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ВЛИЯНИЕ ИНОКУЛЯЦИИ                                                     
RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM И AZOTOBACTER 

CHROOCOCCUM НА СОДЕРЖАНИЕ НЕГАТИВНЫХ 
АЛЛЕЛОПАТИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ                                                                                                      

В КОРНЕВЫХ ЭКССУДАТАХ ПРОРОСТКОВ 
ГОРОХА (PISUM SATIVUM L.)

Л.Е. Макарова, И.С. Капустина, А.С. Мориц, С.С. Макаров

Механизмы взаимодействия бобовых культур с азотфиксирующими бак-
териями разных типов взаимоотношения с ними (эндо- и эктосимбионты) не 
изучены, однако исследования их актуальны Данные литературы удостове-
ряют о проявлениях защитных реакций на начальных этапах взаимодействия 
бобового растения с бактериями в клетках самого растении и в его ризосфе-
ре. На уровне ризосферы показателями этих реакций могут быть изменения 
содержания в корневых экссудатах компонентов антимикробного действия. 

Цель работы – изучение защитной (антимикробной) реакции проростков 
гороха (Pisum sativum L.) сорта Торсдаг на инокуляцию бактериями Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae (эндосимбионт) и Azotobacter chroococcum (экто-
симбионт), вносимых в водную среду роста корней. О реакции судили по из-
менения содержания в корневых экссудатах негативных аллелопатических 
соединений: пизатина, N-фенил-2-нафтиламина (N-ФНА), фталатов. По-
сле инокуляции проростки росли в условиях гидрокультуры 1 сут в камере 
“BINDER KBW-240” при 21°С, освещении 81 μМ.м-2сек-1 и фотопериоде 16/8 ч 
(день/ночь). В этилацетатных экстрактах из среды роста корней методом 
ВЭЖХ определяли содержание перечисленных соединений, а методом ГХ-МС - 
состав и соотношение фталатов. Обнаружены различия по влиянию ризобий 
и азотобактера на содержание этих соединений и на соотношения видов 
фталатов, неодинаковая активность штаммов бактерий в деградировании 
N-ФНА до фталатов от его концентрации в среде, разное влияние N-ФНА на 
жизнеспособность использованных в экспериментах бактерий. 

Заключение. Изменения в составе исследуемых соединений в среде роста 
корней у проростков гороха указывают на снижение защитной (антимикроб-
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ной) реакции в их ризосфере при инокуляции бактериями A. chroococcum, а при 
инокуляции бактериями R. leguminosarum – на ее усиление.
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EFFECT OF RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM                                                                         
AND AZOTOBACTER CHROOCOCCUM INOCULATION 
ON THE CONTENT OF NEGATIVE ALLELOPATHIC 

COMPOUNDS IN ROOT EXUDATES OF PEA 
SEEDLINGS (PISUM SATIVUM L.)

L.Е. Makarova, I.S. Kapustina, A.S. Morits, S.S. Makarov

Research on the mechanisms of plant-microbial interactions is currently rele-
vant. Many researchers have shown that when a legume plant starts to interact with 
bacteria, protective reactions develop in the cells of the plant and in its rhizosphere. 
Changes in the content of the antimicrobial reaction components of root exudates can 
be the protective reaction indicators at the rhizosphere level. 

The aim of this research was to study the protective (antimicrobial) reaction 
of pea (Pisum sativum L.) seedlings of the Torsdag variety to the inoculation with 
Rhizobium leguminosarum bv. viceae (endosymbiont) and Azotobacter chroococcum 
(ectosymbiont) introduced into the aqueous medium of the root growth. The reaction 
indicators were changes in the content of negative allelopathic compounds in root 
exudates: pisatin, N-phenyl-2-naphthylamine (N-PNA), and phthalates. After the inoc-
ulation, the seedlings grew for 24 h in the BINDER KBW-240 chamber at 21°C, with 
lighting of 81 μM.m-2sec-1 and a 16/8 h day/night photoperiod. In ethyl acetate extracts 
from the aqueous medium where the seedling roots were immersed, the content of the 
compounds was determined by HPLC, while changes in the composition and ratio of 
phthalates were determined by GC-MS. The different effects of rhizobia and azoto-
bacter on the content of the above compounds and on the ratio of phthalate types in 
root exudates were established. Data indicating the different ability of both bacterial 
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species to degrade N-PNA to phthalates and the dependence of this process activity 
in the bacteria studied on its concentration in the medium were presented. N-PNA 
differently but negatively affected the viability of the bacteria used in the experiments. 

Conclusion. The changes in the content of the studied compounds in the root 
growth medium allow us that there was a decrease in the antimicrobial reaction in 
pea seedling rhizosfera when inoculated with A. chroococcum.  However, this reaction 
intensified when inoculated with bacteria of the genus Rhizobium.

Keywords: Pisum sativum L.; Rhizobium; Azotobacter; root exudates; pisatin; 
N-phenyl-2-naphthylamine; phthalates 
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Известно, что в обеспечении растений азотом особая роль принадле-
жит почвенным микроорганизмам, среди которых внутриклеточные, эндо-
фитные и эпифитные азотфиксаторы [9]. Более высокой эффективностью 
азотфиксации характеризуются бактерии, поселяющиеся в корневых и сте-
блевых клубеньках, формирующихся у растений. Полагают, что в каче-
стве возможных поставщиков доступных для бобового растения азотных 
соединений, необходимых на первых этапах формирования клубенько-
вых азотфиксирующих структур, служат ризосферные свободноживущие 
азотфиксирующие бактерии из родов Azotobacter, Azospirillum, Bacillus [7]. 

Из результатов работ [1, 2] следовало, что совместное действие на бо-
бовое растение бактерий из родов Rhizobium и Azotobacter, оказывается 
полезным для его роста. При этом показано, что ассоциативные бакте-
рии Azotobacter chroococcum, как и ризобии, в начальные периоды после 
инокуляции могут вызывать защитные реакции в клетках их корней, даже 
более заметные, чем клубеньковые бактерии.

Защитные реакции растений в ответ на инфицирование проявляются 
не только на уровне клеток их органов, но и на уровне их ризосферы. В 
прикорневой зоне протекторную функцию принимают на себя экскрети-
руемые корневыми клетками во внешнюю среду компоненты, обладаю-
щие антимикробным действием. В числе веществ такого рода действия 
различные по структуре соединения. В первую очередь – фитоалексины, 
которые отличаются по химической структуре не только у разных родов 
растений, но и у видов одного рода [23]. Фитоалексины усиленно синте-
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зируются растениями не только при действии на них фитопатогенов, но 
и бактерий, вступающих с растением в мутуалистические взаимоотноше-
ния, и при биотических стрессах [26, 29]. При высоких концентрациях 
антимикробным действием могут обладать ряд синтезируемых растени-
ями низкомолекулярных соединений, названных “фитоантисипинами” 
(phytoanticipins) [30]. К фитоантисипинам отнесены присутствующие в 
клетках растений в нормальных для них условиях существования арома-
тические соединения. Они повышенно накапливаются в тканях растения 
в условиях стрессов и секретируются растением в экссудаты. У растений 
гороха к таковым можно отнести циннамилфенолы, 2′-метоксихалкон и 
изофлавоноиды, которые обнаружили в их тканях в условиях стресса [12]. 
Вместе с тем, в клетках гороха и других видов бобовых растений, наряду 
с фитоалексином пизатином у бобовых культур в корнях и в корневых экс-
судатах в весьма заметных количествах обнаружены алкалоид необычной 
структуры – N-фенил-2-нафтиламин (N-ФНА) и фталаты [22]. Данные со-
единения вполне могут принимать участие в негативном контролировании 
роста бактерий, вступающих в эндосимбиоз с бобовыми культурами, а так-
же роста других почвенных бактерий [21, 22]. В настоящее время N-ФНА 
и фталаты отнесены к опасным для живых организмов веществам [11, 16, 
24], а негативная роль пизатина показана также и в отношении некоторых 
видов растений [17]. 

В результате проведенной нами серии экспериментов [5, 19, 20, 22] в 
корневых экссудатах проростков гороха прослежена зависимость содер-
жания пизатина, N-ФНА и дибутилфталата от размера корня и от вида 
воздействующих на корни бактерий. Показано влияние условий освеще-
ния и температуры на количество N-ФНА и фталатов, а также условий 
температуры на состав фталатов. При этом мы стремимся выяснить роль 
этих соединений во взаимодействии бобовых культур с различными поч-
венными микроорганизмами. Наиболее вероятная роль N-ФНА и фталатов 
в качестве негативных регуляторов роста бактерий нами показана в ос-
новном на примере бактерий, вступающих в симбиотические отношения 
с растениями гороха [21, 22]. Во взаимоотношениях бобового растения со 
свободно живущими азотфиксирующими бактериями, не проникающими 
в его ткани, участие данных соединений не было изучено. Мы полагаем, 
что N-ФНА и фталаты совместно с пизатином являются потенциальными 
кандидатами и для контролирования роста ассоциативных бактерий, ко-
торые могут аккумулироваться в естественных условиях в прикорневой 
зоне растения гороха. 
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Ризосферные бактерии способны подвергать катаболизму многие аро-
матические соединения. Поэтому наряду с секретируемыми растением во 
внешнюю среду ароматическими соединениями в их ризосфере вполне 
могут оказаться продукты их биодеградации при участии присутствующих 
здесь же бактерий. Некоторые из образовавшихся продуктов деградации 
могут оказаться факторами модуляции метаболических процессов в клет-
ках бактерий. Нами установлено, что некоторые виды почвенных бактерий 
способны деградировать N-ФНА до фталатов [21]. Это дало основание 
полагать, что таким образом бактерии могут способствовать изменениям 
в прикорневой зоне растения концентрации N-ФНА и количественного 
соотношения в составе фталатов. 

Цель настоящей работы – сравнение защитной (антимикробной) реак-
ции проростков гороха, проявляющейся на уровне ризосферы в началь-
ные периоды инфицирования их корней бактериями R. leguminosarum bv. 
viceae и A. chrococcum, различных по специфике отношений с растениями 
гороха (эндосимбионт и эктосимбионт). Для этого через 1 сут после ино-
куляции бактериями в корневых экссудатах проростков гороха сравнивали 
изменения содержания пизатина, N-ФНА и фталатов, влияние N-ФНА на 
жизнеспособность обоих штаммов бактерий и деградирующие способно-
сти этих бактерий в отношении N-ФНА. 

Материалы и методы
Объектами исследований служили проростки гороха (Pisum sativum L.) 

сорта Торсдаг и бактерии R. leguminosarum bv. viceae (штамм RCAM1022, 
получен из Всероссийского научно-исследовательского института сель-
скохозяйственной микробиологии, г. Пушкин) и A. chroococcum (штамм 
Az dl0 ВКМ В-2272 Д), из коллекции Центра коллективного пользования 
(ЦКП) “Биоресурсный центр” Сибирского института физиологии и био-
химии растений (СИФИБР) СО РАН, г. Иркутск). 

Семена гороха, используемые для получения проростков, обеззара-
живали путем промывания водой с мылом и с последующей обработкой 
3%-ным раствором перекиси водорода. Эксперименты с проростками про-
водили по схеме, описанной нами ранее [5]. Согласно схеме прорастание 
семян и рост проростков, служивших исходным материалом в работе, про-
водили на влажной фильтровальной бумаге, в термостате без освещения 
при температуре 21°С в течение 48 ч. Далее проростки инкубировали в 
условиях гидрокультуры в камере BINDER KBW-240 (“Binder”, Германия) 
при 21°С, освещении 81 μМ.м-2сек-1 и фотопериоде 16/8 ч (день/ночь) в те-
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чение 24 ч. Объем раствора в сосудах составлял 250 мл, число проростков, 
приходившихся на 1 сосуд – 36. Размеры корней исходных проростков со-
ставляли в длину 35 – 38 мм, по окончании эксперимента – 45 –50 мм. В 
водную среду для проростков вносили необходимые для их роста микро-
элементы из расчета 1 мл/л воды каждого раствора солей: ZnSO4 (0.05 г/л), 
NaMoO4 (1.76 г/л), CuSO4 (0.05 г/л), MnCl2 (0.35 г/л), H3BO3 (0.5 г/л). Одно-
временно с помещением корней проростков в водную среду в нее вносили 
бактерии (R. leguminosarum bv. viceae, A. chroococcum), но не вносили их 
в среду с растениями контроля. Инокуляцию осуществляли в период по-
мещения корней проростков в водную среду. Инокулят бактерий вносили 
в сосуды в виде водного смыва с твердой агаризованной среды до концен-
трации 4.0 × 105 кл./мл. 

Культуры бактерий. Твердые агаризованные среды для клубенько-
вых бактерий готовили на гороховом отваре согласно прописи из работы 
[3], для азотобактера применяли среду Эшби. Для получения показателей 
жизнеспособности бактерий и для исследований продуктов деградации 
N-ФНА использовали планктонные культуры бактерий. Их выращивали 
в жидкой минимальной среде, приготовленной, как описано в работе [15], 
но с использованием 0.1% глюкозы в качестве углеводного источника пи-
тания для бактерий. После предварительной 1-сут адаптации в указанной 
среде бактерии переносили в такую же среду с N-ФНА (“Sigma”, США) 
для инкубации течение 1-2 сут в колбах на роторной качалке, без освеще-
ния и при температуре 20-22°С. 

Титр бактерий в смывах с твердых сред, вносимых в колбы и в сосуды 
с корнями проростков, а также в жидких культуральных средах с бакте-
риями, измеряли на планшетном спектрофотометре “Immunochem-2100” 
при 675 нм (“High Technology Inc.”, США). 

Изучение деградации N-ФНА бактериями и его влияния на жизне-
способность бактерий. В конические стеклянные колбы объемом 0,5 л 
вносили жидкую минимальную среду, N-ФНА (до концентрации 10 или 
100 мкМ), и небольшой объем суспензии из колбы с адаптированными 
бактериями. Общий объем жидкости в колбах составлял 0.25 л. Колбы с 
бактериями помещали на роторную качалку (60 об./ мин) и инкубировали 
1 или 2 сут при температуре 20 –22°С. 

При изучении деградации N-ФНА в колбы вносили бактериальные су-
спензии до достижения в инкубационной среде концентрации бактерий 
1.5х103 кл./мл. Выросшую культуру центрифугировали при 8000 g в тече-
ние 20 мин при 4°С, используя центрифугу модели “Avanti J-26 XP JLA” 
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(“Beckman Coulter”, США). Из супернатанта, после подкисления 2 н 
HCl до рН 3.0–4.0, этилацетатом экстрагировали ароматические соеди-
нения. Полученные экстракты упаривали досуха в вакууме в темноте, 
сухой остаток растворяли в небольших объемах очищенного от переки-
сей этилацетата и помещали в стеклянные бутылочки для газово - хрома-
то-масс-спектрометрического (ГХ-МС) анализа.

При изучении влияния N-ФНА на жизнеспособность бактерий их 
титр в начале экспозиции составлял 4.5 х103 кл./мл. Процент жизнеспо-
собных клеток в составе аутоагрегатов бактерий, присутствовавших в 
культуральных средах, определяли по флуоресценции после обработ-
ки последовательно, 0.5%-ным пропидий йодидом (маркер для мерт-
вых клеток), затем 50 мМ флуоресцеин диацетатом (маркер для живых 
клеток). Для просмотра бактерий-содержащих суспензий использовали 
инвертированный микроскоп “Axio Observer” (“Carl Zeiss Microscopy”, 
Германия). Определяли процент живых клеток от общего количества 
клеток в составе плавающих в культуральной жидкости аутоагрегатов 
(скопление бактерий, погруженных в слизистую матрицу) на 10-ти слу-
чайно взятых полях.

Получение экстрактов аллелопатических веществ, входящих в 
состав корневых экссудатов. Фенольные соединения корневых экссу-
датов извлекали из водной среды для роста корней после ее подкисления 
раствором 2 н. HCl до рН 3.0. Трехкратную экстракцию осуществляли 
при помощи этилацетата (соотношение 1:1, v/v), который затем упари-
вали в токе холодного воздуха в условиях затемнения. Сухой остаток 
растворяли 1.0 мл метанола и содержащиеся в нем соединения иссле-
довали методом ВЭЖХ. Затем из экстракта в вакууме удаляли метанол. 
Остаток перерастворяли в этилацетат, производили силилирование со-
единений экстракта (БСА + ГМДС) и исследовали их состав методом 
ГХ-МС-анализа. Экстракты в обоих растворителях помещали в стеклян-
ные виалы. 

Определение содержания аллелопатических соединений методом 
ВЭЖХ. Определение содержания пизатина, N-ФНА и дибутилфталата 
осуществляли методом ВЭЖХ на хроматографе “Shimadzu LC-10ATvp” с 
УФ-детектором (“Shimadzu”, Япония). Схема разделения, способы иден-
тификации соединений подробно описаны в работе [21]. Для идентифи-
кации и получения калибровочных графиков использовали аутентичные 
образцы N-ФНА (“Sigma”, США), дибутилфталата (“Реахим”, Россия) и 
пизатина, который был ранее любезно предоставлен профессором Х.Д. 
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Ван-Эттеном (Отдел науки о растениях университета Аризоны, США). 
Детектирование соединений проводили при 280 нм. Количественные 
расчеты производились по адсорбционным профилям по высоте пиков, 
с использованием калибровочных графиков, построенных для разных 
концентраций исследуемых соединений. Величины достоверности ап-
проксимации (R2) составляли 0.96 – для N-ФНА, 0.98 – для дибутилфта-
лата, 0.99 – для пизатина. 

Исследование состава фталатов в корневых экссудатах и в куль-
туральных средах методом ГХ-МС-анализа. Анализ состава фталатов 
в экстрактах проводили с использованием хромато-масс-спектрометра 
“7000QQQTripleQuad/7890A MSD/DS” (“Agilent Technology”, США). Схе-
ма проведения ГХ-МС-анализа подробно изложена в работе [11]. Ана-
лиз проводили в режиме регистрации полного ионного тока (SCAN). Для 
идентификации анализируемых соединений использовали библиотеки 
масс-спектров NIST08 и WILEY7, а также проводили сравнение с аутен-
тичными образцами N-ФНА (“Sigma”, США), дибутилфталата (“Реахим”, 
Россия), бис(2-этилгексил)фталата (синоним – диоктилфталат) и диэтил-
фталата (“Sigma –Aldrich”, Германия). Бутил-тетрадецил фталат иденти-
фицирован по данным библиотеки масс-спектров NIST08. 

Статистическая обработка результатов
Для статистической обработки полученных результатов использовали 

Microsoft Excell. На рисунках и в таблицах приведены средние значения 
и стандартные отклонения для них, которые получены из трех независи-
мых экспериментов.

Результаты и их обсуждение
При сравнении данных, полученных методом ВЭЖХ для растений кон-

трольного варианта и инокулированных R. leguminosarum bv. viceae и A. 
chroococcum, видится различный характер влияния двух видов бактерий 
на содержание в среде роста корней пизатина, N-ФНА и дибутилфталата 
(рис. 1). Инокуляция ризобиями приводила к увеличению общего содержа-
ния перечисленных соединений, в основном за счет пизатина, а при ино-
куляции азотобактерами – к уменьшению. При этом содержание N-ФНА 
падало более, чем в 10 раз, пизатина и дибутилфталата – в 1,2 и 1,4 раза, 
соответственно. В итоге, в расчете на 1 проросток общее количество на-
званных соединений в водной среде роста корней в присутствии ризобий 
оказалось выше в 2,3 раза, чем в присутствии азотобактера. 
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Рис. 1. Водная среда для корней

Методами ГХ-МС-анализа в среде роста корней проростков гороха 
идентифицировали фталаты четырех видов: дибутил- , диоктилфталат, 
диэтилфталат и бутил-тетрадецилфталат (рис. 2). Среди них по процент-
ному отношению площадей пиков у растений контроля и инокулирован-
ных ризобиями практически в равной мере доминировали дибутил фталат 
и диоктил фталат. В среде с азотобактером среди фталатов преобладал 
диоктилфталат. Площадь пика для него почти в 2 раза превышала тако-
вые для дибутил фталата и диэтилфталата. У растений всех вариантов 
выращивания среди фталатов 3-6% составлял бутил-тетрадецил фталат, 
промежуточное соединение при образовании дифталатов с одинаковыми 
углеводородными цепочками.

Выше отмечено, что инокуляция ризобиями способствовала увеличе-
нию в среде роста корней общего содержания изучаемых соединений, в 
основном за счет пизатина. Синтез данного фитоалексина свойственен 
растениям гороха. Среди исследуемых нами соединений пизатин в наи-
большей степени изучен по его антигрибным и антибактериальным свой-
ствам, которые имеют значение в межорганизменных взаимоотношениях. 
У растений гороха усиление аккумуляции пизатина наблюдали под вли-
янием грибных и бактериальных инфекций, в условиях абиотических 
стрессов [29, 30]. Пизатин может подавлять бактерии из рода Rhizobium, 
нодулирующие корни бобовых культур [13, 26]. При этом у разных штам-
мов R. leguminosarum замечена неодинаковая чувствительность к пиза-
тину. У некоторых представителей грибных патогенов бобовых культур 
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из рода Fusarium снижение чувствительности к пизатину объясняли об-
наруженной у них способностью деградировать данное соединение [30]. 
Подобные явления деградации пизатина не зафиксировали в научной лите-
ратуре у бактерий, тем не менее, у этих микроорганизмов они вполне допу-
скаются [13]. В наших исследованиях на деградацию пизатина бактериями 
A. chroococcum косвенно показывает понижение его уровня в среде роста 
корней проростков гороха, по сравнению с растениями контроля (рис. 1). 

Рис. 2. Влияние бактерий R. leguminosarum bv. viceae и A. chroococcum на соотношение 
фталатов в среде роста корней проростков гороха через 1 сут экспозиции. 

1 – диэтилфталат; 2 – бутил-тетрадецил фталат; 3 – дибутилфталат; 4 – диоктилфталат. 
По оси абсцисс: вариант водной среды для роста корней; по оси ординат: S,% – относи-
тельный показатель площади для пиков на хроматограмме (ГХ-МС) для фталатов, в % % 

Обнаруженную в среде роста корней проростков разницу по содержа-
нию N-ФНА при инокуляции ризобиями и азотобактерами мы объясняем 
неодинаковой активностью деградации данного соединения этими вида-
ми бактерий. Мы полагаем, что уменьшение содержания N-ФНА в среде 
роста корней проростков при инокуляции бактериями Azotobacter произо-
шло вследствие его активной деструкции в клетках данного вида бактерий. 
Данная способность катаболизировать N-ФНА с образованием фталатов 
нами показана у R. leguminosarum bv. viceae, Pseudomonas syringae pv. pisi, 
Clavibacter michiganensis sps. sepedonicus [21]. У A. chroococcum на спо-
собность осуществлять те же процессы показывает появление фталатов в 
культуральных средах c N-ФНА (табл. 1). 
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Активность деградации N-ФНА азотобактером и ризобиями можно оце-
нить по соотношениям площадей пиков для данного субстрата и для продук-
тов, образовывавшихся при его деградации – фталатов (табл. 1). Сравнение 
площадей пиков показывает, что за 1 сут экспозиции бактериями Azotobacter 
10 мкМ N-ФНА в культуральных средах деградировано полностью, а ризобия-
ми – лишь частично. Такая разница по деградирующей способности в отноше-
нии N-ФНА у азотобактеров и ризобий может быть объяснением возникшей 
под их влиянием разницы по содержанию его в средах роста корней (рис. 1). 

Таблица 1. 
Состав соединений в этилацетатных экстрактах из ростовых сред бактерий, 

росших 1 -сут с 10 мкМ или 2-сут с 100 мкМ N-ФНА

Соединение t уд.,
мин

Ver., 
%

S, % 
10 мкМ 100 мкМ

R. legumi-
nosarum 
bv. viceae 

A. 
chrooco

ccum

R. legu-
minosa-
rum bv. 
viceae

A. 
chrooco

ccum

Фталевый ангидрид 8,0 50,5 0.3±0,1 - 0,4±0,1 -
о-Фталевая кислота - -
Диэтилфталат 14,1 35,0 - 8,42±0,55 1,3±0,3 2,6±0,2
Бутил-октил фталат 19.9 11.8 - 3,25±0,13
Дибутилфталат 21,6 29,3 3,21±0,26 100 4,3±0,6 0,7±0,1
N-ФНА 26,6 47,5 30,23±1,62 0 100 100
Диоктилфталат 31,7 71,5 100 57,7±3,7 0,6±0,1 -
(бис-7-метил-октил)
фталат 34,9 65,9 1,16±0,20 - - -

Примечание к таблице 1. Обозначения: t уд. – время удерживания, Ver, % – ве-
роятность, S, % – относительная площадь пика. В таблице приведены средние пока-
затели для относительной площади пика (S, %) и стандартные отклонения для них.

Снижение активности деградации N-ФНА у исследуемых бактерий 
происходило при его концентрации в среде 100 мкМ (табл. 1). Его можно 
заметить при сопоставлении соотношений пиков для фталатов и N-ФНА 
в культуральных средах с 10 и 100 мкМ N-ФНА, учитывая при этом дли-
тельность культивирования. 

Различия по активности катаболизма ароматических соединений у 
сравниваемых видов бактерий, скорее всего, предопределены на генети-
ческом уровне. Для бактерий рода Rhizobium индуцибельный синтез фер-
ментов, участвующих в катаболизме ароматических соединений, является 
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характерной особенностью [27]. Более высокая, чем у ризобий, активность 
при деградации N-ФНА (10 мкМ) у используемого в наших экспериментах 
штамма бактерий A. chroococcum, позволяет полагать, что синтез фермен-
тов, необходимых для биодеградации названного соединения, у этих бак-
терий экспрессируется конститутивно. Протокатехоат оксигеназа, которая 
может участвовать при деградации полициклических ароматических со-
единений по фталатному пути до образования кислот цикла Кребса [18], 
была очищена из A. vinelandii, другого представителя рода Azotobacter, и 
изучена после выращивания этих бактерий на среде с п-гидроксибензоа-
том [14]. Возможно, именно стабильное присутствие данного фермента 
в клетках штамма A. chroococcum позволяет объяснить его устойчивость 
к дельтометрину, одному из свойств, которое было в числе определяю-
щих при его селектировании [4]. Косвенным подтверждением тому, что 
фталатный путь при деградации N-ФНА азотобактерами завершается 
расщеплением протокатеховой кислоты до β-карбокси-цис-цис-муконата 
при участии фермента протокатехоат оксигеназы (ЕС 1.13.11.3) [18] могут 
быть данные на рисунке 1 и в таблице 1. Это наиболее низкий показатель 
содержания N-ФНА и фталатов (рис. 1) в среде роста корней с азотобак-
тером и высокая катаболическая активность этих бактерий в отношении 
10 мкМ N-ФНА (табл. 1), о которых уже было сказано выше. 

Представленные в таблице 2 данные, характеризуют изменения жизне-
способности бактерий R. leguminosarum bv. viceae и A. chroococcum и явля-
ются свидетельством негативного влияния N-ФНА на эти виды бактерий. 

Таблица 2. 
Процент жизнеспособных клеток в составе аутоагрегатов                                    

бактерий, росших в планктонных культурах без внесения (контроль)                         
и с внесением в среду 10 и 100 мкМ N-ФНА

Вариант Длительность  
экспозиции, сут

Вид бактерий

R. leguminosarum 
bv. viceae A.chroococcum 

Контроль 0 (адаптация) 16,2±5,28 24,3±6,9
1 8,2 ± 1,7 18,8±6,3
2 4,0 ±1,6 4,0±1,9

10 мкМ
N-ФНА

1 3,2 ± 1,2 1,1±0,5
2 1,0 ± 0,0 1,0±0.4

100 мкМ 
N-ФНА

1 3,0 ± 0,7 0,8±0,3
2 0,5 ± 0,0 0,6±0,2
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Приступая к анализу данных таблицы 2, следует учесть, что в среде 
роста бактерий в наших экспериментах было низкое содержание углевод-
ного источника питания (0.1%, см. Методику). Эти условия олиготрофного 
питания на 2-е сут экспозиции приводили к снижению жизнеспособно-
сти бактерий уже в клетках их контроля. Внесение в культуральную сре-
ду N-ФНА усилило снижение показателей жизнеспособности. Данные в 
таблице 2 указывают на разный характер и степень влияния N-ФНА на 
жизнеспособность этих штаммов бактерий. Степень снижения жизнеспо-
собности возрастала с повышением концентрации N-ФНА. Характер ре-
акции на N-ФНА и на повышение его концентрации в ростовых средах 
у сравниваемых бактерий существенно отличался. Менее всего чувстви-
тельными к изменению концентрации от 10 до 100 мкМ N-ФНА оказались 
ризобии. У азотобактера в контроле наблюдался больший, по сравнению с 
ризобиями, показатель жизнеспособности. Под влиянием N-ФНА у азото-
бактера он оказался почти в 3 раза ниже, чем у ризобий уже при его кон-
центрации 10 мкМ, и еще немного снизился при концентрации 100 мкМ.

Представленные результаты позволяют связать усиление снижения 
жизнеспособности бактерий при концентрации N‑ФНА 100 мкМ (табл. 
2) с ингибированием процесса его катаболизма при той же его концентра-
ции в бактериальных клетках (табл. 1). Вероятно, при высокой концентра-
ции N‑ФНА повышенная аккумуляция его в бактериальных клетках ведет 
к торможению у них катаболических процессов, ведущих к образованию 
фталатов. Этому могут способствовать физико-химические свойства со-
единения, такие как высокая липофильность, благоприятствующая про-
никновению его через клеточные мембраны, и высокая антиоксидантная 
активность, которая может быть помехой окислительным процессам при 
деградации фталатов [11, 25]. 

Третья группа веществ, которая была в поле зрения наших исследова-
ний – фталаты. На роль ростовых регуляторов в микробиоме ризосферы 
растений для фталатов показывают результаты работ, раскрывших осо-
бенности их действия в качестве ингибиторов роста бактерий [10, 22, 28]. 
Обнаружено, что степень негативного эффекта фталатов определяется не 
только концентрацией их в среде, но и видом алкильных группировок в их 
молекулах, присоединенных эфирной связью к о-фталевой кислоте, а так-
же зависит от вида бактерий, испытывающих их действие [16]. В работе 
[28] отмечено неоднозначное действие представителей фталатов на рост 
бактерий в планктонной культуре и в биопленках. Вместе с тем, многие 
свободноживущие микроорганизмы способны использовать эфиры о-ф-
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талевой кислоты в качестве источника углерода и энергии, что дает им 
определенные селективные преимущества [8]. 

Данные на рисунках 1 и 2 показали на изменения относительно кон-
троля в составе фталатов, которые возникли под влиянием Rhizobium и 
Azotobacter в среде роста корней проростков гороха. При инокуляции ризо-
биями произошло незначительное увеличение количества дибутилфталата 
и небольшое снижение процентного отношения диоктил- и диэтилфтала-
тов. Под влиянием азотобактера вместе с уменьшением количества дибу-
тилфталата существенно возросло процентное отношение к нему для трех 
других видов фталатов. При этом диоктилфталат оказался доминирующим 
среди представителей обсуждаемой группы веществ. Если принять во вни-
мание данные работ [10, 28], указывавших на антибактериальные свойства 
диоктил- и диэтилфталатов, можно предположить, что при возникших из-
менениях в составе фталатов у бактерий Azotobacter возник потенциал для 
повышения их конкурентоспособности. 

Изменения соотношений фталатов в среде роста корней проростков 
гороха под влиянием изучаемых видов бактерий могут происходить вслед-
ствие существования у них возможностей для деградирования N-ФНА 
до образования фталатов и для преобразовывания одних видов фталатов 
в другие, путем изменения у них длины алкильных цепей, эфирно свя-
занных с о-фталевой кислотой. Второе из свойств замечено у некоторых 
представителей почвенных бактерий авторами работы [8] и подтвержде-
но нашими исследованиями [21]. Способность бактерий преобразовывать 
одни виды фталатов в другие может служить объяснением несоответствия 
соотношений между видами фталатов в культуральных средах (табл. 1) и 
в среде роста корней (рис. 2). 

Заключение
Приведенные результаты свидетельствуют о несхожем характере про-

явления у проростков гороха растения защитной реакции антимикробной 
направленности на уровне ризосферы, которое обнаружилось у них при вза-
имодействии в течении 1 суток с бактериями эндофитного и эпифитного 
типа сосуществования с ним. Повышение под влиянием R. leguminosarum bv. 
viceae содержания соединений негативного действия на бактерии: пизатина, 
N-ФНА и фталатов в среде роста корней проростков гороха является свиде-
тельством усиления у них защитной реакции. Возможно, это усиление имеет 
связь с процессами адгезии ризобий на поверхности корней и началом про-
никновения их в корневые волоски, которые характерны для данного этапа 
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формирования бобово-ризобиального симбиоза [6]. Обнаруженное уменьше-
ние количества вышеперечисленных соединений в среде роста корней с бак-
териями A. chroococum показывает на ослабление защитной реакции против 
бактерий и на возникновение более комфортных условий для существования 
ризосферных бактерий в прикорневой зоне проростков гороха. 

Бактерии R. leguminosarum bv. viceae и A. chroococcum, отличающиеся 
по активности катаболизма N-ФНА и, по-видимому, различной возмож-
ностью для прохождения процесса метаболизации фталатов по β–кето-
адипатному пути, в прикорневой области проростков гороха вносили 
различный вклад в содержании и в состав фталатов. 

Практические рекомендации
N-ФНА – это соединение, которое имеет не только биотическое, но и тех-

ногенное происхождение (синтезирован химиками и широко используется в 
различных химических технологиях). Его аккумуляция в окружающей среде 
может негативно сказываться на животных организмах и на здоровье человека. 
Приведенные в работе данные по способности деградации N-ФНА у свобод-
ноживущих азотфиксирующих бактерий штамма A. chroococcum, показыва-
ющие на его высокую деградирующую активность, позволяют рекомендовать 
его для применения в качестве компонента биопрепаратов для рекультивации 
почв, загрязненных соединениями аналогичной структуры (нафталины).
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