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Рис. 1. У.-ф. спектры пуриновых 
соединений. 1 — соединенье I, 

2— соединение II

Наряду с работами по обнаружению и изолированию цитокининов из 
растительного материала (*) в последнее время появились данные о содер­
жании этих характерных для высших растений гормональных соединений 
в некоторых микроорганизмах — в отдельных видах фитопатогенных (2, 3) 
и клубеньковых (4_6) бактерий. Биохимия цитокининов клубеньковых 
бактерий вызывает особый интерес, так как эти микроорганизмы, осуществ­

ляя симбиоз с бобовыми растениями, участ­
вуют в биологической фиксации атмосфер­
ного азота. Можно предполагать, что ци­
токинины клубеньковых бактерий играют 
определенную роль не только при инокуля­
ции (7, 8), но и в других стадиях симбиоти­
ческого процесса. Однако вопросы об уча­
стии пуринов, особенно цитокининов, во 
взаимном обмене веществ между клубень­
ковыми бактериями и растением-хозяином 
до сих пор практически не исследовались.

Нами разрабатывается систематический 
анализ низкомолекулярных пуриновых сое­
динений микроорганизмов (9, 10) с после­
дующей биологической проверкой цитоки­
ниновой активности обнаруженных ве­
ществ. Используя такой химико-биологи­

ческий подход в данной работе, мы пытались выяснить вопрос: не выделяет 
ли активный штамм К 785 клубеньковых бактерий люцерны при их выра­
щивании в синтетической питательной среде экзоцеллюлярных производ­
ных пурина, обладающих цитокининовой активностью.

7,5 л центрифугата суспепзии клубеньковых бактерий, которые выра­
щивались 6 суток по методике (10), концентрировали при pH 7,0 до 750 мл, 
подщелачивали аммиаком до pH 8,5 и экстрагировали «-бутанолом (800+ 
+500+300 мл), который отгонялся досуха. Остаток обрабатывали 50 мл 
0,57V соляной кислотой, отфильтрованный раствор подщелачивали до 
pH 8,5 и экстрагировали н-бутанолом (50+25+25 мл). Остаток после от­
гонки «-бутанола растворяли в 0,5—1,5 мл диметилсульфоксида и разделя­
ли восходящей хроматографией на бумаге в системе растворителей бута­
нол — аммиак — вода (3:1:1). Из участков хроматограмм, имеющих зна­
чения в пределах 0,15—0,25 и 0,45—0,60, вырезались пятна веществ (соот­
ветственно I и II), абсорбирующие у.-ф. свет и дающие положительную ре­
акцию с нитратом серебра по Летхэму (“), и элюировали кипящим этил­
ацетатом для повторного хроматографирования на бумаге. Для характери­
стики соединений I и II в табл. 1 приведены их значения Rf в нескольких 
системах растворителей.
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Рис. 2. Влияние различных количеств цитокинина (соединения II), изолированного 
из 2,5 л (I), 5,0 (2), 7,5 (3) и 15 л (4) среды роста штамма К 785 на рост каллюса.

Контроль в отсутствие (5) и в присутствии (6) 25 мкг кинетина на 1 л

Вещества I и II на бумажных хроматограммах с реагентами Летхема 
(“), Вуда (i2), Драгендорфа (13), нитратом серебра и ванилином (14) или 
дихроматом натрия (15) и двухлористой ртутью и эозином (1в) давали ха­
рактерные цветные реакции пуриновых соединений. В у.-ф. спектрах по­
глощения соединений, элюированных из пятен хроматограмм 0,17V соляной 
кислотой, имеются максимумы поглощения: I — при 262 и II — при 265 нм 
(рис. 1), которые также указывают на пуриновую природу этих соедине­
ний (*’).

Цитокининовую активность обнаруженных пуриновых метаболитов I 
и II клубеньковых бактерий штамма К 785 проверяли специфическим био­
тестом на каллюсобразование сердцевинной ткани стебля табака (’, 18). 
Использовали табак Nicotiana tabacum cv. «Baslii — Baghli — Samsun», вы­

Таблица 1
Значения Л/ пуриновых соединений

Системы растворителей
Значение Ry соединений

I II

н-Бутанол— аммиак — вода (3:1:1) 0,26 0,55
н-Бутанол, насыщенный водой 0,33 0,72
Изопропанол — аммиак — вода (7:1:2) 0,41 0,62
Вода — 0,45

ращивание каллюса проводили в чашках Петри. Испытуемые соединения 
прибавляли к питательной среде (1Э) тканевых культур перед ее автокла­
вированием в виде вырезанных из хроматограмм пятен I и II.

Оказалось, что соединение I не проявляет цитокининовую активность, 
но под влиянием соединения II наблюдалось увеличение веса и размеров 
каллюса сердцевинной ткани табака по сравнению с контролем (рост тка­
ней в отсутствие и присутствии кинетина) (рис. 2). Пуриновое соединение
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II, подобно кинетину, показало четко выраженную зависимость между на­
блюдаемым эффектом стимуляции роста ткани и количеством применяемо­
го соединения.

Таким образом, в результате проведепного химико-биологического ана­
лиза можно сделать вывод, что клубеньковые бактерип люцерны штамма 
К 785 во время роста выделяют в среду их культивирования два пуриновых 
соединения, одно из которых (II) является цитокинином. По вышеописан­
ной схеме анализа был исследован ряд других культур на их способность 
выделять пуриновые соединения. В зависимости от физиолого-биохимиче­
ских особенностей проверяемых штаммов были модифицированы отдель­
ные стадии анализа. При этом памп было установлено, что Rhizobium me- 
liloti, штаммы К 722, К 742, К 799 и М 633, выделяет в питательную среду 
пуриновые соединения, обладающие цитокининовой активностью.
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