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ВЛИЯНИЕ РАСТИТЕЛЬНОГО СОКА ЛЮЦЕРНЫ НА РОСТ И 
РАЗМНОЖЕНИЕ КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИИ ЛЮЦЕРНЫ

(Сообщение 2-ое)

Рядом авторов изучено влияние растительных экстрактов на разви
тие клубеньковых бактерий. Например, Nielsen [8] отмечает, что еще со 
времен Бейерникз было известно благоприятное влияние растительных 
экстрактов на развитие микроорганизмов, однако нет достаточных дан
ных о том, что клубеньковые бактерии лучше развиваются в экстрактах 
своих симбионтов. Мешков в 1951 г. установил, что корневой сок гороха 
благоприятно действует на Pseudomonas, а в корневом соке кукурузы азо
тобактер развивается лучше, чем клубеньковые бактерии. Nicol and 
Thornton [7| отмечают, что инактивные штаммы клубеньковых бактерий 
образуют в корневом соке факторы, угнетающие рост клубеньковых бак
терий, наоборот, в соках бобовых растений, зараженных активными штам
мами, стимулируется рост клубеньковых бактерий. Н. А. Красильников 
и А. И. Кореняко [2] установили, что натуральный неразведенный сок бо- 
бовых растений, полученный растиранием ткани и насасыванием пасте
ровской пипеткой из срезов стеблей и корней։, бактерициден. Наиболь
шей бактерицидностью обладают соки бобовых растений клевера, донни
ка н люцерны. Сок, разведенный до 1 : 10 и I : 20, в большинстве случаев 
не бактерициден, но задерживает развитие бактерии. При разведен։пн 
1 : 50 сок указанных растений является хорошим питательным субстра
том и даже стимулирует их рост. Авторы не могли установить какой-лцбо 
специфичности в действии соков разных бобовых на клубеньковые бакте
рии других видов. В дальнейшем Б. П. Токиным [3] было установлено 
наличие бактерицидных «еществ у многих расттельных видов, подавляю
щих рост микроорганизмов. Эти вещества автором названы фитонцида
ми. Е. Ф. Березова и Г. X. Ремпе i[ 11 установили, что сок из корней лю
церны проявляет бактерицидность по отношению к клубеньковым бакте
риям. По данным Ремпе, количество бактерицидных веществ у клевера и 
люцерны возрастает в период цветения, а также на второй и третий год 
жизни растений.

Для выяснения причин специфичности клубеньковых бактерий 
М. X. Чайлахяи, А. А. Меграбян if II. А. Карапетян |[5] испытывали дей
ствие растительных тканей бобовых растений на клубеньковые бактерии 
как специфических, так и не специфических для отдельных видов расте
ний. На основании полученных экспериментальных данных авторы прихо
дит к выводу, что корни бобовых растений обладают избирательной бак-
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терицидностью в отношении клубеньковых бактерий. Рост клубеньковых 
бактерий, не специфических для данного вида растений подавляется, а
рост специфических клубеньковых бактерий не подавляется. Листья и 
стебли бобовых растений в отношении клубеньковых бактерий бактери
цид ностью не обладают. > ֊*

• Корни бобовых растений оказывают стимулирующее действие на 
рост клубеньковых бактерий соответствующего вида и указывают па на
личие в корнях бобовых стимулирующих веществ. Эти данные подтвер-
ждаются работой Thorne and Brown [9| о специфичности растительных со-
ков различных бобовых растений для различных видов клубеньковых 
бактерий. Испытанные ими 7 видов клубеньковых бактерий хорошо 
развивались в соке своих симбионтов, а соки некоторых бобовых ока
зались бактерицидными для не своих клубеньковых бактерий. Раститель
ный сок они выжимали под давлением 4000 фунтов на дюйм, полу
ченный сок центрофугировали (35000 оборотов мин) в течение 10-ти 
минут, после чего фильтровали бумажным фильтром, затем через Шам- 
берлана Ьз. Осаждались белки, главным образом, альбумины. Получен
ный таким образом сок содержался в холодильнике и употреблялся по 
частям.

Приведенные литературные данные противоречивы. Авторы послед
них двух работ подтверждают факт о том, что сок бобового растения не
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деленного в различные фазы развития люцерны 
тия клубеньковых бактерий

выделен растительный сок

полная бутонизация начало цветения

Таблица

полное цветение

набл юдения

9 3 63 9

бактерициден для клубеньковых бактерий данного вида бобового рас
тения.

Целью данного сообщения являлась проверка этих данных и уста
новление специфики действия растительного сока, полученного в различ
ныо фазы развития люцерны на клубеньковые бактерии люцерны. Выяс
нение этого вопроса было необходимо, т. к. фазы развития бобового рас
тения сильно влияют на активность клубеньковых бактерий*.  Для полу
чения растительного сока в разные фазы развития растений брались све- 

А. 11. Петросян, А. 1 . Навасардян— Влияние фаз развития и возраста бо
ковых растений па активность клубеньковых бактерий (сооб. 1-ое) Известия АН 
АрмССР- (биол. и сельхоз. науки), т. IX, № И, 1956 г.

ите корни люцерны и растирались в стерильной ступке в разбавлении с 
водопроводной водой 1 : 5 >и 1:10. Полученный таким путем сок разли
вался в пробирки но 7 мл и стерилизовался в аппарате Коха периодиче
ским нагревом. После стерилизации среды засевались 10 штаммами клу
беньковых бактерий люцерны, выделенных в разные фазы развития и в 
разные годы жизни растений. После посева ежедневно велись наблюде
ния над интенсивностью развития клубеньковых бактерий, что обознача
лось пятибалыюй системой оценки. В таблице I м на рис. I приводятся 
Данные только минимального и максимального роста (3, 6 и 9 дня).

Из данных таблицы явствует, что на указанной среде все 10 испытуе

Известия X, № 4-7 '
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мых штамма, независимо от своего происхождения, дали одинаково ин
тенсивный рост. Более ясно выражена особенность влияния расти
тельного сока, полученного в различные азы развития люцерны на инл

тенсивность роста клубеньковых бактерий. Так, на растительной вытяж
ке, полученной в 1И

I
азах кущения и стеблевания растений, клубеньковые

бактерии дали слабый и посредственный рост, отмеченный одним или 
двумя, и в редких случаях, тремя плюсами. На растительной вытяжке, по
лученной в начале бутонизации и при полной бутонизации растений, рост 
клубеньковых бактерий на 9-й день посева почти у всех исследуемых 
штаммов был выражен четырьмя или пятью плюсами. Однако, надо от
метить, что в первые дни посева (на 3 и 6 день) рост клубеньковых бак-

цнтенсивность роста клубеньковых бантерии люцерны
£ РАСТИТЕЛЬНОМ СОНЕ 8 РАЗНЫХ ФАЗАХ РАЗВИТИЯ РАСТЕНИЙ

С:
Начало цветения Полное цветение

3 С Э

Рис. I. Интенсивность роста клубеньковых бактерии в стерильном растительном 
соке, полученном в различные фазы развития люцерны.

терий па растительной вытяжке, полученной в начале бутонизации был 
сравнительно интенсивнее, чем на растительной вытяжке, полученной при 
полной бутонизации. Наиболее интенсивный рост клубеньковых бактерий 
наблюдался на растительной вытяжке, выделенной в начальный период 
цветения растений. Начиная с 3 дня посева интенсивность роста отмеча
лась четырьмя или пятью плюсами, что ясно видно из данных таблицы 1. 
В растительной вытяжке, полученной в период полного цветения люцер
ны рост клубеньковых бактерий на 3 день посева был слабый, в основном,
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отмеченный двумя плюсами. В дальнейшем рост усилился и отмечался 
четырьмя или> пятью плюсами.

Таким образом, выясняется, что на растительных вытяжках, получен
ных в сроки между началом бутонизации и полным цветением люцерны, 
клубеньковые бактерии дают более интенсивный рост, особенно в начале 
цветения, чем на растительных вытяжках, полученных при начальных фа
зах развития растений (кущение, стеблевание).

Как видим, эти данные полностью коррелируются с активностью клу-
боньковых бактерий, изолированных в различные фазы
ний. Однако для более полной уверенности в точности 
тельно влияния растительных вытяжек, выделенных по 
растений, нами был поставлен еще один опыт, а именно 

развития расте- 
данных относи- 
фазам развития 
проверка скорэ-

сти и интенсивности роста клубеньковых бактерий в продолжение их раз
вития посредством количественного учета определения их титра.

С этой целью в различные фазы развития .люцерны, вновь посеянной 
и второго года посева, были получены растительные вытяжки по описан
ному выше способу с той лишь разницей, что в этом случае соотношсн е 
воды и корней составляло 1 : 5. После фильтрации через бумажный 
фильтр растительная вытяжка была разделена на две части; часть была 
разлита в пробирки по 7 куб. см. в каждую и подвергнута стерилизац; < в 
аппарате Коха периодическим нагреванием в течение трех дней, а вторая 
часть—профильтрована через фильтр Зейтца, асептически разлитл всте- 
рильные пробирки в указанном количестве. Подобным же образом были 
приготовлены контрольные пробирки с бобовым экстрактом ֊{֊ 1 % саха
ра. Все приготовленные таким способом пробирки были заражены двумя 
каплями одинаковой густоты суспензий 2—3-дневной культуры клубень
ковых бактерий (выделенных в фазе бутонизации растений), после чего 
пробирки немедленно помещены в термостат при температуре 25—26\

В качестве контроля каждый раз в термостат помещалось по одной 
пробирке с исследуемыми растительными соками различных вариантов, 
как и с бобовым отваром. Для определения титра посевного материала 
(при всех опытах) производился посев двумя каплями той же суспензии 
испытуемых клубеньковых бактерий. Спустя 4, 8, 24, 48 и 96 часов после 
заражения пробирок клубеньковыми бактериями, в них определялся тигр 
клубеньковых бактерии на пластинках бобового агара. Испытывались 
Ю-тысячное, 100-тысячное, 1-миллионное и 10-миллионное разведения. 
Из исследуемых жидкостей бралось по 1 куб. см.

В таблицах 2 и 3 и на рис. 2 приводятся результаты этих исследова
ний. Данные таблиц показывают, что растительный сок, подвергнутый 
горячей стерилизации, является питательной средой, равноценной бобо
вому отвару, для развития клубеньковых бактерий. Между тем в расти
тельном соке, профильтрованном через фильтр Зейтца, клубеньковые 
бактерии растут в несколько раз слабее, чем на указанных средах. Это 
явление может быть объяснено тем, что при холодной стерилизации неко
торая часть питательных веществ не переходит в фильтрат, поэтому 
фильтрат обедняется пита тельными веществами, необходимыми для раз֊
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РастителЬнЬ/й сок Рссс/пителЬпЬ/и сок после 
после стерилизации фильтрации фильтром Леица

Рис. 2. Титр клубеньковых бактерий в стерильном растительном соке, 
полученном в различные фазы развития люцерны.

вития клубеньковых бактерий, или же вследствие горячей стерилизации 
некоторые недоступные соединения расщепляются и превращаются н бо
лее удобоусвояемые для клубеньковых бактерий форм.

Приведенными данными еще раз подтверждается тот факт, что ин
тенсивность роста клубеньковых бактерии в растительных соках, .выде
ленных в различные фазы развития люцерны неодинакова. С развитием 
растений она постепенно повышается и достигает своего максимума в 
растительных соках, полученных в период с начала бутонизации до ее 
конца и начала цветения растений. Так, например, количество клубенько
вых бактерий в I к. см. исследуемого стерильного (горячая стерилиза
ция) растительного сока второго года посева в начальной фазе развития 
равнялось 670 млн., в начальный период бутонизации 1356 млн., в пе
риод полной бутонизации и начала цветения 1206 млн. Количество бак
терий в фазе полною цветения заметно снизилось и составило 670 млн. 
(табл. 3). Как уже было сказано выше, количество клубеньковых бакте
рий в растительном соке, подвергнутом холодной стерилизации, было не
сравненно меньше, 350—370 млн. в 1 к. см. растительного сока. Однако 
направление кривых в обоих случаях почти одинаковое (рис. 2).

Другим примечательным явлением в этих данных (табл. 2, 3) счи
таем то, что в растительном соке, выделенном ио растений люцерны вто
рою года, с самою начала их бутонизации до начала цветения клубенько
вые бактерии развиваются интенсивнее, чем в растительном соке, выде
ленном в тс же фазы из растений первого года посева. Это, вероятно, объ
ясняется тем, что растения второго года развиты более мощно и пышно 
и жизненные процессы у них протекают интенсивнее, следовательно, рас
тительный сок, выделенный из таких растений, также является более бла
гоприятной средой для развития клубеньковых бактерий.



Таблица 2
Влияние стерильного растительного сока, выделенного в различные фазы развитит люцерны первого года посева, 

на интенсивность развития клубеньковых бактерий (по их титру)
(Приведенные цифры показывают количество выросших в I к с и исследуемой жидкости клеток в миллионах)

Бобовый экстракт Растительный сок после 
термической стерилизации

Растительный сок после 
холодной стерилизации

Сроки анализов по фазам 
развития растений Через сколько часов после заражения среды определялся титр клубеньковых бактерий

21 48 96 8 24 18 96 4 8 24 48 96

Длина ростка 5—6 см. 24 4 .................................

Кущение 9/5...............................................................

Стеблевание 18 5.......................................................

Начало бутонизации 23/5 ......................................

Полная бутонизация 1/6 ......................................

Полное цветение 11/6..........................................

В день сбора урожая 17/6..................................

25 22 39 469 892 70

38

26

56

100

108

38

152

268

400

610

335

85

407

519

502

650

612

718

497

634

786

724

816

985

697

456

17

16

95

15

37

31

16

<

55 НО

14 10

120

13 17 16

65 160 260

115

63

61

90

133

194

133

89

82

93

100

18

434

171

151

101

4

4
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Влияние стерши ного растительного сока, выделенного в различные фазы развития люцерны 2-го года, 

на н£теьсивнссть развития клубеньковых бактерий по их титру
(Приведенные цифры показывают количество клеток, выросших в I к см исследуемой жидкости в миллионах)

Таблица 3

Бобовый экстракт Растительный сок после 
горячей стерилизации

Растительный сок после 
холодной стерилизации

Сроки анализов по фазам 
развития растений Через сколько чаюв после заражения среды определялся титр к?) бе ньксеых бактерий

Длина растен. 12 см 7/4......................................

Стеблевание 19/4 .......................................................

До бутонизации 27/4..............................................

Начало бутонизации 5,5......................................

46

28

ез
Полная бутонизация, единич. цветение 15/5 . ; 15

Полное цветение 25 5 25

148

107

74

83

18

20

169 312

165 438
258 ' 835

137 680

51 312

32 718

928

850
* 1074

956

630

1236

80

120

41

27

11

325

90

83

44

32

56

252

230

249

84

80

284

277 6.0

488 750

500 1356

556 1266

560 1206

556 670

40

33

13

142

92 77 55 150

114

61

190

40

78

99

201

2.6

260

350

361

372

367



Размножение клубеньковых бактерий люцерны ЮЗ

Таким образом, данными как о интенсивности развития клубенько
вых бактерий (табл. I), так и их количественного учета подтверждается.
что растительный сок люцерны, выделенный в начальный период бутони-

и мзации и цветения как после холодной, так и после термической стерили
зации, является более благоприятной средой для развития клубеньковых 
бактерий, чем растительный сок, полученный в другие фазы развития рас
тений. Это явление само собой разумеющееся, так как в эту я азу разви1

I

тия физиологические процессы у растения имеют более интенсивный ход, 
весь растительный организм в целом мобилизуется для обеспечения про
цессов бутонизации и цветения.

В фазы бутонизации и цветения бобовых растений, растительный сок 
имеет более благоприятное влияние на развитие клубеньковых бактерий, 
а .корневые выделения в эти фазы более благоприятны для развития ри
зосферных .микроорганизмов, о чем свидетельствуют данные М. И. Федо
рова ‘И В. Ф. Непомилуева 4]. Однако какие именно физиологические и 
биохимические изменения претерпевает растительный сок в этот период 
своего развития, остается пока неизвестным.

Параллельно с изложенными выше исследованиями учитывалось ко
личество клубеньковых бактерий в свежих клубеньках люцерны по раз
личным фазам ее развития, пластинках бобового агара. Одновременно 
определялась актуальная реакция сока клубеньков потенциометром.

Клубеньки к опыту подготовлялись нижеописанным способом: после 
тщательного промывания водопроводной и стерильной водой они просу
шивались стерильной фильтровальной бумагой, затем на аналитических 
весах взвешивалась навеска в 0,1 г, которая протравливалась сулемой и 
спиртом, после чего растиралась © стерильной ступке с 2 к. см стерильной 
воды, асептически переносилась в стерильную пробирку и заливалась 
8 к. см стерильной воды. Таким образом в первой пробирке получено 
1/100 разведение, затем продолжалось дальнейшее разведение и произво
дился посев из 100 тыс., 1, 10, 50 и 10 млн. разведений. Полученные дан
ные приведены в таблице 4. По данным таблиц 2 и 3 титр клубеньковых 
бактерий в клубеньках заметно меняется вместе с фазами развития ра
стений и достигает своего максимума в фазе их полного цветения.

По той же закономерности! увеличивается и значение pH сока клу
беньков, которое от первоначального рН-6 доходит до р! 1-6,4 (табл. 4).

Из проведенных исследований выясняется, что растительный сок лю
церны вообще является благоприятной средой для развития своих же 
клубеньковых бактерий, но он наиболее благоприятен в фазе полной бу
тонизации и цветения растений.

Указанное подтвердилось интенсивностью развития клубеньковых 
бактерий как в стерильном (термическая и холодная стерилизация) рас
тительном соке, так и в свежих клубеньках.

Различное действие растительного сока на развитие клубеньковых 
бактерий, по-видим ом у, объясняется его биохимическими и физиологиче
скими особенностями, которые, разумеется, не тождественны в различные 
фазы развития растений.
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Т а 6 л и и а 4
количество клубеньке вых бактерии в 0,1 г свежих клубеньков в миллионах 

по разным фалам развития растений____________________

Дата Фаза развития растений Рн
Количество клубенько
вых бактерий в мил» 

лионах

23. IV Всходы 5—6 см......................................

9.У Фаза кущении . . •..............................

18.V С.еблсвалис ...............................................

|.У’1 Бутонизации...............................................
II.VI Полное цветение..................................

6,0

6.0

6.3
6.4

210

190

290

330
870

Растительный сок, выделенный в период бутонизации и цветения бо
бового растения, не только благотворно влияет на развитие клубеньковых 
бактерий своего симбионта, по и одновременно является более бактери
цидным по отношению к клубеньковым бактериям других <видов бобовых 
растений, что доказывается работой М. X. Чайлахяна и А. А. Мегра
бян [6].

Сектор микробиологии
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