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В ходе анализа корневых экссудатов люцерны, пшеницы и редиса было обнаружено 12 различных белокобразующих аминокислот. Также было идентифицировано 5 органических кислот. При росте  Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас-2017D на корневых выделениях исследуемых растений максимальный титр микроорганизмов наблюдался в варианте с экссудатами пшеницы в качестве единственных источников углерода и энергии
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В течение последних десятилетий наблюдается повышенный интерес к процессам, протекающим в области ризосферы [1]. При этом особый интерес представляют взаимоотношения высших растений с представителями почвенной микробиоты [2]. На формирование этих взаимодействий большое значение оказывают различные химические вещества, которые выделяют как микроорганизмы, так и корни растений. В итоге могут формироваться положительные [3] или отрицательные взаимоотношения [4].
К основным механизмам положительного действия микроорганизмов на высшие растения относятся: фиксация атмосферного азота симбиотическими и свободноживущими азотфиксирующими бактериями [5]; мобилизация недоступных для питания растений солей фосфатов [6]; стимуляция роста и развития растений (например, синтез фитогормонов бактериями) [7]; подавление развития фитопатогенов [8].
С практической точки зрения интерес представляют положительные взаимоотношения в условиях массированного загрязнения окружающей среды ксенобиотиками. При этом партнеры подбираются таким образом, чтобы наблюдался не только эффект взаимной стимуляции, но происходил процесс очистки загрязненной нефтью территории. При таком подходе реализуется технология ризодеградации [9]. Принцип данной технологии состоит в том, что окисление токсичных соединений осуществляется микроорганизмами, которые обитают в ризофере, а растение увеличивает эффективность работы ризосферной микрофлоры за счет биологически активных корневых выделений [10].
 Целью данного исследования было изучить состав и концентрацию аминокислот и органических кислот в корневых выделениях и их влияние на прирост биомассы Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас-2017D.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлся коллекционный штамм нефтеокисляющего микроорганизма Rhodococcus erythropolis ВКM Ас-2017D, выделенный сотрудниками кафедры генетики, микробиологии и биотехнологии Кубанского государственного университета. Для сбора корневых выделений использовались следующие виды растений: люцерна посевная Medicago sativa, редис посевной Raphanus sativus и пшеница твердая Triticum durum. 
Семена растений люцерны, редиса и пшеницы промывали в мыльном растворе, отмывали от оставшихся на поверхности остатков мыльного раствора, а после проращивали в темноте на влажной марле при температуре 37oC в термостате Binder BD 23 (Германия) в течение 2 часов.

Пророщенные семена помещали в раствор этилового спирта и пероксида водорода в соотношении 1:1 в течение 3 минут. Далее семена троекратно промывались в стерильной дистиллированной воде [11].

Обработанные семена помещались в систему (рис.1) с жидкой питательной средой для роста растений следующего состава, (г/л): Ca(NO3)2 – 0,33; MgSO4 – 0,11; KNO3 – 0,06; KH2PO4 – 0,06; и раствор микроэлементов. Объем питательного раствора составлял 50 мл на одну колбу. После семена проращивались в течение 14 суток в климатостате КС–200 (Россия) с световым периодом день/ночь (16/8 часов соответственно). Образцы корневых выделений концентрировались при температуре 45oC до объема 5 мл.
Анализ экссудатов проводили в Северо–Кавказском зональном научно-исследовательском институте садоводства и виноградарства (ФГБНУ СКЗНИИСиВ). Для определения содержания свободных аминокислот и органических кислот в корневых выделениях использовали метод капиллярного электрофореза. Анализ проводили на системе Капель–104 РТ (Россия) с ультрафиолетовым детектором с длиной волны 254 нм с кварцевым капилляром, эффективной длиной 0,5 м. и внутренним диаметром 75×10-6 м. Электролитом являлся бензимидазол [12]. 
При помощи программного обеспечения МультиХром рассчитывали массовую концентрацию соединений, которые входили в состав раствора, по полученным на электрофореграмме пикам.
Культивирование микроорганизмов проводили в жидкой минеральной среде. В качестве единственных источников углерода и энергии выступали нативные корневые экссудаты. Выделения корней растений получали, выращивая их на питательной среде следующего состава (г/л): KNO3 – 4; Na2HPO4 – 1,4; KH2PO4 – 0,4; MgSO4×H2O – 0,8 [13].
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Рисунок 1. Эспериментальная система для сбора корневых экссудатов: 
1 – Колба Эрленмейера на 500 мл; 2 – стеклянная трубка 3 – марля; 4 – вата; 5 – питательная среда для роста растений

Растения выращивались в течение 14 суток в климатостате КС–200 (Россия), после чего полученная суспензия автоклавировалась при 0,5 атм. На полученных корневых выделениях производили культивирование микроорганизмов в течение 4 суток на орбитальном шейкере Biosan PSU–20i (Латвия) при температуре 25 oC. Контролем являлась минеральная среда с сахарозой в качестве единственного источника углерода. Для учета титра микроорганизмов производили посев на питательный агар методом Коха.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Всего было идентифицировано в питательной среде роста выбранных растений до 12 различных аминокислот, данные о концентрациях которых представлены в таблице 1. Суммарное их содержание в корневых выделениях редиса составило 4,3 мг/л, люцерны – 9,8 мг/л, пшеницы – 14,9 мг/л. 
Таблица 7. Концентрации аминокислот в корневых экссудатах растений: А) – редиса, Б) – пшеницы, В) – люцерны

	Название аминокислоты
	Концентрация,
мг/л

	 аргинин
	1,5428

	пролин
	0,8087

	треонин
	0,3792

	лейцин
	0,3603

	метионин
	0,3119

	серин
	0,2404

	глицин
	0,1588

	гистидин
	0,1403

	аланин
	0,1215

	тирозин
	0,1098

	валин
	0,0796

	фенилаланин
	0,0274


	Название аминокислоты
	Концентрация,
мг/л

	метионин
	3,3618

	треонин
	2,5141

	тирозин
	1,8522

	аргинин
	1,8315

	пролин
	1,7395

	гистидин
	1,3173

	валин
	0,7797

	фенилаланин
	0,7662

	глицин
	0,398

	лейцин
	0,2242

	серин
	0,073


А)
Б)
	Название аминокислоты
	Концентрация,
 мг/л

	метионин
	2,6411

	пролин
	1,718

	валин
	1,6516

	лейцин
	1,3573

	тирозин
	0,6645

	аргинин
	0,6142

	фенилаланин
	0,3737

	глицин
	0,3679

	аланин
	0,1642

	серин
	0,1383

	гистидин
	0,0727

	треонин
	0,0201
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Рисунок 2. Электрофореграммы корневых экссудатов растений на наличие аминокислот: А) – редиса, Б) – пшеницы, В) – люцерны

У редиса количественно доминирующими аминокислотами были аргинин, пролин и треонин (рис. 2А). Наибольшая концентрация выявлена у аргинина, составив 1,5 мг/л среды. Характерно, что не был обнаружен триптофан, хотя по некоторым литературным данным редис способен синтезировать значительные его количества [14].

В эксудатах пшеницы доминировали метионин (3,4 мг/л), треонин (2,5 мг/л), тирозин (1,9 мг/л) и аргинин (1,8 мг/л) (рис.2Б). В литературных источниках отмечалось, что в составе корневых выделений пшеницы может быть обнаружено до 16 протеиногенных аминокислот, с доминированием у аспарагиновой кислоты [15]. 

В экссудатах люцерны максимальные концентрации имели метионин (2,6 мг/л), пролин (1,7 мг/л), валин (1,7 мг/л), лейцин (1,4 мг/л) (рис.2В). 
В жизни растения органические кислоты выполняют ряд важных функций. Они способствуют растворению недоступных форм минеральных соединений, служат в качестве хемоаттрактантов для некоторых физиологических групп микроорганизмов и позволяют растению пережить стрессовые условия [16].

Во всех анализируемых образцах встречались лимонная и молочная кислоты (рис.3, А-Б). Суммарная концентрация органических кислот составляла – 55,9 мг/л для люцерны, 56,9 мг/л для редиса и 99,7 мг/л для пшеницы. В растворе корневых выделений пшеницы была обнаружена янтарная (1,4 мг/л), яблочная (2,6 мг/л), уксусная (14,2 мг/л), лимонная (37,5 мг/л)  и молочная кислоты (44,0 мг/л) (Рис. 3, А).

В корневых выделениях пшеницы, люцерны и редиса максимальную концентрацию имела молочная кислота, которая составила 44,0 мг/л,
48,7 мг/л и 33,3 мг/л соответсвенно. Значительные концентрации данной органической кислоты обычно связаны с недостатком кислорода в окружающем корни пространстве.  Также она является потенциально опасной для метаболизма растительных клеток, поэтому некоторые растения стремяться выделить ее в ризосферу, чтобы избежать накопления в цитоплазме [17].
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Рисунок 3. Электрофореграммы корневых экссудатов растений на наличие органических кислот: А) – пшеница, Б) – люцерна, В) – редис
Лимонная кислота является вторым соединением в растворах всех исследуемых растений. Функцию данной кислоты сводят обычно к обеспечению растения необходимыми минеральными солями. Однако, некоторые исследователи также отмечают, что лимонная кислота увеличивает биодоступность некоторых органических поллютантов [18].
Различия между полученными и литературными данными по составу аминокислот и органических кислот можно объяснить следующим. Огромную роль на количество и состав корневых выделений играет питательная среда. На наличие или отсутсвие того или иного неорганического соединения происходит усиление корневой экссудации. Кроме того, такие факторы внешней среды, как свет, температура и влажность влияют на процесс выделения корневых экссудатов.
Определяемые в растворах корневых выделений классы органических соединений могут оказывать влияние на численность микроорганизмов, обитающих в корневой зоне. Поэтому дальнейшим этапом являлось исследование влияния нативных корневых экссудатов на рост штамма нефтеокисляющей бактерии Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас–2017D. В предыдущих лабораторных и полевых экспериментах было показано, что данный микроорганизм является эффективным в биоремедиации загрязненных нефтью территорий [19]. Также было показано, что Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас–2017D способен к синтезу фитогормона индолил-3-уксусной кислоты при наличии в среде триптофана в качестве предшественника  в биосинтезе [20].
При культивировании бактерий на экссудатах пшеницы наблюдался максимальный прирост биомассы. Концентрация клеток составила 2,2×107 КОЕ/мл (рис.4). В работах, которые были выполнены ранее, было показано, что стимулирующий эффект на рост Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас–2017D оказывали аминокислоты. Они вносились в среду  в качестве дополнительных источников азота [21]. В экссудатах пшеницы присутствовала значительная концентрация органических соединений (аминокислот, органических кислот), которые могут использоваться бактериями в качестве источников азота,  углерода и энергии.
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Рисунок 4. Логарифм количества клеток микроорганизмов, выращенных на различных вариантах корневых экссудатов.
В случае с корневыми экссудатами редиса и люцерны количество микроорганизмов в культуральной жидкости составляло 8,5×106 и 4,6×106 КОЕ/мл. Численность микроорганизмов в контрольном варианте составляла 9,5×106  КОЕ/мл.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведенной работы показано, что исследованные растения (фиторемедианты, агрокультуры, тест–растения) способны к продукции в составе корневых экссудатов широкого круга органических веществ. Нами было идентифицировано 12 аминокислот и 5 органических кислот. Обнаружен факт активного роста штамма микроорганизма Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас–2017D в питательной среде, в которой в качестве источников углерода и энергии выступали корневые выделения. Ярко выраженный рост–стимулирующий эффект оказывали экссудаты пшеницы относительно контрольного варианта эксперимента. Полученные результаты могут  послужить для лучшего понимания механизмов взаимодействия растений и микроорганизмов, не являющихся их классическими симбионтами. А также для прикладного применения в области фиторемедиации загрязненных почв. 

За проведенный химический анализ корневых выделений хотим выразить благодарность  заведующему приборно–аналитическим центром  коллективного пользования ФГБНУ СКЗНИИСиВ, кандидату технических наук, доценту Якубе Юрию Федоровичу.
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