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Показано, что выращивание Azospirillum brasilense Sp245 и Sp7 в 
присутствии эффективных концентраций рутина и кверцетина, 
установленных для данных культур, приводило к изменениям 
электрооптических характеристик суспензий бактериальных 
клеток. Продемонстрировано изменение в этих условиях физи-
ко-химических и антигенных свойств поверхности бактериаль-
ных клеток и макромолекулярной организации ЛПС.
Ключевые слова: Azospirillum, кверцетин, рутин, липополи-
сахарид.

Physicochemical and Antigenic Properties of Surface 

Glycopolymers of Azospirillum brasilense Sp7 and Sp245, 

Grown in the Presence of Flavonoids
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O. I. Guliy, S. A. Konnova

It is shown that the cultivation of Azospirillum brasilense Sp245 and 
Sp7 in the presence of effective concentrations of rutin and quercetin, 
established for these strains, led to changes in the electro-optical 
characteristics of the bacterial cell suspensions. Changes of physico-
chemical and antigenic properties of the bacterial cell surface and 
macromolecular organization of lipolysaccharides are demonstrated, 
when grown in these conditions.
Key words: Azospirillum, quercetin, rutin, lipopolysaccharide.

Бактерии рода Azospirillum относятся к 
группе микроорганизмов, стимулирующих рост 
растений. Интерес к азоспириллам вызван их 

способностью формировать ассоциативные от-
ношения с широким спектром растений, в том 
числе с важнейшими кормовыми культурами и 
хлебными злаками, а также их способностью 
продуцировать физиологически активные ве-
щества – фитогормоны и витамины [1]. При 
формировании ассоциативных отношений 
важную роль играют вторичные метаболиты 
растений, выделяемые в ризосферу, а также ма-
кромолекулы, представленные на поверхности 
бактериальных клеток. В частности, показано, 
что в формировании микробного окружения рас-
тения участвуют флавоноиды – полифенольные 
соединения, содержащиеся в экссудатах корней 
[2] – а также гликополимеры (липополисахари-
ды (ЛПС) и капсульные полисахариды (КПС)), 
локализованные на поверхности бактериальных 
клеток и занимающие до 75% площади поверх-
ности внешней мембраны [3].

Данные о влиянии флавоноидов на установ-
ление ассоциативных отношений микроорганиз-
мов с растениями немногочисленны. Ранее было 
показано, что под влиянием экстрактов корней 
пшеницы, а также отдельных представителей 
класса флавоноидов происходят изменения со-
става и структуры ЛПС и КПС бактерий рода 
Azospirillum [4–6].
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Интерес к A. brasilense Sp7 и Sp245 обу-
словлен тем, что они относятся к одному из двух 
наиболее изученных видов азоспирилл, продуци-
руют разные по составу, структуре и антигенным 
свойствам ЛПС и отличаются стратегией поведе-
ния в процессе формирования симбиотических 
отношений [7, 8].

Поскольку наиболее важным с практической 
точки зрения является изучение формирования 
ассоциативных отношений азоспирилл с хлебны-
ми злаками, то внимание исследователей сосре-
доточено на изучении действия на азоспириллы 
содержащегося в экссудатах корней пшеницы 
флавонола кверцетина [9], а также широко пред-
ставленного в почве гликозида кверцетина – ру-
тина [10]. Рутин характеризуется меньшей ги-
дрофобностью по сравнению с кверцетином, так 
как в его состав входит углеводная компонента.

Исходя из вышесказанного, цель данной ра-
боты состояла в изучении особенностей влияния 
флавоноидов на физико-химические свойства 
гликополимеров поверхности A. brasilense Sp7 
и Sp245.

Материалы и методы исследования

Диазотрофные грамотрицательные бакте-
рии A. brasilense Sp7 и Sp245, выделенные с 
корней росички лежачей (Digitaria decumbens) 
и из ризосферы пшеницы (Triticum vulgare) со-
ответственно (Tarrand et al., 1978; Baldani et al., 
1983), были любезно предоставлены коллекцией 
микроорганизмов ИБФРМ РАН (г. Саратов). Ис-
следуемые штаммы культивировали в жидкой 
синтетической среде с малатом натрия и хло-
ридом аммония в присутствии флавоноидов в 
диапазоне концентраций от 31,25 мкМ до 2 мМ 
в течение 24 часов [11]. Растворы флавоноидов 
в диметилформамиде (ДМФА) вносили в среду 
после стерилизации до внесения инокулята.

Динамику роста микроорганизмов в при-
сутствии флавоноидов исследовали фотометри-
чески на Specord 40 (Analitik Jena, Германия) при 
λ = 600 нм. Поскольку в процессе культивирова-
ния бактерий цвет среды, содержащей флавоно-
иды, изменялся, конечное значение оптической 
плотности получали как разность значений опти-
ческой плотности D культуры микроорганизмов 
и культуральной жидкости.

Измерения ориентационных спектров клеток 
проводили на электрооптическом анализаторе 
ELUS, разработанном в Государственном науч-
ном центре прикладной микробиологии (Обо-
ленск, Россия), как описано в работе [4].

Ориентационные спектры (ОС) представ-
лялись в виде частотной зависимости разности 

значений оптической плотности суспензий δОD, 
измеренных при распространении пучка неполя-
ризованного света вдоль и поперек направления 
ориентирующего поля. Эта разность была нор-
мирована на значение оптической плотности при 
хаотической ориентации клеток [12, 13].

Твердофазный иммуноферментный анализ 
(ТИФА) выполняли в полистироловых 96-лу-
ночных планшетах («Медполимер», Россия). 
По 50 мкл последовательных двукратных 
разведений растворов ЛПС (в 0,15 М фосфат-
но-солевом буфере, рН 7.2) вносили в лунки 
планшетов. Иммунодетекцию проводили с 
применением гомологичных поликлональных 
кроличьих АТ, специфичных к препаратам ЛПС 
исследуемых штаммов. В качестве «вторых» 
использовали козьи антикроличьи АТ, конъю-
гированные с пероксидазой хрена («Sigma»). В 
качестве субстратного реагента использовали 
перекись водорода с 3,3’-диаминобензидином. 
Оптическое поглощение исследуемых проб 
измеряли на иммуноферментном анализато-
ре Multiscan Ascent при λ=492 нм («Thermo 
scientific», Финляндия).

Исследование относительной гидрофоб-
ности поверхности бактериальных клеток про-
водили, используя тест солевой агрегации [14]. 
В лунки планшета вносили по 25 мкл раствора 
сульфата аммония в фосфатном буфере в диа-
пазоне концентраций от 15 до 60%. Затем в каж-
дую лунку вносили суспензию бактериальной 
культуры, предварительно однократно отмытой 
фосфатным буфером.

Экстракцию ЛПС для анализа методом 
электрофореза проводили из двукратно отмытой 
фосфатным буфером (рН 7,2) сырой биомассы 
бактерий в течение 15 мин этилендиамидтетра-
ацетат (ЭДТА) содержащим буфером [15].

Электрофорез препаратов ЛПС в полиа-
криламидном геле с додецилсульфатом натрия 
(ДСН-ПААГ) выполняли в соответствии с 
методикой [16] с последующей визуализацией 
продуктов разделения углеводных компонентов 
окрашиванием гелей красителем на основе азот-
нокислого серебра с предварительным периодат-
ным окислением [17]. 

При иммуноблоттинге проводили электро-
перенос разделенных компонентов на нитро-
целлюлозные фильтры («Schleicher & Schuell», 
0.2 мкм). Иммунодетекцию выполняли, инкуби-
руя блоты с антителами к ЛПС, для проявления 
использовали пероксидазу хрена, конъюгирован-
ную с козлиными антикроличьими антителами, 
и 3,3’-диаминобензидин в качестве субстрата 
пероксидазы.
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Результаты и их обсуждение

Интерес к флавоноидам обусловлен их 
широкой распространённостью среди вторич-
ных метаболитов растений, экскретируемых в 
почву, высокой физиологической активностью 
и определяющей ролью в симбиотических от-
ношениях [18].

Поскольку флавоноиды плохо растворимы в 
воде, в качестве растворителя был использован 
ДМФА, так как он обладает наименьшей соб-
ственной бактериостатической активностью по 
отношению к азоспириллам [19].

Флавоноиды в высоких концентрациях спо-
собны подавлять или замедлять рост бактерий. 
Поэтому на первом этапе исследований были 
проведены эксперименты по определению ми-
нимальной ингибирующей концентрации (МИК) 

препарата рутина в отношении бактерий. Она 
составила 20 мг/мл (33.2 мМ). Для кверцетина 
концентрация, ингибирующая рост азоспи-
рилл, была исследована ранее [19] и составила 
3 мг/мл (10 мМ).

В дальнейших экспериментах использо-
вался диапазон концентраций флавоноидов от 
31,25 мкМ до 2 мМ – на несколько порядков 
ниже МИК. 

При анализе кривых роста A. brasilense 
Sp7 и Sp245, культивируемых в присутствии 
эффективных концентараций флавоноидов, 
установлено, что отсутствует влияние рутина 
и кверцетина на динамику роста бактерий, 
однако добавление кверцетина (рис. 1) снижает 
продукцию биомассы приблизительно на 15 и 
5% соответственно.
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Для выявления влияния флавоноидов на 
макромолекулярную организацию ЛПС прово-
дили культивирование бактерий в жидкой син-
тетической среде при добавлении кверцетина и 
рутина в диапазоне исследуемых концентраций 
до окончания экспоненциальной фазы роста. 
ЛПС выделяли из сырой, отмытой от капсулы, 
биомассы ЭДТА-содержащим экстрагирующим 
буфером с последующим электрофоретическим 
разделением и визуализацией результатов. Ранее 
установлено, что изменения электрофоретиче-

ского профиля ЛПС зачастую коррелируют с 
модификациями в структуре этих важных компо-
нентов внешней мембраны, поэтому ДСН-ПААГ 
может быть использован для мониторинга физио-
логической активности фенольных соединений 
в отношении ЛПС бактерий [5, 19].

Полученные результаты продемонстрирова-
ли штаммовые особенности ответных реакций 
бактерий на флавоноиды. Так, при добавле-
нии в среду выращивания A. brasilense Sp245 
кверцетина, начиная с концентрации 62,5 мкМ, 

Рис. 1. Кривые роста микроорганизмов A. brasilense Sp7 при выращивании в присутствии 
кверцетина(Q) и рутина (R)
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наблюдалось увеличение гетерогенности в мем-
бранном пуле ЛПС, о котором свидетельствовало 
появление большего числа полос по всей длине 
треков (рис. 2, трек 2). Для A. brasilense Sp7 было 
показано, что культивирование штамма с квер-
цетином в концентрации 62,5 мкМ приводило к 
накоплению ЛПС с длинной О-цепью, что под-
тверждается наличием полосы в верхней части 
трека (см. рис. 2, трек 5).

1 2 3 4 5 6

Рис. 2. Электрофореграммы препаратов ЛПС A. brasilense 
Sp 245 (а), выращенных при добавлении кверцетина 
62,5 мкМ (2) и рутина 31,25 мкМ (3), и Sp7(б), выращен-
ных в присутствии 62,5 мкМ кверцетина (5) и рутина (6), 

1 и 4 – ЛПС бактерий, выращенных без флавоноидов

                          а                                   б

При аналогичном эксперименте с рутином 
в мембранном пуле ЛПС A. brilense Sp7 и Sp245 
также наблюдалось увеличение гетерогенности 
препаратов при концентрациях флавоноида 31,25 
и 62,5 мкМ соответственно (см. рис. 2, треки 3, 
6). Анализ электрофореграмм показывает, что 
характер действия обоих флавоноидов на макро-
молекулярную организацию ЛПС A. brasilense 
Sp245 сходен, поскольку наблюдается появление 
идентичных полос.

Методом ТИФА было обнаружено снижение 
специфичности АТЛПСSp7 в отношении клеток 
A. brasilense Sp7, выращенных в присутствии 
флавоноидов (рис. 3), что может свидетельство-
вать об изменениях в структуре гликополимеров 
поверхности, либо о снижении представлен-

ности гомологичных антителам детерминант за 
счёт появления дополнительных компонентов. 
Результаты иммуноблоттинга экстрактов ЛПС 
A. brasilense Sp7, выращенных при добавлении 
кверцетина с использованием АТ к препарату 
контрольного ЛПС, выявили концентрационно-
зависимое снижение сродства используемых 
антител к R-формам молекул (рис. 4).

Рис. 3. Иммуноферментный анализ поверхности бакте-
риальных клеток A. brasilense Sp7 и Sp245, выращенных 

в присутствии рутина (R), кверцетина (Q)

Рис. 4. Результаты электрофореза (а) и иммуноблот-
тинга (б) препаратов ЛПС бактерий A. brasilense Sp7, 
выращенных при добавлении кверцетина (1 – контроль; 
2–6 ЛПС бактерий, выращенных в присутствии кверцети-
на в концентрациях: 0.7, 1, 1.3, 1.7 и 2 мМ соответственно). 
Иммуноблоттинг проводили с использованием антител к 

контрольному препарату ЛПС

                    а                                              б
  1     2    3    4     5     6              1    2    3    4    5     6

Лунки
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Незначительные изменения были зареги-
стрированы методом ТИФА в антигенном со-
ставе поверхности клеток A. brasilense Sp245, 
выращенных в присутствии кверцетина и рутина 
(рис. 5). Результаты ИФА кореллируют с данны-
ми электрофоретического разделения (см. рис. 2, 
треки 2, 3), где также наблюдался слабый эффект 
влияния флавоноидов на макромолекулярную 
организацию ЛПС данного штамма.

Рис. 5. Иммуноферментный анализ экстрактов внешних 
мембран бактерий A. brasilense Sp245, выращенных в 

присутствии рутина (R), кверцетина (Q)

Так как ЛПС являются преобладающими ком-
понентами внешней мембраны грамотрицатель-
ных бактерий, можно предполагать, что любые 
изменения в их структуре могут сказываться на 
свойствах поверхности бактериальных клеток. 
Для выявления предполагаемого воздействия был 
выполнен анализ ЭО свойств клеточных суспен-
зий бактерий, культивируемых при эффективных 
концентрациях кверцетина и рутина. В ряде работ 
было показано, что при специфическом взаимо-
действии различных агентов с бактериальными 
клетками происходит изменение величины ЭО 
параметров микробных суспензий [20, 21].

Было показано, что присутствие флавоно-
идов в среде выращивания приводило к сни-
жению, по сравнению с контролем, показателя 
электрооптической экстинкции (ЭОЭ), что сви-
детельствует об изменении физико-химических 
характеристик поверхности бактерий.

Для удобства представления эксперимен-
тальных данных была использована величина 
ЭО сигнала при частоте ориентирующего поля 
1000 кГц. Как видно из рис. 6, наибольшие из-
менения наблюдались при культивировании 
A. brasilense Sp7 в среде, содержащей флаво-
ноиды. При выращивании данного штамма с 
кверцетином и рутином наблюдалось снижение 
показателя ЭОЭ суспензии клеток на 35 и 65% 
соответственно. Культивирование A. brasilense 
Sp245 в присутствии флавоноидов приводило к 
снижению ЭО сигнала на 13%.

Ранее было показано, что культивирование 
азоспирилл при добавлении кверцетина приво-
дило к уменьшению показателя гидрофобности 
поверхности, что приводило к флокуляции бак-
териальной культуры на ранних стадиях роста [4, 

Рис. 6. Изменение электрооптических свойств клеток A. brasilense Sp245 и Sp7 при 
выращивании в присутствии кверцетина(Q) и рутина (R)
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22]. Эксперименты показали, что при выращива-
нии бактерий в присутствии кверцетина проис-
ходило снижение относительной гидрофобности 
поверхности бактерий, о чём свидетельствовала 
флокуляция бактериальной культуры, начиная с 6 
часов культивирования. Выращивание исследуе-
мых микроорганизмов в среде с рутином не ока-
зывало влияния на гидрофобность (коэффициент 
солевой агрегации не отличался от контроля) и 
не приводило к флокуляции.

Методом микроскопии в тёмном поле было 
установлено, что присутствие в среде культиви-
рования флавоноидов не оказывало влияния на 
подвижность микроорганизмов.

Таким образом, показано, что влияние квер-
цетина и рутина на бактерии A. brasilense Sp7 и 
Sp245 реализуется в изменении макромолекуляр-
ной организации и антигенного состава ЛПС, что 
может свидетельствовать об изменении состава 
и структуры этих макро молекул, а также физи-
ко-химических свойств поверхности бактерий в 
целом. Ответный эффект A. brasilense Sp245 на 
наличие в среде флавоноидов выражен слабее, 
чем у A. brasilense Sp7. Возможно, меньшая под-
верженность воздействию флавоноидов штамма 
A. brasilense Sp245 связана с иной стратегией 
взаи мо действия микроорганизма с корнем расте-
ния-ассоцианта: он является эндофитным, т.е. 
проникающим внутрь корня. Большей физио-
логической активностью в отношении бактерий 
обладает кверцетин, что может быть связано со 
способностью молекулы из-за вы сокой гидро-
фобности прочно сорбироваться на поверхности 
бактериальных клеток.

Учитывая тот факт, что исследуемые фла-
воноиды входят в состав корневых экссудатов 
злаков, полученные результаты свидетельствуют 
о возможном участии флавоноидов в формирова-
нии ассоциации азоспирилл с корнями злаковых 
растений, которое реализуется в том числе и 
посредством модификации гликополимеров по-
верхности бактерий.
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ФИЛЛОФАГОВ В УСЛОВИЯХ ЮЖНОГО ПРЕДУРАЛЬЯ

В. А. Симоненкова1, А. Ю. Кулагин2 

1Оренбургский государственный аграрный университет
Е-mail: simon_vik@mail.ru
2Институт биологии Уфимского научного центра РАН

Установлены фенологические особенности непарного шелко-
пряда (Limantria dispar Linnaeus, 1758), златогузки (Euproctis 
chrysorrhoea Linnaeus, 1758) и зеленой дубовой листовертки 
(Tortrix viridana Linnaeus, 1758) в условиях Южного Предуралья. 
Развитие куколок непарного шелкопряда в среднем происходит 
за 28 дней с накоплением суммы среднесуточных положительных 
температур 598°С. Лёт имаго филлофага происходит в период с 
первой декады июля по вторую декаду августа. На фазу имаго 
уходит от 33 дней при накоплении 699°С суммы среднесуточных 
положительных температур. Общее развитие непарного шелко-
пряда в условиях Южного Предуралья протекает в течение одно-
го года, сумма эффективных температур в условиях резко-конти-
нентального климата Оренбургской области с многочисленными 
возвратными похолоданиями весны и ранними заморозками 
осени составляет 1900°С в среднем. Златогузка в последние 
годы создает очаги преимущественно в центральной и южной 
частях Оренбургской области, которые характеризуются более 
высокими температурами весенне-летнего периода, отсутстви-
ем возвратных похолоданий весны, когда гусеницы заканчивают 
питание и приступают к окукливанию. На фазу гусеницы в сред-
нем уходит 40 дней при накоплении 402°С сумм среднесуточных 
положительных температур воздуха. Выход гусениц из зимних 
паутинистых гнезд происходит в последней декаде апреля в 
среднем 25 апреля. За период исследований установлено, что на 
фазу куколки уходит в среднем 29 дней. Сумма среднесуточных 
положительных температур воздуха составляла 579°С. Лёт имаго 
продолжается в среднем 29 дней при накоплении сумм средне-
суточных положительных температур 612°С. Сумма эффективных 

температур, необходимая для полного завершения жизненного 
цикла, составила около 1600°С. Начало лёта бабочек зеленой ду-
бовой листовертки происходит в первой декаде июня. Массовый 
лёт наблюдается спустя 10–12 дней. Лёт растягивается в сред-
нем на две недели. Сумма эффективных температур развития 
зеленой дубовой листовертки – около 1140°С.
Ключевые слова: непарный шелкопряд (Limantria dispar Lin-
naeus, 1758), златогузка (Euproctis chrysorrhoea Linnaeus, 1758) и 
зеленая дубовая листовертка (Tortrix viridana Linnaeus, 1758), фе-
нология, суммы эффективных температур.

Features Phenology Listogryzushchie Fillofagi 

in the South Preduralye 

V. A. Simonenkova, A. Yu. Kulagin

Installed phenological characteristics of the gypsy moth (Limantria 
dispar Linnaeus, 1758), yellowtail (Euproctis chrysorrhoea Linnaeus, 
1758) and green oak leaf roller (Tortrix viridana Linnaeus, 1758) in terms 
of the Southern Urals. Development of gypsy moth pupae, which aver-
ages 28 days with a daily average amount of accumulation of positive 
temperatures 598°C. Adults fly fillofagi occurs during the first decade 
of July to the second decade of August. The phase of adults out of 
33 days in the accumulation of 699°C average daily amount of posi-
tive temperatures. The general development of the gypsy moth in the 
conditions of the Southern Urals occurs within one year, the sum of 
effective temperatures in conditions of extreme continental climate of 
the Orenburg region with numerous recurrent coolings spring and early 
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