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АЗОТФИКСИРУЮЩМЕ В И Д Ы KLEBSIELLA 
В Ы Д Е Л Я Ю Т ИИДОЛИЛ-З-УКСУСНУЮ КИСЛОТУ * 

Азотфиксирующие бактерии, изолированные из растений (К. planiicola и К. oxyloca). 
исследованы на способность выделять индольные соединения, включая гормон роста 
индолил-3-уксусную кислоту (ИУК). Присутствие индолов в культуральной жидкости 
бактерий изучали методом тонкослойной хроматографии и высокоэффективной жид-
костной хроматографии высокого давления. Бактерии продуцировали ИУК при добав-
лении в питательную среду L-триптофина. В экстрактах культуральной жидкости бак-
терий обнаружены также индолил-3-молочная кислота, индолил-3-пировиноградная 
кислота, инОолил-З-ацетальдегид. 

Представители многочисленной группы ризосферных бактерий облада-
ют свойством выделять ауксины. Вначале с помощью биотестов, а позд-
нее—инструментальными методами исследования установлена способ-
ность к синтезу ауксинов у ризобий [1], ассоциативных бактерий (азо-
спириллы) [2, 3], свободкоживущих (азотобактер) [4, 5] , цианобакте-
рий [6], фитопатогенных микроорганизмов [7, 8]. Изначальная функ-
ция воздействия ауксинов на растение заключается в изменении фи-
зических и биохимических свойств клеточной степки, вследствие этого 
изменяется тургор клетки, что приводит к ее растяжению и ускоренно-
му делению. У фитопатогенных микроорганизмов ауксин индолил-3-ук-
суспая кислота (ИУК) является одним из факторов патогеипости, спо-
собствующим формированию галов или волосяного корня на инфици-
рованных растениях [9—12]. Перечисленные выше непатогенпые бак-
терии представляют интерес как потенциальные экологически чистые 
удобрения. Снабжая растение связанными формами азота, они также 
способны стимулировать его рост, выделяя фитогормоиы. В данном 
сообщении представлены результаты, свидетельствующие о выделении 
ИУК и других индольных соединений азотфиксирующими бактериями 
рода Klebsiella, выделенными из растений различных регионов С Р В 
и Украины. На основе изучения культурально-морфологических, физио-
логических и молекулярно-биологических характеристик бактерии-изо-
ляты идентифицированы как К. oxytoca и К. planticola (будет опубли-
ковано отдельно). В работу были взяты также неазотфиксирующие 
штаммы К. pneumoniae 13 883 ATCC и 12 351 IMA и азотфиксирующий 
штамм К. pneumoniae 50 231 CDC (из коллекции Ин-та генетики уни-
верситета г. Байройта, Ф Р Г ) . Бактерии предварительно тестировали па 
способность к биосинтезу индолов реактивом Сальковского [13]. Ин-
дольные соединения идентифицировали методом тонкослойной хрома-
тографии и определяли количественно методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии высокого давления ( Ж Х В Д ) . 

Бактерии инкубировали в средах (минимальной среде А [14] или 
безазотпой [15]) , содержащих 0,1 % L-триптофана, в течение 1—3 сут 
при температуре 30 °С. Клетки бактерий собирали центрифугировани-
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ем, дважды промывали физраствором, высушивали и взвешивали. Куль-
туральную жидкость доводили до рН 3,0, производные индола экстра-
гировали равным объемом этилацетата, обезвоживали сульфатом нат-
рия, последний удаляли фильтрацией. Этилацетатные фракции высу-
шивали под струси аргона при 37 0 C. Сухой материал растворяли в 
1 мл метанола, оставшийся дебрис удаляли фильтрацией (размер пор 
0,2 мкм), TXC проводили на пластинах Alufolien Kieselgel 60 F254 
(«Мегск», ФРГ) в хроматографической системе хлороформ : вода : ук-
сусная кислота (80: 1 5 : 5 ) . На высушенных хроматограммах вещества, 
содержащие индольный гетероцикл, обнаруживались в УФ-свете и при 
обработке реактивом Эрлиха [16]. Индолил-З-ацетальдегид (ИААльд) 
дополнительно идентифицировали 0,4 %-ным раствором 2,4-динитрофе-
нилгидразина (ДНФГ) в 2 н. HCl. Д л я Ж Х В Д использовали систему 
Gold 401 («Вескшап», США) с УФ-детектором (модель 167). Индолы 
разделяли на колонке С18 ODS (150X4,0 мм) с размером частиц 
8 мкм. Материал элюировали при комнатной температуре в изократи-
ческом режиме хроматографической системой метанол : вода : уксусная 
кислота ( 4 0 : 6 0 : 1). Скорость элюции 1 мл/мин. Измерение проводили 
при 280 им. Анализ и интеграцию площадей пиков осуществляли по 
программе Ж Х В Д . Д л я количественного определения индолов были 
построены калибровочные кривые стандартных растворов индольных 
соединений. 

Согласно предварительному исследованию культуральной жидкос-
ти бактерий реактивом Сальковского, неазотфиксирующие клебсиеллы 
не способны к образованию индолов и в дальнейшей работе не исполь-
зовались. В этилацетатных экстрактах азотфиксирующих клебсиелл с 
помощью TCX выявлена ИУК, индолил-3-молочная кислота ( И М о л К ) , 
индолил-3-пировиноградная кислота ( И П К ) , ИААльд, индол. ИУК и 
ИМолК проявлялись на хроматограммах в4 виде синих пятен, И П К — 
серо-желтого, ИААльд — желто-коричневого, индол — фиолетового пят-
на при орошении пластин реактивом Эрлиха. 2 ,4-ДНФГ давал специ-
фическую оранжево-коричневую окраску при взаимодействии с ИААльд. 
Хроматографическая подвижность обнаруженных индольных соедине-
ний (RF) : ИУК —0,67; ИМолК —0,27; И П К — 0,14; ИААльд — 0,74; 
индола — 0,83. 

При исследовании экстрактов бактерий с помощью Ж Х В Д все об-
наруженные индольные производные показали время удержания на ко-
лонке, идентичное таковому соответствующих стандартов. Результаты 
анализа экстрактов бактерий представлены в табл. 1. Бактерии вы-
деляли в ростовую среду ИУК и другие индолы, если в ней присутст-
вовал i - триптофан . Без добавки L-триптофана ИУК синтезировалась 
в следовых количествах. Максимальное количества ИУК бактерии сип-

Т а б л и ц а 1 
Выделение ИУК бактериями рода Klebsiella 
IAA production by bacteria of Klebsiella genus 

К. oxytoca VN-13 к . planticola UK-8 

Питательная среда Питательная среда 
мкг/мл мкг/мг мкг/мл мкг/мг 

Минимальная 1 2 , 3 5 ± 0 , 2 1 1 2 , 0 4 + 0 , 0 2 5 1,93-4-0,85 1,61 ± 0 , 0 7 
Б е з а з о т н а я 1 1 , 9 3 ± 0 , 3 5 — 2 ,01 ± 0 , 5 1 — 

К. planticola UK-36 К. pneumoniae 50231 CDC 

Питательная среда 
мкг/мл мкг/мг мкг/мл мкг/мг 

Минимальная 2 , 5 1 ± 0 , 0 3 2 , 3 9 ± 0 , 0 3 5 5 , 0 2 4 - 0 , 1 3 , 4 8 ± 0 , 0 6 5 
Безазотная 2 , 3 5 ± 0 , 2 4 — 4 , 3 3 ± 0 , 3 1 — 
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тезировали через трое суток после инокуляции, в стационарной фазе 
роста; ИПК, ИМолК — в логарифмической, и в дальнейшем их коли-
чество уменьшалось (табл. 2). Это может быть аргументом в пользу 
того, что биосинтез ИУК из L-триптофана у бактерий рода Klebsiella 
осуществляется через дезаминирование триптофана до ИПК, которая, 
с одной стороны, декарбоксилируется до ИААльд, легко окисляющегося 

Т а б л и ц а 2 
Динамика выделения индольных производных бактериями 
К. oxytoca VN -13 
Dynamics of indoles production by K- oxytoca VN-13 

Концентрация, мкг/мл 

Индол ьное 
производное 1 сут 2 сут 3 сут 

И У К 1 > 6 4 ± 0 , 1 5 8 , 5 8 ± 0 , 3 4 12 ,354-0 ,21 
ИМолК 4 8 , 5 0 ± 0 , 2 4 36,21-4-1,41 2 8 , 3 2 ± 1 , 5 2 
И П К 6 4 , 5 2 ± 2 , 2 3 5 2 , 3 3 + 1 , 2 4 3 5 , 5 6 ± 3 , 2 5 

до ИУК, с другой — она восстанавливается с образованием ИМолК, 
обладающей ауксиноподобным действием [17]. Такой путь превраще-
ния L-триптофана в ИУК описан для растений и азоспирилл [3, 18]. 
Фитопатогенные бактерии конвертируют ИУК через индолил-3-ацет-
амид [19, 20]. Д л я A. brasilense описан путь биосинтеза ИУК через 
образование триптамина и индолил-3-ацетальдегида [21]. Установление 
пути биосинтеза ИУК из L-триптофана у бактерий рода Klebsiella 
облегчает возможность идентификации генов конверсии L-триптофа-
на в ИУК. 

Авторы выражают благодарность за техническую помощь Т. И. Воз-
нюк и А. С. Журавлеву . 
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S u m m a r y 

Ni t rogen- f ix ing bacter ia isolated f rom p lan t K. planticola and K. oxytoca were examined 
for their abil i ty to produce indole compounds inc luding the p lan t ho rmone indole-3-acetic 
acid. Indoles presented in cu l ture f i l t r a tes were identif ied by th in- layer c h r o m a t o g r a p h y 
and quan t i t a tcd by h igh-pe r fo rmance liquid ch roma tog raphy . Bacter ia produced IAA 
when liquid media were supplemented wi th L- t ryp tophan . Addi t iona l indoles were found 
in cul ture f i l t ra tes : indole-3-lactic acid, indole-3-pyruvic acid, indole-3-aceta ldehyde. 
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ХРОМОСОМНЫЕ МУТАЦИИ В К У Л Ь Т И В И Р У Е М Ы Х 
Ф И Б РОБ Л ACT AX КИТАЙСКОГО ХОМЯЧКА, 
Т Р А Н С Ф И Ц И Р О В А Н Н Ы Х Р Е К О М Б И Н А Н Т Н О Й ПЛАЗМИДОЙ 
pBR322, С О Д Е Р Ж А Щ Е Й ГЕН ИНСУЛИНА Ч Е Л О В Е К А 

Было показано, что плазмиды pBR322 и pBR322ins (рекомбинантная плазмида, содер-
жащая ген инсулина человека) индуцируют аберрации хромосом в культивируемых 
клетках китайского хомячка как на ранних сроках после трансфекции, так и в после-
дующих поколениях клеток. Необходимо, таким образом, проводить тестирование на 
мутагенность молекул ДНК, создаваемых как для генотерапии наследственных болез-
ней человека, так и для решения других задач. 
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