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Установлено различие в лигнин-пероксидазной активности эндо-
фитного и эпифитного штаммов бактерий рода Azospirillum. Вы-
явлена зависимость активности лигнин-пероксидазы от возраста 
культуры, температуры выращивания, присутствия источников 
азота и углерода в среде культивирования. Обнаружено стиму-
лирование активности лигнин-пероксидазы соединением арома-
тической природы. 
Ключевые слова: лигнин-пероксидаза, Azospirillum brasi-
lense, эндофитный и эпифитный штаммы, условия культивиро-
вания.

Influence Conditions of Cultivation 
on Lignin Peroxidase Activity of Endophytic 
and Epiphytic Strains Azospirillum Brasilense

V. E. Nikitina, M. A. Kupryashina, 
S. V. Petrov, E. V. Glinskaya 

Differences in lignin-peroxidase activity between the endophytic 
and epiphytic strains of bacteria of the genus Azospirillum has been 
demonstrated. Dependence of The lignin-peroxidase activity was found 
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to depend on the age of culture, temperature of the cultivation, presence 
of the sources of nitrogen and carboneum in medium. The introduction 
in the cultivation medium of aromatic compound was found to increase 
lignin-peroxidase activity. 
Key words: lignin peroxydase, Azospirillum brasilense, endophytic 
and epiphytic strains, culture conditions.

Лигнин-пероксидаза – фенолоксидаза, об-
ладающая высокой окислительной способностью 
и низкой специфичностью действия, способная 
катализировать окисление большого количества 
органических соединений, включая полифено-
лы, метоксизамещенные фенолы, хлорфенолы, 
диамины, гетероциклические, алициклические со-
единения. Впервые лигнин-пероксидаза была вы-
делена из культуральной жидкости Phanerochaete 
chrysosporium [1] . Фермент относительно хорошо 
изучен у многих видов базидиомицетов, однако 
о наличии лигнин-пероксидазы у бактерий су-
ществуют очень немногочисленные сведения. 
Относительно недавно Никитиной с соавторами 
[2] впервые обнаружена лигнин-пероксидаз-
ная активность у ряда штаммов бактерий рода 
Azospirillum. 

Азоспириллы, начиная с 80-х гг. прошлого 
века, являются наиболее интенсивно исследу-
емыми микроорганизмами, осуществляющими 
тесное взаимодействие с корнями растений. 
Важнейшим свойством азоспирилл является 
их способность образовывать ассоциативные 
и эндофитные симбиозы со многими высшими 
растениями и стимулировать их рост и развитие, 
фиксируя азот атмосферы, продуцируя и выделяя 
в почву фитогормоны и ряд других физиологи-
чески активных соединений [3]. Колонизация 
корневой системы растений азоспириллами 
осуществляется различными способами. Одни 
локализуются только на поверхности корневой 
системы растений, другие способны проникать 
внутрь корня, не образуя каких-либо специали-
зированных структур. С помощью электронной 
микроскопии и визуализации бактерий с исполь-
зованием иммунозолотого мечения было выяв-
лено присутствие бактерий штамма Azospirillum 
brasilense Sp245 в клетках и в межклетниках 
проводящей системы корня пшеницы [4]. Ре-
зультаты сканирующей конфокальной лазерной 
микроскопии и визуализации бактерий с по-
мощью флуоресцентно меченных олигонукле-
отидных зондов позволили обнаружить клетки 
A. brasilense Sp245 внутри корневого волоска. 
Клетки другого штамма – Azospirillum brasilense 
Sp7 имели только поверхностный тип колони-
зации и не обнаружены во внутренних тканях 
корня. Механизм проникновения азоспирилл 
внутрь корня не известен. Не исключено, что в 

этом процессе, наряду с другими ферментными 
системами, участвуют лигнин-пероксидазы бак-
терий. Кроме того, адаптационные возможности 
бактерий, находящихся внутри и на поверхности 
корня неодинаковы. Поэтому велика вероятность 
влияния условий культивирования бактерий на 
активность лигнин-пероксидазы в зависимости 
от характера их жизнедеятельности.

В связи с вышеизложенным целью настоящей 
работы явилось сравнительное исследование 
влияния условий культивирования на активность 
лигнин-пероксидазы эндофитного и эпифитного 
штаммов азоспирилл.

Материалы и методы 

Для настоящего исследования в качестве 
объектов нами были выбраны штаммы из коллек-
ции микроорганизмов ИБФРМ РАН: A. brasilense 
Sp245, обладающий способностью к колонизации 
внутренней части корней пшеницы, и A. brasilense 
Sp7, подобной способностью не обладающий. 
Контрольные значения активности лигнин-перок-
сидазы получали при культивировании бактерий 
на жидкой малатной среде при температуре 37оС 
(г/л): KH2PO4 – 0.1; K2HPO4 – 0.4; NaCl – 0.1; 
Na2MoO4·7H2O – 0.002; MgSO4·7H2O – 0.2; 
FeSO4·7H2O – 0.02; яблочная кислота – 5; 
NaOH – 1.7; NH4Cl – 1; CaCl2 – 0.02; MnSO4·5H2O· 
·CaCl2 – 0.02 (pH=6.8) [5]. 

Посевным материалом служила 12-часовая 
культура, выращенная на среде того же состава. 
При изучении влияния температурного фактора на 
активность фермента был выбран диапазон куль-
тивирования от 22 до 37 оС с шагом измерения в 5о. 

В качестве индуктора в среду культивирова-
ния вносили 2 мМ вератриловый спирт.

Активность лигнин-пероксидазы определя-
ли по скорости окисления вератрилового спирта 
до вератрового альдегида при длине волны 
310 нм [6]. За единицу активности принимали 
количество фермента, катализирующего пре-
вращение 1 µМ субстрата за 1 мин на мг белка. 
Концентрацию белка определяли по методу 
Бредфорд [7].

Полученные результаты подвергали стати-
стической обработке. 

Результаты и их обсуждение

В результате проведенных экспериментов вы-
явлено, что лигнин-пероксидазная активность за-
висела от стадии роста бактерий. Так, максималь-
ная ферментативная активность как у A. brasilense 
Sp245, так и у A. brasilense Sp7 наблюдалась 
через 24 ч культивирования, что соответствует 
логарифмической стадии роста бактерий (рис. 1).
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При этом необходимо отметить более высо-
кую ферментативную активность эндофитного 
штамма по сравнению с эпифитом. Интересным 
представляется факт, что лигнин-пероксидазная 
активность культуры проявляется в период пер-
вичного роста, тогда как ранее исследованная 
нами активность марганец-зависимой пероксида-
зы возрастала в период вторичного роста в ответ 
на недостаток в среде питательных веществ [8].

При изучении влияния температурного 
фак тора на активность фермента был выбран 
диа пазон от 22 до 37 °С. Как видно из графика 
(рис. 2), лигнин-пероксидазная активность 
штамма A. brasilense Sp245 возрастала прямо 
пропорционально увеличению температуры 
культивирования, однако A. brasilense Sp7 про-
являл повышенную ферментативную активность 
при 22 °С. Полученный результат свидетельству-

Рис. 1. Зависимость активности лигнин-пероксидазы от времени культивирования

Рис. 2. Зависимость лигнин-пероксидазной активности от температуры культивирования
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ет о том, что, по-видимому, различные штаммы 
азоспирилл проявляют существенную гетероген-
ность клеток по лигнинолитической активности 
в различных условиях, внутри растения или в 
ризосфере. 

Известно, что для фенолоксидаз грибного 
происхождения характерно увеличение актив-
ности фермента при культивировании на бедной 
по азоту среде [9]. Изменение в среде культиви-
рования соотношения С:N оказывало различное 
влияние на активность лигнин-пероксидазы 
азоспирилл. Так, высокие значения соотноше-
ния С:N (дефицит азота) приводили к замет-
ному росту лигнин-пероксидазной активности 
A. brasilense Sp7, но не влияли на ферментатив-
ную активность A. brasilense Sp245.

Ранее нами показано, что активность фе-
нолоксидаз стимулируется внесением в среду 
выращивания соединений ароматической при-
роды [9]. По данным литературы, лигнино-
литические ферменты обладают достаточно 
широкой специфичностью по отношению к 
низкомолекулярным субстратам [8]. Типичным 
специфическим субстратом лигнин-пероксидазы 
является вератриловый спирт – вторичный мета-

болит растений, образование которого связано с 
процессом разложения лигнина. Кроме того, он 
является одним из главных индукторов лигнин-
пероксидазы. Внесение в среду культивирования 
азоспирилл 2 мМ вератрилового спирта приво-
дило к увеличению лигнин-пероксидазной актив-
ности. Ферментативная активность A. brasilense 
Sp245 увеличивалась практически в 2 раза, а 
A. brasilense Sp7 в 4 раза по сравнению с контро-
лем (рис. 3). Культивирование A. brasilense Sp7 
в присутствии индуктора на среде, бедной по 
азоту и углероду, не приводило к существенному 
увеличению ферментативной активности, тогда 
как активность лигнин-пероксидазы A. brasilense 
Sp245 достоверно превышала контрольные 
значения. При внесении 2 мМ вератрилового 
спирта на фоне дефицита источника углерода в 
среде культивирования наблюдалось повышение 
активности фермента в 2.5 раза у эндофитного 
и в 6 раз у эпифитного штамма, по сравнению 
со средой аналогичного состава без индуктора. 
Таким образом, вератриловый спирт cтимулирует 
активность бактериальной лигнин-пероксидазы, 
что согласуется с данными для грибных объ-
ектов [10]. 

Рис. 3. Зависимость лигнин-пероксидазной активности азоспирилл от присутствия индук-
тора в среде культивирования: 1 – немодифицированная среда культивирования, 2 – среда 
с индуктором, 3 – среда бедная по азоту и углероду, 4 – среда бедная по азоту и углероду с 
индуктором, 5 – среда с дефицитом источника углерода, 6 – среда с дефицитом источника 

углерода с индуктором

Проведенные исследования выявили раз-
личия в активности лигнин-пероксидазы эндо-
фитного и эпифитного штаммов азоспирилл, 
обусловленные, в частности, адаптивными 

возможностями культур к условиям существо-
вания в различных экологических нишах. Более 
высокие значения лигнин-пероксидазной актив-
ности и её высокий температурный оптимум, 
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по-видимому, связанный с экзотермическими 
реакциями разложения ароматических веществ 
(в том числе лигнина), косвенно подтверждает 
взаимосвязь данного фермента с проникающей 
способностью A. brasilense Sp245.
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Показана способность лектинов, выделенных с поверхности 
почвенных азотфиксирующих бактерий штамма Azospirillum 
brasilense Sp7 и его мутанта по лектиновой активности 
Azospirillum brasilense Sp7.2.3, регулировать продукцию переки-
си водорода в корнях проростков пшеницы, связанную с акти-
вацией супероксиддисмутазы, пероксидазы, оксалатоксидазы 
и ингибированием активности каталазы. Было показано, что в 
корнях проростков пшеницы при воздействии лектинов наибо-
лее быстро индуцируемым путем образования перекиси водо-
рода является активация оксалатоксидазы. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что лектины азоспирилл способны вы-
ступать в качестве индукторов адаптационных процессов кор-
ней проростков пшеницы. 
Ключевые слова: Azospirillum brasilense, лектины, корни про-
ростков пшеницы, оксалатоксидаза, пероксидаза, супероксид-
дисмутаза, каталаза.
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We show that the lectins isolated from the surface of the nitrogen-
fixing soil bacterium Azospirillum brasilense Sp7 and its mutant 
defective in lectin activity, A. brasilense Sp7.2.3., can regulate the 
production of hydrogen peroxide in wheat seedling roots, which is 
associated with the activation of superoxide dismutase, peroxidase 
and oxalate oxidase, as well as with the inhibition of catalase 
activity. We show that activation of oxalate oxidase is the most 
rapidly inducible pathway for the formation of hydrogen peroxide 
in wheat seedling roots under the effect of lectins. The obtained 


