАН (Сара­
тов). Бактерии выращивали на малат- 
ной среде [8] (г/л): яблочная кислота — 
3.0; дрожжевой экстракт (Kifco) — 0,1; 
К2НРк4 — 3,0; КН2Рк4 — 2,0; NH4Cl — 
1,5; MgSk4-7H2k — 0,2; МпБк4-Н2k — 
0,1; СаС12 — 0,02; FeSK4-7H2K — 0,02; 
Na2Mok4-2H2k — 0,002; pH 7,0 (дово­
дили до стерилизации 20% NaKH). 
Растворы MgSk4, MnSk4, СаС12 и FeSk4 
стерилизовали отдельно (1 атм, 30 мин). 
Культивирование проводили при 28°С 
в колбах объемом 250 мл (50 мл среды) 
на качалке (120 об/мин) в течение 48 ч. 
Инокулят — культуру стационарной 
фазы роста — вносили в количестве, 
дающем начальную оптическую плот­
ность (ОП) клеточной суспензии 0,05 
(1=595 нм, е = 10 мм, «Specord», Гер­
мания). Бактериальные суспензии хра-
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нили в течение 5 мес при температу­
ре 20°С.

В качестве растительного ауторе­
гулятора использовали лектин расти­
тельного происхождения — агглюти­
нин зародышей пшеницы (АЗП). Вод­
ные растворы АЗП вносили в питатель­
ные среды так, чтобы конечная кон­
центрация ауторегулятора в среде со­
ставляла 1, 5 и 10 мкг/мл.

В качестве микробного ауторегу­
лятора использовали химический ана­
лог фактора анабиоза С7-АОБ (метил- 
резорцин, «Sigma»). В питательные 
среды С7-АОБ вносили в виде этаноль- 
ных растворов так, чтобы конечная 
концентрация ауторегулятора состав­
ляла 10-7, 10-6, 10-5 М, а этанола 1%. В 
контрольный вариант вносили эквива­
лентное количество этанола.

Жизнеспособность азоспирилл оп­
ределяли путем подсчета числа коло­
ниеобразующих единиц (КОЕ) при вы­
севе клеточных суспензий на плотную 
питательную среду (1,5% агара). По­
севы инкубировали при 28°С в тече­
ние 4~6 сут.

Подвижность бактерий и характер 
зон их распространения в среде оце­
нивали визуально и измеряли диаметр 
распространения после инокуляции 
азоспирилл в малатную среду, содер­
жащую 0,4% агар-агара или фитаге- 
ля, и дальнейшей инкубации в тече­
ние 4 сут при 28°С.

Повторность измерений в экспери­
ментах трехкратная, при постановке 
трёх независимых серий опытов. Пред­
ставленные результаты отражают ус­
редненные величины. Статистический 
анализ данных проводили с использо­
ванием теста Стьюдента, принимая 
критерий вероятности Р < 0,05.

Результаты и их обсуждение

В работе исследовали регуляторное 
влияние внеклеточных метаболитов — 
растительного лектина (агглютинина 
зародышей пшеницы (АЗП)) и хими­
ческого аналога аутоиндукторов ана­
биоза (Су-АОБ) — на рост, образова­

ние жизнеспособных (по КОЕ) покоя­
щихся клеток и подвижность в полу­
жидких средах азотфиксирующих бак­
терий Azospirillum brasilense Sp 245. 
Регуляторы вносили в стандартную 
питательную среду перед инокулиро- 
ванием до конечных концентраций: 
АЗП — 1, 5 и 10 мкг/мл; С7-АОБ — 
10-7, 10-6, 10-5 М. Оказалось, что при­
сутствие АЗП не влияло на рост кле­
ток азоспирилл (до стационарной фазы 
48 ч), что отслеживали по изменени­
ям ОП клеточных суспензий и вели­
чине КОЕ. Однако при длительном 
хранении полученных бактерий их 
жизнеспособность в опытных и конт­
рольных вариантах значительно отли­
чалась (рис. 1). Количество жизнеспо­
собных (по КОЕ) покоящихся клеток 
в вариантах с внесением АЗП в коли­
честве 5 и 10 мкг/мл на протяжении 
всего срока хранения было выше кон­
трольного, а через 5 мес оказалось в 3 
и 11 раз больше соответственно, чем 
в контроле. В варианте с добавкой АЗП 
в количестве 1 мкг/мл число клеток, 
способных образовывать колонии на

Рис. 1. Изменение жизнеспособности 
клеток A. brasilense Sp245, выращенных 

в присутствии АЗП, при длительном 
хранении клеточных суспензий 

(при температуре 20°С)
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твердой среде было на 47% меньше, 
чем в контроле.

Внесение С7-АОБ в среду роста 
способствовало (рис. 2): 1 — уменьше­
нию лаг-фазы во всех исследуемых 
вариантах; 2 — увеличению макси­
мальной удельной скорости роста в 
вариантах с концентрацией ауторегу­
лятора 10-7 и 10-6 М; 3 — увеличению 
накопления биомассы в вариантах 10-6 
и 10~5 М. Присутствие С7-АОБ в кон­
центрации 10-7 М уменьшало время 
пролиферативного цикла и ускоряло 
переход культуры к стационару, при 
этом накопление биомассы было мень­
ше, чем в контроле. Добавление С7-АОБ 
в среду роста также увеличивало ко­
личество образующихся при длитель­
ном хранении жизнеспособных покоя­

Рис. 2. Рост A. brasilense Sp 245 
в присутствии С7-АОБ в концентрации: 

1  — 10 - 5 М, 2  — 10 - 6  М, 3  — 10 - 7 М,
К — контроль (без С7-АОБ)

щихся форм бактерий (рис. 3). В бак­
териальных суспензиях с содержани­
ем С7-АОБ 10-7, 10-6 и 10-5 М жизне­
способность клеток через 5 мес хране­
ния была выше контрольной на 5, 3,5 
и 2.4% соответственно.

Рис. 3. Жизнеспособность клеток 
A. brasilense Sp245, выращенных 

в присутствии С7-АОБ и хранящихся 
в течение 5 мес при температуре 20°С

При рассеве длительно хранящих­
ся (в течение 5 мес) суспензий клеток 
A. brasilense Sp245 на твердую среду 
было отмечено изменение диссоциа­
тивного спектра, выражающееся в на­
растании доли мелких колоний во всех 
исследуемых вариантах (рис. 4 а). (При 
рассеве двухсуточных клеточных сус­
пензий доминировал исходный фено­
тип). Одновременно было зафиксиро­
вано существенное изменение в под­
вижности клеток опытных вариантов, 
которое зависело от концентрации вне­
сенных регуляторов и времени хране­
ния клеточных суспензий. Если через 
неделю хранения суспензий клеток в 
контроле доминировал Swa+ фенотип 
(табл. 1, рис. 4б), определяющий рас­
пространение бактерий в виде колец 
роения, то во всех опытных вариантах 
с внесением АЗП увеличивалась доля 
Gri+ фенотипа — распространение в 
виде группы клеток, дающих микро­
колонии (рис. 4 в, г). Данный фенотип 
отвечает за заселение растущих кор-
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Типы подвижности Azospirillum brasilense Sp 245 
в зависимости от концентрации внесенного АЗП и времени хранения

Т а б л и ц а  1

1 8 0



ней после «заякоривания» бактерий. В 
варианте опыта с внесением 5 мкг/мл 
АЗП также наблюдали появление про­
туберанцев — зон более быстродвижу- 
щихся клеток при роении (рис. 4 д). В 
этом варианте проявлялось наибольшее 
разнообразие морфотипов после 5-ме- 
сячного хранения, включая морфотип 
с отсутствием движения (Swa- Gri-) (см. 
табл. 1, рис. 4 е). Это было особенно 
заметно при инокулировании клетка­
ми этого варианта полужидких сред 
на основе фитагеля, что позволяло 
максимально моделировать гелеобраз­
ную структуру, формирующуюся во­

круг корней растений, за счет про­
дуцирования ими полисахаридов 
(рис. 4 ж).

В опытах с внесением С7-АОБ мы 
наблюдали появление в пролифератив­
ной фазе фенотипа Swa++, отличающе­
гося суперроением, что коррелирова­
ло с увеличением скорости роста куль­
туры (показанной ранее) в присутствии 
этого регулятора (рис. 4 з). При хране­
нии клеточных культур фенотип Swa++ 
сохранялся только в варианте с кон­
центрацией С7-АОБ 10-7 М, в этом же 
варианте было отмечено и увеличение 
доли Gri+ фенотипа (табл. 2, рис. 4 в, г).

Т а б л и ц а  2
Влияние различных концентраций С7-АОБ и времени хранения 

на подвижность Azospirillum brasilense Sp 245

Выводы

1. Присутствие в среде роста сим- 
биотрофных бактерий A. brasilense АЗП 
способствовало увеличению числа 
жизнеспособных покоящихся клеток 
при длительном хранении культур.

2. АЗП влияло на диссоциативный 
спектр выросшей популяции. Варьи­
руя количество АЗП в среде роста, 
можно добиться как стабилизации ис­
ходного морфотипа (10 мкг/мл), так и 
проявления максимального спектра 
диссоциантов (5 мкг/мл).

3. Внесение в среду роста симбиот- 
рофных бактерий С7-АОБ можно ре­
комендовать для получения диссоци-

антов с высокими ростовыми характе­
ристиками. Применение данного ауто­
регулятора будет существенно увели­
чивать эффективность бактериальных 
препаратов, использующихся для об­
работки семян перед посевом.

4. Полученные результаты могут 
быть использованы при разработке 
условий культивирования симбиотроф- 
ных бактерий, составляющих основу 
бактериальных препаратов. Примене­
ние добавок АЗП позволит увеличить 
количество клеток, способных дли­
тельное время сохранять жизнеспособ­
ность в почве, а также реализовывать 
симбиотрофную функцию.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 07-04-01011.
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Рецензент — к. б. н. АН. Смирнов

SUMMARY
киг work was focused on the regulatory effect of a wheat germ agglutinin (WGA) and 

chemical analogue of microbial anabiosis indusers (C7- AHB), on the growth of nitrogen-fixing 
bacteria Azospirillum brasilense Sp 245, the formation of their dormant cyst-like cells, and 
motility in semiliquid medium The addition of WGA in concentrations of 1, 5 and 10 Kg/ml 
unaffected the growth of studied bacteria, but favored the better maintenance of viable 
(plateable) cells in long stored cultures, as compared to the control (without WGA). Also, in the 
presence of WGA (10 rg/ml), the initial phenotype variant (Swa +) was stable, as judged from 
motility tests in semiliquid medium However, in a lesser concentration (5 rg/ml), WGA caused 
the emergence of a phase variant, capable to propagnate in a semiliquid medium in the form of 
aggregates or microcolonies (Gri + ). C7-AHB, being present in the growth medium of azospirilla 
at 10-7, 10-6, and 10-5 M, shortened the lag-phase, increased the maximum growth rate and the 
yield of biomass, assisted the preservation of the number of viable cells in old cultures, and 
stimulated the emergence of super-swarming (Swa ++ variant). The obtained data can be useful 
for selection of Azospirillum Swa ++ phenotypes, differing in motility in semiliquid media, and 
for creation of efficient bacterial fertilizers on a basis of symbiotrophic bacteria.

Key words: sinorhizobium meliloti, cystic resting cells, alkyloxibenzols, autoinductors of 
anabiosis, adiaphoria, mobility.
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