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К ИЗУЧЕНИЮ ПОЧВЕННОЙ ДЕНЙТРЙФИКАЩИ: 
СПЕЦИФИЧНОСТЬ АГЕНТОВ ПРОЦЕССА 

В. Тохвер 

Понятие денитриФикашга и определение ее агентов 

В широком этимологическом смысле олова под термином 
"денитрнфикация* подразумевают природные процессы восстанов­
ления нитратов, независимо от агентов, механизма и продуктов 
процесса. При этом нитратовосстановление, вызываемое живыми 
агентами, обычно называют прямой, а процесс, протекающий хи­
мическим путем без участия живых существ, косвенной денитри-
фжкацией. 

Логично, что в общем смысле можно назвать денитрифика-
торами любые организмы, способные к редукции нитратов. Тер­
мин, однако, в таком случае теряет специфику и разграничен­
ность и будет связывать организмы с совсем различными функ­
циями. Поэтому область действительности-понятия обычно раз­
граничивают на основе характера процесса, вызываемого изуча­
емыми агентами. Это можно сделать с учетом в качестве глав» 
ного критерия химического хода и природы продуктов процесса, 
или же с учетом, в первую очередь, биологической функции про­
цесса. В первом случре денитрификаторами обозначают группу 
бактерий, в определенных условиях восстанавливающих нитрат­
ный азот до газообразных-продуктов, главным образом до 
(Пошон и де Баржак, I960, с. 146). Во втором случае денит­
рификаторами называем микробов, способных к нитратному дыха­
нию, т.е. к использованию нитратов в качестве терминального 
акцептора электронов (вместо молекулярного кислорода) при 
функционировании цепи окислительно-восстановительных реакций 
(цепи переноса электронов, ЦПЭ), часть свободной энергии ко­
торой клетки могут запасать в виде АТФ в результате т.н. оки­
слительного фосфорилирования. Это определение исключает из 
понятия микробов, использующих нитратный азот лишь в консти­
туционных целях, но прибавляет по сравнению с первым спо­
собом определения понятия, некоторое число микробов, обычно 
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не проводящих восстановления нитратов до газообразных продук­
тов. В то хе время неполное восстановление нитратов выполня­
ет у них такую хе энергетическую функцию, как и у тех, кото» 
рые доводят процесс до газообразных продуктов. Дело в том, 
что генерирование АТФ, т.е. выполнение задачи ЦПЭ, осущест­
вляется при нитратном дыхании в ходе только первых этапов 
восстановления нитратов ( Hadjipetron, Stouthamer, 1965). По 
Эгами ( Egami, 1957, 1973), Такахаши (Takahaehi et ai,1963) и 
по другим авторам, изучавшим эволюцию энергообмена, нитратная 
респирация появилась в эволюции как редукция нитратов до нит­
ритов. Вместе с тем, как указывает Яманака (Yamanaka, 1967), 
ядовитость нитрита почти одновременно с появлением нитратного 
дыхания обусловила в качестве фактора отбора сложение меха­
низма для дальнейшего восстановления этого соединения. Следо­
вательно, нитратное дыхание представляет собой единый процесс 
с различными ступенями развитости. Основа и функция процес­
са, однако, не зависят от того, до какого уровня простираются 
дополнительные механизмы. Исходя из общебиохимических и эво­
люционных соображений следует признать предпочтительным функ­
циональное истожование термина "денитрификаторы", а также 
понятия процесса денитрификации, ибо только в этом случае со­
храняется единая основа для понимания процесса. 

Орбит денитриФикаторов 

В 1950-х годах признанные денитрификаторы принадлежали к 
шести родам, а именно К Pseudomonas, Spirillum, Achromobac-

ter, Micrococcus, Bacillus И Actinomyces fNaeon, Takahaehi, 

1958). Уже к 1965 г. перечень значительно расширился, в пер­
вую очередь sa счет бактерий коли^аэрогенес группы (до этого 
восстановление нитратов, например, у Escherichia coli.истол­
ковывали скорее как побочный процесс метаболизма, который не 
имеет особого значения в жизни данной бактерии), но и за счет 
некоторых ВИДОВ Vibrio,Xanthomonaa, Chromobacterium /= Flavo-

bacterium И Др. ( Müller,1965, С. 468-469). 
К настоящему-времени результаты таксономических иссле­

дований показывают, что способность к нитратному дыханию край­
не распространена-среди самых различных микробов. Кроме выше­
указанных 6 родов, диссимиляторная редукция нитратов, т.е. 
эквивалент дыхания в анаэробных условиях, установлена в ро­
дах Deeulfovibrio (Senez et ai., 1956), Lactobacillus (Four-
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naud et ai., 1964), Edwardsiella, Proyidencia (Pichlnoty et 

ai., 1966) , Alcaligenee, Aerobacter (Pichlnoty et ai., 1969), 
Serratia, Hafnla (Piechaud et ai., 1969), Proteus, Citrobac­
ter ( Chippeux, Pichinoty, I97Q), Enterobacter Paracolobact-
rum (Davlee, Torrien, 1971), окончательно доказано су­
ществование диссмиляторной денитрификации у .Hydrogenomonae 
(Pfitzner, Schlegel, 1973) и т.д. Может быть, несколько не­
ожиданно среди денитрификаторов оказались и Haemophilus ре-

rainfluenzae (White, Smith,,1962), Staphylococcus epidermi-

dis (Jacobe et el., 1963), Pasteurella pestie (Ящук и др., 
1965),Corynebacterium nephridii (Hart et al^I965) , Salmonel­
la typhimurium (Piechaud et el.,. 1969),Veillonella alcales-

cens (Inderlied, Delwiche, 1973) и некоторые другие. Неко­
торая способность к нитратному дыханию обнаружена у Clostri­
dium welchii (Katsura et ai., 1954) и Rhodospirillum rubrum 
(Tetzuya, 1962). Следует все же отметить,-что по мнению Са-
то ( Sato, 1950), Эгами (Egami, 1957, 1973), Такахаши ( Така-
hashi et ai., 1963) и других японских авторов, восстановле­
ние нитрата у Clostridium в сущности является нитратным 
орожением, так как за счет редукции нитрата реокисляется 
НАШ , восстановленный в стадии анаэробного гликолиза. 

Со временем расширился и список видов, принадлежащих к 
"традиционным" родам денитрификаторов. Так, например, в ро­
де Pseudomonas в настоящее время их можно перечислить не ме­
нее 18 видов, у Achromobacter не менее 6 видов, у. Bacil­

lus - 8 видов. Представленный перечень неполный, но хоро­
шо иллюстрирует то обстоятельство, что таксономические ряды 
денитрификаторов со временем все возрастают, а способность к 
нитратному дыханию обнаруживается и там, где ее раньше вряд 
ли думали искать. 

Особый интерес представляют данные, доказывающие суще­
ствование и у высших растений возможности перехода к нитрат­
ному дыханию при относительно длительном недостатке или от­
сутствии кислорода (Кудрявцева, 1929, Kessler 1964, Вее-

vers, Hagemann, 1969). В частности, такая способность ука­
зана У ячменя ( Willis, Gemm, 1955), у шпината ( Paneque et 

ai., 1965) и даже у некоторых древесных растений (Чиркова, 
1971). 

Можно сказать, что способность к нитратному дыханию 
очень широко распространена, по таксономическому признаку, 
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среди сапрофитных бактерий, но может встречаться и у высших 
организмов. При этом денитрификация является для ее агентов 
всегда лита альтернативной возможностью. В природе не найде­
но организмов, способных получать нужную для жизнедеятельнос­
ти анергии только по типу нитратного дыхания. Учитывая дан^ 
ные, по которые нитратное (или нитритное) дыхание как про­
цесс, использующий в качестве терминального-акцептора элект­
ронов неорганическое окисленное соединение, является- прямым 
предшественником кислородной респирации ( Egaei,1973), в пе­
реходе сапрофитных бактерий к использованию нитратов вместо 
молекулярного кислорода можно видеть какое-то атавистическое 
обращение к более раннему типу осуществления ЦПЗ при попада­
нии в анаэробные условия. Возникает вопрос: какими являются 
границы круга денитрификаторов среди сапрофитных бактерий, 
т.е. как и чем ограничена способность к переходу на нитратное 
дыхание? Для получения ответа нужно разобраться в появлении 
денитрификационной способности в естественной обстановке, в 
специфичности т.н. физиологической группы денитрификаторов. 

Специфичность денитрификаторов 

Как указано в первой части настоящей статьи, список де­
нитрификаторов со временем расширяется. Общий хе подход к 
расшифровке понятия денитрификаторов среди почвенных микроби= 
ологов оставался почти неизменным: денитрификаторы истолковы­
вают как более-менее определенно ограниченную, специализж^ 
рованную группу микробов, поровну с целлюлозными бактериями» 
тарификаторами и другими "физиологическими группами" микро­
организмов. Свое крайнее выражение такой подход нашел в учет 
нии о биоорганоминеральных комплексах почвы. По мнению ai то­
ров этого учения, денитрификаторы в разрыве от сапрофитных 
бактерий (аммонификаторов) помещены в определенную "оферо-
стадию" развития почвенной микрофлоры, они отнесены к ассо­
циации микробов, якобы разлагающих гумусовые вещества (к "ав­
тохтонной микрофлоре Б") (Лазарев, 1939, Былинкина, 1940,1949, 
Шамин, Былинкина, 1970). Обращаем, однако, внимание на неко­
торые факты, заставляющие скептически относиться к традицион­
ному истолкованию. 

"Ухе в 1950-х годах было указано, что денитрификаторы в 
почве действуют и как аымонификаторы (Березова,-1953, 
Мишустин, 1954, Scharrer, Burke, 1955). Отмечено такхе, что 

- 6 -



групповые знамен обеих групп перекрываются (Корсакова, 
1953), ила же, по крайней мере, сильно корродируются (Мишус-
тин, 1954). По некоторым расчета* до 80% is всех почвенных 
сапрофитных бактерий способны к нитратовосстановлению (Федо­
ров, 1954). Все эти данные согласуются с более поздними 
данными (Rietanovio ,1969; Семенова, Хнднрадиева, 1970). 

Для изучения специфичности и индуцируемооти денитрифи^ 
каторов нами в сентябре 1970...1973 гг. предприняты специ­
альные исследования. Их методика: 

Общее число сапрофитных бактерий определяли по высеву 
О,05...О,10 мл четвертого разведения на НПА в чашке Петри 
(поверхностный посев). Инкубация продолжалась 48 часов при 
температуре +27,5° С. После указанного времени-материал вы-? 
росших колоний переносили по способу отпечатков, т.е. по ме­
тоду, предложенному Ледербергами ( Lederberg, Lederberg, 

1952) для генетического исследования мутантных форм, в но­
вую чашку Петри на Гнльтэй-агар. Новую инкубацию производи­
ли в строго анаэробных условиях в атмосфере аргона. После 
48-4. инкубации подсчитывали выросшие колонии, которые, как 
это следует из условий культивации, принадлежат к бактериям, 
способным к нитратному дыханию, и которые относительно легко 
могут перейти на этот тип энергообмена. Анализировали 4 
разновидности эстонских почв: 

1. Дерново-карбонатная почва из совхоза Винни, Ракве-
реекого района; 

2. Дерново-подзолистые почвы южной Эстонии: 
2.1. супесчаная почва из Тартуского образцового 

опытного совхоза и 
2.2. песчаная почва из стационара Эстонской сельс-? 

кохозяйственной академии в Ноосте, Пыльваского 
района; 

3. Буроземвая почва из Михклиского стационара ЭСХА, Пяр-
нуского района. 

Полученные результаты представлены в табл. I. 
Видно, что метод отпечатков позволяет получать значи­

тельно более высокие численности денитрификаторов, чем их 
учет по методу предельных разведений.(при учете только про­
бирок, где появляются пузырьки газа). Значит, при стандарт­
ных групповых анализах по методу предельных разведений чис­
ленность денитрификаторов как дефинитной группы не определя-
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ется, а устанавливается лишь количество сапрофитных бактерий, 
легко переключающихся на этот процесс. Сколько хе в изуча­
емой почве сапрофитов, более трудно индуцируемых к нитратной 
респирации, обычно не выясняется.. Не выясняется и числен­
ность "неполных" денитрификаторов, доводящих восстановление 
только до нитритов или других растворимых интермедиатов. 

Таблица I 

Удельная часть сапрофитных бактерий. 
способных к нитратному дыханию. 

в некоторых почвах Эстонии 

(Средние данные за 1970...1972 гг.) 

П о ч в а  С о с т о я н и е  С а п р о ф и т ы  
окультуренности Способные к нит-

число ратному дыханию 

млн. на Млн. на I г % от 
I г су- сухой почвы общего 
хой поч- числа 
вы 

Дерново-карб.: Ельник, не-
окультур. 

легко суглин. Старопахотное 
поле 

супесчаная 
окультур. 

Старопахотное 
поле 

Дерново-подз., Сосновый лес 
песчаная Старопахотное 

поле 

Буроземная, Дубовник, не­
окультур. срецнесуглин. 
Ельник, не­
окультур. 
Старопахотное 
поле 

1,1+0,2 0,38+0,04 35 

4,8+0,5 2,6+0,4 55 

1,8+0,2 0,79+0,1 44 

2,9*3,3 1,5+0,2 54 

0,9+0,2 0,64+0,08 68 

0,18+0,03 0,04+0,005 24 

0,95+0,07 0,30+0,04 46 

6,0+0,3 2,7+0,4 45 

2,7+0,1 0,8+0,1 29 

4,6+0,2 3,5+0,2 76 
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Таблица 2 

ИНДУКДИЯ нитратного дыхания у сапрофитных бактерий пассажами на Гильтэй-агар 
в атмосфере аргона 

Состояние Ä Переключение на нитратное дыхание 
а окультуренности изученных " 

сапрофит- При первом пассаже При 2...5 пас- Воего, 
них коло- оажах 
ней 

Число а Число а ш 
колоний * колоний ß 

р 

Дерн.-подзол., Смей, лес,неокульт. 165 69 42 22 13 55 
супесчаная Целина, 6-ой год осв. 171 89 52 20 12 64 

Старопахотное поле 154 92 60 17 II 71 

Буроземная, Дубовник, неокульт. 152 68 45 П 7 52 
суглинистая Ельник, неокульт. 119 41 35 16 13 48 

Старопахотное поле 192 136 71 П 6 77 



По данным табл. I видно также, что относительные и аб­
солютные размеры микрофлоры, способной к нитратному дыханию, 
существенно зависят от типа почвы, растительного покрова я 
состояния окультуренности почвы. Как правило, удельная часть 
денитрификаторов возрастает вместе с продолжительностью сель­
скохозяйственного использования почвы, по-видимому, в связи с 
длительным воздействием нитратных удобрений в качестве фак­
тора отбора. При этом окультуривание как таковое не во всех 
случаях увеличивает общую численность сапрофитов, в том 
числе и денитрификаторов. 

Дальнейшее изучение вопроса на примере дерново-подзо­
листой супесчаной и буроземной почв показывает, что первым 
пассажем с МПА на ГА выявляются не все сапрофита, способные 
к переключению на нитратное дыхание. При последующих пов­
торных пассажах на ГА в анаэробных условиях еще некоторая 
часть сапрофитных бактерий адаптируется к нитратной респира­
ции. Соответствующие данные изложены в табл. 2. Механизм 
появления соответствующих колоний, по всей вероятности, со­
стоит, как в индукции, так и в отборе клеток (возможно мутан-
тных), способных к нитратной респирации. 

Можно сделать вывод, что вместе с сапрофитными бакте­
риями, как бы "нормально" способными к нитратному дыханию и 
легко переходящими на этот тип энергообмена, в почвах имеет­
ся множество бактерий, более трудно индуцируемых к денит-
рификации. Потенциально же они к этому способны. Трудно 
сказать, сколько в почвах сапрофитных бактерий, потенциально 
неспособных к денитрификации и существуют ли такие вообще. 

В связи с оценкой удельной части денитрификаторов сре­
ди сапрофитных бактерий почвы следует.обратить внимание еще 

на одно обстоятельство. Общеизвестно, что стандартный метод 
определения численности денитрификаторов в почвах по методу 
предельных разведений на среде Гильтэя дает многократно мень­
шие показатели, чем параллельные определения общего числа 
сапрофитных бактерий, несмотря на то, что не меньше половины 
всех почвенных сапрофитных бактерий обладают денитрифицирую-, 
щими способностями, выявляемыми по методу отпечаток (табл.1). 
Возникает вопрос о значении метода и критериев роста при оп­
ределении численности денитрификаторов. Для ориентации в 
данном вопросе нами проведено сравнение отдельных методов. За 
1970...1972 гг. определяли численность денитрификаторов в 
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дерново-подзолистой целинной почве (Ильматсалу, Тартуский 
район, §ССР) тремя методами: 

а) по стандартному методу предельных разведений в жид­
кой среде Гилтэя (5 параллельных пробирок для каждого раз­
ведения) с учетом в качестве решающего критерия появления 
пузырьков газа и параллельно с учетом в качестве достаточ­
ных критериев ясно положительной реакции Грисса на нитриты 
и подщелачивания среды при условии появления четких призна­
ков (помутнение среды и др.) в анаэробных условиях инкуба­
ции; 

б) по методу отпечаток с МПА + 0,1% КЖ>3 на . Гильтэй-
агар с последующей инкубацией в атмосфере.аргона; 

в) по методу Омелянского (Омелянский, 1940, с. 195) 
путем высеивания на пептонно-крахмально-нитратный агар с 
последующим проявлением колоний денитрификаторов соляной 
кислотой. 

Средние данные, полученные по всем трем методам, пред­
ставлены в табл. 3. Видно, что наименьшие результаты полу­
чились именно по стандартному методу предельных разведений. 
Значения численности денитрификаторов повышаются до 40 ... 
...60% от общей численности сапрофитов, если при таких ана­
лизах, проведенных, однако, в анаэробиозе, учитывают как 
положительные и те пробирки, где появились нитриты и повы­
сился pH, несмотря на то, что пузырьков газа не наблюдали. 
Результаты при этом хорошо совпадают с данными анализов по 
методу отпечатков, который можно считать наиболее надежным 
методом установления относительной части денитрификаторов 
среди сапрофитных бактерий. 

Если при проведении анализа численности денитрифика­
торов по методу предельных разведений решающим критерием 

считать появление пузырьков газа, то в учет взяты будут 
только те агенты процесса, которые доводят восстановление 
нитратного азота до молекулярного. Это только часть всех 

сапрофитов, способных переключаться на нитратное дыхание. 

Исходя из функционального истолкования понятия денитрифи­
каторов следует учитывать и те бактерии, которые при нит­
ратной респирации ограничиваются первыми ступенями нит-

ратредукции. Именно этому соответствует интерпретация по­

явления нитритов и повышение pH среды как • критериев 
положительного эффекта анализа. 
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Таблица 3 

Зависимость результатов определения 
численности даиитрийикаторов в почве 

от методист проведения анализов 

20-см слой дерново-подзолис­
той почвы целины в Тартуском 
районе Эст. ССР 

Численность денитрификаторов, 106/г, 
определенная по методу 

предельных разведений отпеча- Омедянс-
окулмуревности ю среде Гилтвя ток с кого 

критерий критерии SJJ* 5® 
- появл. - гав, 
газа нитриты, у 

реакция 

неокульт?' 0,23±0,05 0,72+0,П 0,79+0,10 0,11+0,03 

год*оов.б~°й 0,46+0,10 1,30+0,18 1,50+0,20 0,22+0,04 

поле°Па10ТН°в 0,41*0,06 0,80j0,12 0,64±0,08 0,24*0,04 

З а к л ю ч е н и е  

Из всего сказанного следует, что -денитрификаторы поч­
вы не представляют собой специфической, четко разграничен­
ной физиологической группы микробов. В зависимости от кон­
кретных условий большинство почвенных сапрофитов может пе­
рейти на нитратное дыхание. По легкости переключения на 
этот тип энергообмена в природе имеется целая градация. "Фи­
зиологическую группу" денитрификаторов нельзя сравнивать с 
действительно специализированными группами микробов, как 
например, целлюлозоразлагающие бактерии. 
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UPOS THE INVESTIGATION OP SOIL BEHITRIFICATIOHt 

SPECIFICITY OF THE AGENTS OF THE PROCESSUS 

V. TOHVER 

Summary 

On the basis of literary and original experimental da­

ta the conclusion is drawn that soil denitrifying bacteria 

do not represent a specific, clearly defined physiological 

group of micro-organisms. In dependence on existing condi­

tions the major part of the ordinary soil saprophytes may 

turn to nitrate respiration. In the facility of the switch­

over there exists in nature a real gradation, toe "physio­

logical group" of denitrlfiers must not be equalized with 

really specialized groups of microbes, e.g. aerobic cellu­

lose decomposing bacteria. The unequallty has an enzymolo-

gical basis, discussed in another paper of the author. 
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ОБ ЭНЗИМ0Л01МЧЕСКИХ ОСНОВАХ ПОДХОДА 
К ИЗУЧЕНИЮ ПОЧВЕННОЙ ДЕНИТРИФИКАЦИИ 

В. Тохвер 

В последнее время все лире и успешнее в почвенно-мик-
робиологических исследованиях развивается биохимический под­
ход проблемам, до сих пор изученных "классическими" наблюда­
тельными и созерцательными методами. Особенно благоприятную 
роль в этом выполняет, по-видимому, объединение энзимологи-
ческих и наблюдательных методов исследования ( представление 

проблем почвенной микробиологии в энзимологических терминах). 
Дело в том, что многие проблемы почвенной микробиологии пред­
ставляют собой энзимологические проблемы, применительно к 
плохо регулируемым природным условиям. В частности, сказан­
ное относится к проблемам почвенной денитрификации. Главными 
в этом аспекте является вопрос о природе и свойствах денит-
рификационяых энзимных систем и вопрос об индуцируемости 
нитратовосстановления. В настоящем обзоре сделана попытка 
дать анализ соответствующих современных данных на фоне эво­
люции энергообмена. 

I. О месте денитрийикацив в эволюции энергообмена 

Главные проблемы почвенной биологической денитрифика^-
ции не могут быть решены без участия места денитрификации, 
стало быть и денитрификаторов, в эволюции энергообмена. По­
этому следует и в рамках настоящей статьи обсуждать этот 
вопрос. 

В настоящее время довольно хорошо обосновано общее по­
ложение о нитратном дыхании как об эволюционном предшествен­
нике кислородной респирации. Эта гипотеза выдвинута и раз­
вита главным образом японскими авторами (например, Egami, 

1957, Iehimoto, Egami, 1959, Egami et el.,1961, Takahaahi 

et ai., 1963, Egami, 1973). По их трактовке один из путей 
от анаэробных брожений к кислородному дыханию.можно предста­
вить в последовательности следующих этапов: I) истинное бро-
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жение (терминальными акцепторами электронов являются эндо­
генные органические соединения), 2) нитратное брожение, 
3) нитратное дыхание, 4) кислородное дыхание. 

В приведенной схеме особое.внимание заслуживает выде­
ление, по идее Сато ( Sato, 1950), ступени нитратного -броже­
ния и ее отделение от нитратного дыхания. В частности, но­
вое, более точное значение приобретает в результате этого и 
само понятие о нитратном дыхании. 

С нитратным брожением имеем дело, если HAD(P)H, восста­
новленный в стадии анаэробного гликолиза по уравнению 

GAP + SAD* + P1 • 1,3 - P2GA + SADH + H* , 

в оксиленную форму возвращается за счет восстановления нит­
рата без участия ЦИТОХРОМОВ: 

НАШ + Н+ + NOJ™ • HAD+ + Н20 + LOG" 

"Денитрификаторы", еще не обладающие цитохромной сис­
темой, этим и ограничиваются. Для них весь процесс денитри­
фикации, непосредственно исходящий из глюкозы (или же из со­
единения, которое в ходе метаболизма превращается в глюкозу 
или в один из промежуточных продуктов гликолиза), можно сум­
мировать по уравнению: 

Glc + 2 N03~ + 2 A DP + 2 Р1 »2 ПЖ + 2 АТР + 2 Н02~ 

(в котором ПВК - пировиноградная кислота). 
По общей трактовке процесса денитрификации как процес­

са нитратредукции в энергетических целях, микробов, вызываю­
щих нитратное брожение, безусловно, можно квалифицировать«® 
денитрификаторы, несмотря на то, что они не ведут восстанов­
ления нитратов до NÄ. Без учета их деятельности нельзя 
полностью понять процессы трансформации азота в почве. 

Следующая ступень эволюции энергообмена станет по Сато 
и Эгами возможной вместе с появлением цитохромов. Дальней­
шее развитие окислительно-восстановительных процессов, после 
появления нитратного брожения стало необходимостью в связи с 
накоплением ядовитой ПВК и ее инертных продуктов. Появляется 
нитратное дыхание, предпосылкой которого является метаболи-
зация ПВК и ее продуктов через цитратный цикл. Как извест­
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но, функционирование последнего невозможно без деятельности 
'какой-то формы цепи переноса электронов (ЦП9), определяющей 
частью которой являются.цитохромы. У некоторых микробов 
(Escherichia coli и др.) нитратное дыхание как процесс вос­
становления нитратов с участием цитохромной системы не идет 
дальше редукции яо^™ до но£ , у большинства же известных 
денитрификаторов появляется вместе с нитратным дыханием и 
нитритное дыхание и формируются следующие ступени восстано­
вления азота, вплоть др образования s2 . Как указывает 
Яманака (Yananaka,1967), ядовитость нитрита почти одновре­
менно с появлением нитратного дыхания обусловила в качестве 
фактора отбора сложение механизма для дальнейшего восстанот 
вления этого соединения. Вместе с.тем интересно отметить, 
что именно нитритное дыхание стало, по мнению некоторых ав­
торов, прямым предшественником кислородного дыхания. На 
это указывают данные о свойствах отдельных звеньев цитохро­
мной системы бактерий и сравнительные исследования по ре­
активности отдельных цитохромов, в частности цитохромокси-
дазы ( Yananaka a. Okunuki, 1967). 

Работы Эгами, опубликованные в 1957-1963 гг. подверг­
лись критике, главным аргументом которой служил тезис, по 
которому аккумуляция атмосферного кислорода в результате 
фотосинтеза должна была предшествовать формированию нитра­
тов ( Broda, 1971 а, б). В действительности же не исклю­
чена возможность как абиотического, так и биотического об­
разования нитратов еще до появления свободного атмосферного 
кислорода. Для абиотического возникновения нитратов такая 
возможность была по существу доказана уже исследованиями 
Сугавара. Им были обнаружены в "остаточной воде магматиче­
ской дифференциации", найденной в трещинах японских нефе-
линных базальтов, как нитраты (4,4...97 мг/л), так и нитри­
ты (0,54...21 мг/л) (Sugawara et ai., 1949). Исследования 
по эволюции фотосинтеза показывают, что крайне вероятно и 
биотическое образование нитратов без наличия 02* Так, .на­
пример, Ольсон на основе своих результатов делает вывод, что 
фотохимическое окисление нитритов в нитраты и обратная тем-
новая реакция (нитратное дыхание) предшествовали выделению 
кислорода и появлению кислородного дыхания (Olson, 1970). В 
дополнение к этому Танигучи ( Taniguchi, 1971) выдвигает за­
ключение о существовании в эволюционном прошлом "фотосинте-
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тжческого нитрификатора", который мог продуцировать нитраты 
за счет аммиака, находящегося в изобилии в первичной атмос­
фере: 

1Н3 + 2 COg + HgO • НН03 + 2 CHjjO 

Как известно, очень трудно найти прямые доказательст­
ва для реконструкции биохимического прошлого. Обычно иссле­
дователи должны удовлетворяться анализом и сопоставлением су­
ществующего современного материала, т.е. косвенными доказа­
тельствами. Некоторые косвенные доказательства могут быть 
при этом совсем убедительными. Нам кажется, что к ряду та­
ких убедительных доказательств в пользу концепции о нитрат­
ном дыхании как предшественнике кислородного дыхания принад­
лежат и твердо установленные факты о химической структуре 
цитохромов у разных организмов, а также факты о колебании 
функциональной специфичности цитохромов на более низких сту­
пенях эволюции. Для всего сказанного приобретает в этом 
смысле большое значение установление идентичности цитохромо-
ксидазы и нитратредуктазы у факультативных анаэробов из рода 
Pseudomonas (Yamanaka, 1964). Особенно связывающим станет 
этот факт, если учесть химическую природу. простетической 
группы данного энзима - это гем I d или а2, который по неко-г 
торым признакам является близким к хлорофиллу ( Yananaka , 
1967, Yamanaka, Okunuki, 1971). 

К настоящему времени выяснено широкое колебание специ­
фичности цитохромов, функционирующих в нитратредукцни. Речь 
идет не только о возможности переключения факультативных, 
анаэробов от денитрификации к кислородному дыханию и обратно, 
или же об одновременном протекании обоих процессов. Теперь 
известно, что по крайней мере у некоторых денитрификаторов 
терминальными акцепторами для ЦПЭ могут служить, кроме нит­
ратов и продуктов их восстановления, различные минеральные, 
соединения, такие как сульфаты и сульфиты ( Kemp et ai. ,1963), 
соединения трехвалентнрго железа.( ottow, 1969), тетратионаты 
(Kapralek et ai., 1973), хлораты, перхлораты (itagaki et el., 
1963, Hackenthal, Eichler, 1967). Все это, вместе взятое, 
свидетельствует о биохимической неразвитости (в эволюционном 
смысле) ЦПЭ бактерий, о возможности относительного легкого пе­
ремещения специфичности их окислительно-восстановительных эн-
зииных систем. На этой основе легко понять переключение 
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сапрофитных бактерий, обоухдаемое на стр. Ю наст, сбор­
ника, на нитратное или кислородное дыхание, а также широкое 
распространение среди сапрофитов "денитрификаторов" и услов­
ность границ этой группы микробов. 

В заключении по эволюционному положению денитрификации 
и денитрификаторов следует, на наш взгляд, признать промежу­
точное место этого процесса на пути эволюции энергообмена. 
Это не обособленная ветвь эволюционного дерева, отходящая от 
общего ствола, а "сегмент" самого ствола на относительно низ­
ком уровне развития энергообмена. Такой вывод согласуется 
со всеми известными фактами. Он объясняет, почему денитри­
фикаторы не представляют собой разграниченной, особой группы 
и почему "атавистическое" возвращение к нитратному дыханию 
встречается даже у высших растений. Денитрификация - это 
только одна возможность,.наиболее яркое выражение эволюцион­
ной ступени энергообмена, на которой в качестве терминальных 
акцепторов электронов для цепей окислительно-восстановитель­
ных реакций преимущественно использовались различные эксо-
генные окисленные минеральные соединения. Все живое когда-
то прошло этот этап. При изучении почвенной денитрифика­
ции, в частности при истолковании полученных данных, это об­
стоятельство нужно принять во внимание. 

2. О природе и свойствах энзимных систем денитрификации 

В 1953 г. была выдвинута гипотеза об участии в денит­
рификации двух обособленных энзимных систем редукции нитратов 
(Naeon, Evane, 1953). В 1954-56 гг. эта гипотеза была раз­
вита в цельную концепцию о двух функциональных путях нитрато-
восстановлении ( Kluyver,1954, Клюйвер, 1956). Первый путь-
это восстановление нитратов до нн^ в целях усвоения азота 
или т.н. ассимиляторная нитратредукция. На втором пути нит­
раты выступают в роли функционального эквивалента молекуляр­
ного кислорода. Здесь т.н. диссимиляторная редукция нитра­
тов выполняет энергетическую функцию и доходит до" н2 • -При 
этом по данной концепции различны не только терминальные, но 
и промежуточные продукты восстановления. Из этого вытекает, 
что ассимиляторный и диссиыиляторный пути катализуются раз­
личными энзимами, несмотря на общий начальный субстрат вос­
становления. К сожалению, для проверки этого вывода за пос­
ледние двадцать, лот было сделано мало, хотя интенсивно изуча-
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лись и связанные вопросы сосуществования и одновременной ра­
боты обеих систем, проблемы специфичности и индуцируемости 
соответствующих энзимов и т.д. 

Не останавливаясь на истории изучения природы лготра-
тредуктаз, выделенных из различных объектов, отмечаем, что к 
настоящему времени можно считать доказанным существование в 
природе нитратредуктаз двух основных типов - флавопротеид-
ной и цитохромной природы. В соответствии с этим, в между­
народную "Номенклатуру ферментов" (1966) под шифрами ЕС 
I,6:6.I-EC 1.6.6.3 включено три флавопро-
теидных нитратредуктазы, а под шифром ВС 1.9.6.1 приведена 
нитратредуктаза цитохромного типа. Главным функциональным 
различием между ними можно считать их отношение к донорам 
электронов, in vivo флавопротеидные HP акцептируют элект­
роны от восстановленных пиридиннуклеотидных коэнзимов ( от 
НАШ, JTADPH или от обоих). В случае ЕС 1.6.6.1 катализуе-
мая реакция следующая: 

НАШ + Н+ + Н03" < ' MAD* + Н02" + HgO 

Цитохромная HP прямо не может взаимодействовать с HADH 
или KADPH , Для нее нормальным донором электронов является 
какой-то другой цитохром, в большинстве случаев типа ь в ча­
стности Ь1 ( Taniguchi et ai., 1956, Heredia, Medina, I960, 
Itagaki et ai., 1963, Lam, Nicholas, 1969, Rulz-Неггега, De 

MOBS, 1969, Miyate, 1971). Только в единичных случаях об­
наружен в ЭТОЙ роли цитохром типа a (White, Smith, 1962) или 
типа с (Lam, Nicholas, 1969, Prakash, Sedana, 1973). В об­
щей форме катализуемую реакцию можно представить так: 

2 cyt Ре2+ + 2 Н+ + Н03" 1 к 2 cyt Ре^+ + Н02~ + HgO 

В соответствии с приведенными уравнениями находится 
факт, что ассимиляторная и диссимиляторная HP работает при 
значениях в^, характерных соответственно для флавопротеидных 
и цитохромных переносчиков электронов (Tohver, 1970). Это 
обстоятельство определяет различное положение обеих нитрат­
редуктаз в цепи переноса электронов (ЦПЭ). 

Для обнаружения в микробах различных нитратредуктазных. 
систем, часто отмечаемых как А (цитохромная "диссимиляторная1) 
и Б (флавопротеидная "ассимиляторная"), применяют различные 
приемы. Наиболее надежным является, по полученным до сих 
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пор данным, хлорат-тест, предложенный Пишнотй (Pichlnoty ) в 
1964-1965 гг. Дело в том, что Cio^-  является субстратом для 
цжтохромных систем и ингибитором для флавопротеидных редоко-
-систем. Этим методом изучены сотни штаммов денитрификаторов 
относительно наличия HP А и Б. Оказывается, что три возмож­
ности представленности (в микроорганизме имеется А, или Б, или 
обе редуктазы одновременно) встречаются почти в одинаковой 
мере, при некотором доминировании А перед Б (Pichlnoty et *1., 
1966, 1971). В особенности следует отметить, что в типичных 
почвенных денитрификаторах (М. denitrlfleans, Pseudomonas ep. 
•p. ), по этим данным, обычно имеются обе системы. 

Окончательные доказательства в пользу одновременного су­
ществования в микробном мире различных нитратредуктаз получе­
ны при изучении хлоратрезистентных мутантов денитрификаторов. 
Это мутанты, утратившие цитохромы, т.е. системы, для которых 
хлорат М0ЖфТ быть субстратом ( Stouthamer, 1967, Piechaud et 

•l.t 1969) и в результате восстановления дать ядовитые сое­
динения, приводя микробы к быстрому самоотравлению. Хлоратре-
зистентные мутанты денитрификаторов, в отличие от диких ти­
пов, могут расти в анаэробных условиях в присутствии хлората 
за счет восстановления нитратов, но не могут расти в аэробио­
зе с использованием кислорода. Особенно хорошо (бесшумно)мож­
но изучать деятельность нитратредуктазных систем в бесклеточ­
ных суспензиях, полученных от диких и мутантных штаммов, де­
нитрификаторов. В качестве примера приводим результаты, по­
лученные в нашей лаборатории при изучении почвенного денитри-
фикатора Achro«»obaeter agile (табл. I). Видно, что по ре-
докс-активнооти система А (активность при С103" ) составляет 
около 6556 от суммарной активности А + Б (исходная культура, 
1жо~ , без ингибитора). Активность системы Б выявляется как 
подданным активности хлоратрезистентного мутанта (системы А 
нет), так и по активности суспензии исходной культуры с уре-
таном, но ее можно вычислять и по разнице активности А + Б и 
А исходной культуры. Все значения вполне удовлетворительно 
совпадают. В особенности следует отметить отсутствие.эффекта 
от уретана в суспензии мутантной культуры, в то время, когда 
его эффект в суспензии исходной культуры значителен. 
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Таблица; I 

Окислительно-восстановительная активность 
беоклеточных суспензий А chrono tmotT ajtil« 

в атмосфере аргона 
Св нМ окисленного НАШ на иг бедка в мин.) 

Терминальный 
акцептор 
электронов 

Ингибитор Источник суспензии 
терминальную 

«еи»»м 
часть цца нормальная 

культура 

Хлорат-ре­
зистентный 
мутант 

ж Oi 

10; 

cidi 

10,6 + 0,30 3,4 ± 0,18 

уретан 3,0 ± 0,12 3,0 + 0,10 

6,9 ± 0,23 О 

Прямым продуктом реакции восстановления нитрата явля­
ется нитрит как в системе А, так и в системе Б. Пока не со­
всем яоно, когда и почему начинаются различия по путям до ж2 

или *Ну Промежуточные продукты с нужной определенностью 
не установлены. Имеются лишь данные о деятельности тех или 
иных энзимов, катализующих предполагаемые промежуточные про­
дукты восстановления. Их обособление начинается, .по всей 
вероятности, на уровне деятельности нитрйтредуктаз, два 
представителя которых имеются в Международной номенклатуре 
энзимов. Это металлсодержащая флавопротеидная нитритредук-
таза ЕС 1.6.6,4 (продуктом восстановления нитрита является 
гидроксиламин) и не содержащая металла флавопротеидная нит-
ритредуктаза ЕС 1.7.99.3 (продуктом восстановления нитрита 
является окись азота). Для первой непосредственным донором 
электронов служит НАШ или NADFH , для второй эту же функцию 
выполняют in vitro различные соединения, кроме восстанов­
ленных пирициннуклеотидных коэнзимов. In vivo ВС 1.7.99.3 
работает, по литературным данным, вместе с цитохромной нжт-
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ратредуктааой, а донорами электронов для нее являются цжто-

хромц типа с (Street, Жав on, 1965, Cole, 1968, Miyata, Meri, 
1%9). Следовательно, по характеру деятельности ЕС 1.6.6.4 
принадлежит к системе Б, а ЕС 1.7.99.3 - к системе А. Такой 
вывод находит добавочное подтверждение в метаболичеокей судь­
бе продуктов реакций, катализуемых данными энзимами. Гидро-
ксиламинредуктаза ЕС 1.7.99.I, выделенная из различных мик­
робов, способных к ассимилятивному усвоению ж - но3~, как paa 
катализует переход гидроксиламина в жн^. Продукт же катали^ 
тической деятельности ЕС 1.7.99.3 (но) восстанавливается ре-
дуктазой окиси азота в ж2. 

Несмотря на логичность приведенных выводов, принадлежа 
ность признанных нитритредуктаз к той или другой системе вос­
становления нитратов экспериментально строго не доказана. В 
особенности можно предполагать, что круг нитритредуктаз не 
ограничивается вышеуказанными двумя флавопротеидными предста­
вителями. Указано, что по крайней мере в некоторых денйтри-
фикаторах ( Ре. aeruginosa, М. denitrifleans ) наряду с флаво-
протеидной нитритредуктазой работает и вдтохромный энзим типа 
С ( Yanaziaka et ai., 1962, Sent on, 1969). 

По всей вероятности, число промежуточных продуктов варь­
ируется как в пути. но3

-  - Н2 (система А), так и в пути 
ю~ - жн3(система Б). Кроме но2~ и N3 для первого и но2~ 
• MHgOH для второго, у отдельных денитрификаторов в качест­
ве промежуточных продуктов нитратовосстановления предположены 
еще гипонитрит, нитрамид, нитроксилят и закись азота. Соот­
ветствующих энзимов все же не выделено, кроме гипонитритреду-
ктазы (1.6.6.6), которая катализует восстановление гипонитри-
та в гидрокиламин. Из числа вышеприведенных "добавочных" 
продуктов особый интерес представляет закись азота, которая 
для многих денитрификаторов фактически доказана в качестве 
субтерминального продукта пути А. н20 способна к дальнейшему 
восстановлению до н2, но в зависимости от природы денитрифи-
катора и условий восстановления она может встречаться вместе с 
н2 и среди терминальных продуктов денитрификации (Hommik, 
1956, MatBUbara, 1971, Tan, 1973). 

Характерной особенностью нитратредуктазных систем в це­
лом, а также их отдельных звеньев является колебание их 
специфичности и функции. В литературе представлены данные, 
показывающие, что нитратредуктаза А многих бактерий может при 
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определенных условиях переключаться на альтернативные акцеп­
торы^ вместо lOj™ на Ре3+, Мп*+, С103~, 02) ( Otto*, 

1969, Sinclair, White, 1970, Knock et tl,, 1973). Заклю­
чено, что у Ре. aeruglnoee ннтрат:нитрит-оксиредуктаза ( . . 
нжтратредуктдза) и цитохром:0 2-оксидоредуктаза (т.е. цито-
хромокоидаза) являются ядентжчнымя энзжмамж ( Yamanaka, Oku­
nukl, 196j). Такое же колебание апецифячностж в еще боль­
шей мере обнаружено относительно нитрйтредуктазы, что легко 
понятно, еслж учесть, что нитрнтредуктаза эволюционно моложе 
нитратредуктазы ( Yamanaka,1964). У Peeudeeonaa ер. ер., М. 

denltrlficane и других бактерий нитрнтредуктаза системы А 

обладает как нитритредуктазной, так.и цитохром-с-оксждазной 
активностыб ( Yamanaka, Okunukl, I%3, Hewton, 1969,Lam, Ж1с-
holae, 1969) ж наоборот: выделенная из аэробных клеток ци-
тохромоксидаза выполняет в анаэробиозе нитржтредуктазную фщ-
ЦЖЮ ( Yamanaka et ai., 1962, Yamanaka, Okunukl, 1963). Эн-
зжмы идентичны, но п? сродству относительно Ж0 2~ и 0 2  раз­
личны: К ш для NOz 4,6 мкМ, а для 02 27 Midi (Lam, Hlcho-
lae , 1969). 

В литературе довольно много данных, по которым нитрат-
редуктазные системы в целом могут колебаться в физиологичес­
кой функции. Что касается системы Б, то ее двоякая роль вне 
сомнений. Кроме основной ассимиляторвой функции, эта систе­
ма у большинства денитрификаторов выполняет и энергетическую 
роль ( Pichlnoty, 1966). Это связано с фактом, что окисли­
тельное фосфорилирование происходит только в связи с первой 
ступенью нитратовосстановления - в ходе редукции нитратов в 
нитриты (Hadjipetrou a. Stouthamer,I965). Дальнейшие этапы 
восстановления, по крайней мере,по пути Б, выигрыша полезной 
энергии не дают. Они сложились, по-видимому, в эволюции про­
цесса как механизм обезвреживания крайне ядовитых нитритов. 
Убедительным доказательством в пользу выполнения системой Б 
энергетической функции можно считать результаты, полученные 
в работах с хлоратрезистентными мутантами денитрификаторов, 
утратившими цитохромную систему ЦПЭ. В наших опытах хло-
ратрезистентные мутанты Achr. agile успешно росли в атмос­
фере аргона в полном анаэробиозе в присутствии нитратов, ко­
торые энергично восстанавливались. При таких условиях цито-
хромдефицитные мутанты лишь на 20...30% уступали в интенсив­
ности роста диким штаммам. В аэробиозе такие мутанты, в си-
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ку утраты дыхательной системы; таете могут расти толь­
ко в присутствии, нитратов. 

Интерес представляют данные о колебании физиологичес­
кой функции системы А. По Пракаш и Седана (Prakaeh, Sadani, 
1973), у Aohr. fieoherl эта система продуцирует не только 
,ж2, но и жВу Анализ этих данных все-таки показывает, что 
деятельность системы Б не исключена. Поэтому более приемле­
мым нам кажется истолкование, по которому системы А и Б мо-
!гут переплетаться в точках .общих для обеих аистем интерме-
диатов. (Me Collum, Hopkins, 1962,Inderlied,Delwlche, 1973). 
Они растворимые, что позволяет переходить от одной системы в 
другую, несмотря на то, что растворимая система Б локализу­
ется в цитоплазме, а система А на мембранах (Chang a. Laecel-
lee, 1963, Lam, Nicholas, 1969 б). В соответствии с таким 
истолкованием находится факт, что в случае проявления асси-
мкляториой функции системой А она одновременно проявляет не-
опецифичность по отношению к донорам электронов. 

Возможное переплетение систем А и Б, а также колебание 
специфичности их отдельных звеньев привело некоторых авторов 
к сомнению в существовании двух систем нитратовосставовления 
(Murray, Sanval, 1963, Pateman et ai., 196*, Hackenthal, 

Bichler, 1967, Ильина, 1973). При этом обычно опираются на 
данные серологической близости некоторых одноименных энзи­
мов, в частности нитратредуктаз, а также о подчинении таких 
энзимов воздействию одних и тех же ингибиторов. Следует, од­
нако, отметить, что по таким данным нельзя еще сделать вывод 
об идентичности сравниваемых энзимов. 

По нашему мнению, кажущиеся трудно трактуемыми аспекты 
денитрификационной энзимологии будут понятными при учете эво­
люционного положения денитрификаторов и их нитратредуктазных 
систем. Нельзя ожидать жесткости, определенности и. разгра­
ниченности от окислительно-восстановительных систем, стоящих 
на грани анаэробиоза и аэробиоза. Колебание состава и функ­
ции энзимных систем денитрификации является закономерностью, 
•которая вообще характеризует биохимические системы на отно­
сительно низком уровне развития (Опарин, 1968). 
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3. Об индтаивтемооти нитватовосстановдения • процесса денит-
РиФвкашго 

Ориентация в проблеме о двух относительно самостоятель­
ных 8ЖЗЖМННХ системах ннтратовосстановленея, рассмотренной 
нами в предыдущей чаете настоящей статье, енеет для почвен­
ной микробиологе* большое значение в связе с изучением инду-
цируемости денитрнфикац** различным* факторами вреда, что в 
первую очередь связано о отсутствием или наличием в среде 
обитания молекулярного кислорода. 

Как известно, по своей природе денитрификация является 
анаэробным процессом. Тем не менее, экспериментальные дан­
ные по воздействию кислорода воздуха на этот процесс проти­
воречивы. Некоторые авторы получали результаты, показываю­
щие подавление денитрификации и сокращение продукции молеку­
лярного азота в аэробных условиях (т.н. отрицательную индук­
цию денитрификации), другие такого эффекта в существенной 
мере не наблюдали. Причины такой противоречивости, по наше­
му анализу, могут быть методическими, но это не устраняет 
проблемы о воздействии анаэробных условий на денитрифвкацию. 

Главные методические недостатки заключаются в следую­
щей: 

1) При применении растущих культур не всегда, учитывают 
изменение начального количества денитрификаторов, а резуль-г 
тэты нцтратовосстановления выражают лишь в валовом виде, 
при этом за неопределенный, произвольно взятый промежуток 
времени. Такой подход не позволяет получить представления 
об активности процесса, что требует выражения результатов на 
единицу численности клеток или на единицу количества дейст­
вующего белка за единицу времени. В случае растущих культур 
следует применять метод интегрального вычисления (Тохвер, 
1965, 1972, ТеЬтег, Laving, 1973). 

2) При количественных исследованиях не всегда обращают 
внимание на линейную зависимость процесса от времени, т.е. 
на основное требование характеристики активности энзиматиче-
ского процесса, и применяют слишком длительные экспозиции. 

3) Если результаты опыта регистрируют по уменьшению 
количества (или концентрации) нитратов или же по накоплению 
нитритов, то источником ошибочных истолкований может стать и 
неучтение существования в большинстве денитрификаторов двух 
систем нитратовосотановления. 
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4) При оценке влияния 0 2  возникают недоразумения также 
от не совсем точного применения терминов "индукция" и "реп­
рессия", которые обозначают явления, связанные с белковым 
синтезом и которые следует отличать от терминов "активации " 
и "ингибирование", обозначающих явления, связанные с измене­
нием активности уже существующих белков. 

Интегральное поведение денитрификатора слагается иа 
деятельности отдельных энзимных систем. При анализе данных о 
воздействии молекулярного кислорода на жизнедеятельность 
денитрификаторов целесообразно поэтому начинать с рассмот­
рения влияния кислорода на функционирование отдельных нит-
ратредуктазных энзимов и систем. 

Результаты по изучению влияния 0 2  на нитратредуктазную 
систему А различных микробов (A. aerogenee, М. denitrifieann, 
В. в tearo thermophilics, В. lieheniforalis, Sp. itergonii.M. ha­

lodeni trif loana, Aohr. agile, Pe. denltrifloana) однозначно 
свидетельствует о подавлении в аэробиозе биосинтеза главного 
компонента системы - цитохромной нитратредуктазы (Plohlnoty, 
D'Ornano, 1961, Plohlnoty, 1965, Lam, Nicholas, I%9, 
Downey et al., 1969, Schulp, Stouthamer, I97Q, Qauthier e t SLL, 

1970, Plohlnoty, 1971, Tohrer, Laving,1973). Такой Эффект 
хорошо согласуется с данными об усилении биосинтеза цитохро-
мов в анаэробиозе (Rosenberger, Kogut,1958; Clark-Walker et 

al. , 1967, Тохвер и Лавинг, 1972). 
Для выяснения механизма воздействия 0 2  на биосинтез 

нитратредуктазы 1.9.6.1 сделаны первые успешные шаги. Ука­
зано, что контролирующим фактором является внутриклеточное 
значение окислительно-восстановительного потенциала, а не 
сам молекулярный кислород как конкурентный терминальный ак­
цептор электронов ( Wimpenny, Cola, 1967; Showa.De МоавД968). 
Следовательно, в клетке должен существовать редокс-чувстви-
тельный фактор, который передает "отрицательную индукцию" от 
0 2  системам биосинтеза белка. Таким фактором может быть спе­
цифический апорепрессор, активирующийся под влиянием высоких 
значений EJ. О генетической природе рассматриваемых меха-т 
низмов свидетельствуют данные, показывающие плейотропный, 
одновременный контроль биосинтеза нитратредуктазного белка и 
соответствующих мембранных элементов ( Azoulay et al., 1969). 
Можно считать вполне вероятным, что при переходе популяции 
денитрификаторов из аэробиоза в анаэробиоз происходит не 
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просто индукция биосинтеза нитратредуктазы, а отбор соот­
ветствующих Мутантов (Downey et al., 1969). 

0 2  выступает не только как генетический репрессор био­
синтеза цитохромов, в том числе и нитратредуктазы А. Под его 
влиянием происходит также инактивация уже существующей нит­
ратредуктазы ( Piehinoty, 1965; Schulp, Stouthamer, 1970; То-
хвер и Лавинг, 1972). Следует отметить, что соотношение аф­
фектов от кислорода как от репрессора и как от инактиватора 
у различных денитрификаторов сильно варьирует. У более "аэ­
робных" представителей (например .у Ре. denitrlfieans ) обыч­
но доминирует репрессивный эффект, у представителей же с ме-? 
нее развитыми аэробными механизмами (цитохромная система, 
цикл Кребса и др.), например, уАсЬг. agile, наоборот, ннак-
тивирующее воздействие кислорода может маскировать его гене­
тическую роль (Тохвер, Лавинг, 1972). Из всего сказанного 
следует, что при испытании различных чистых и смешанных куль­
тур нужно учитывать как их происхождение, так и условия 
предварительной маточной культивации. В зависимости от ус­
ловий культивации изменяется (в противоположных направлени­
ях) активность нитратного и кислородного дыхания (Downey et 

•1.» 1969, Тохвер, 1972). В некоторых случаях (Aer. aero­
genee ) отмечено, что образующаяся в анаэробных условиях 
нитратредуктаза не может функционировать в аэробных условиях 
(Van'f Riet et al., 1968). 

Публикации, в которых описывается отношение нитритре­
дуктаз к воздействию 0 2, в частнЬсти на фоне их принадлежно­
сти к системам А.или Б, не очень многочисленны. Судя по 
имеющимся данным, поведение нитритредуктазы системы А анало­
гично поведению соответствующей нитратредуктазы (т-^т ying, 

Nicholas, 1969, Downey et al., 1969). Детали эффекта 0 2  в 
данном случае, однако, еще слабо изучены. 

При рассмотрении воздействия степени аэробности среды 
на сложение и активность нитратредуктазных систем в целом 
нельзя не упомянуть о роли нитратов как индукторов биосин­
теза соответствующих энзимов. В анаэробиозе присутотше нит­
ратов для образования нитратредуктаз является абсолютным ус­
ловием - без нитратов нитра тре дукта зная система А не форми­
руется ( Downey et al., 1969; Payne, Riley, 1969). Для объ­
яснения такого эффекта предложена гипотеза, согласно которой 
нитратредуктаза принимает участие в регуляции собственного 
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синтеза: молекулы HP, не находящиеся в форме комплекса с нит­
ратами, являются репрессорами для соответствувщей генетичес­
кой регуляторной системы (соте, 1967). Крайне интересным 
является факт, что под влиянием нитрата по существу одновре­
менно индуцируется биосинтез всех рецуктаз систему А (яо^" , 
Ж02~Ж>- И Ж20 -редуктазы) (Payne, Riley, 1969). Такой 
факт показывает (в полном согласии с современными представ­
лениями молекулярной биологии), что биосинтез указанных эн­
зимов управляется одним опероном и что они действительно об­
разуют одно функциональное целое. 

Не только терминальные акцепторы цепи переноса элект­
ронов, но и доноры электронов, т.е. органические вещества, 
имеют значение в индукционных явлениях нитратовосстановления. 
Существенным является при этом не просто концентрация донор-
ных веществ, а их качество. Наиболее положительный эффект в 
смысле активации нитратной респирации проявляют промехуточ». 
Яне кяслоты цикла Кребса (Rhodes et al. ,1963, Toit et al 

1970). Положительный эффект соединений цикла Кребса хорошо 
Понятен, так как функционирование цикла как катаболическо-
ге механизма (т.е. окисление его промежуточных продуктов) 
предполагает функционирование ЦПЭ. 

Часто в опытах по изучению денитрификации в качестве 
органического вещества (в качестве донора электронов) примет 
няется глюкоза или какой-то другой сахар. Следует, однако, 
отметить, что глюкоза не имеет прямой связи с ЦПЭ и поддер­
живает нитратную респирацию лишь через промежуточные меха­
низмы, имеющие довольно много альтернативных биохимических 
возможностей. В частности, в отдельных случаях денитрифика-
торы могут удовлетворяться теми количертвами AT», которые 
возникают в результате эндогенного или нитратного брожения. 
Указано даже, что глюкоза может снимать денитрификационную 
активность и выступать как репрессор биосинтеза нитратредук-

таз ( sohulp, Stouthamer, 1970, Kappalek и др., 1973). 
Индукционные явления в связи с биосинтезом нитратре-

дуктазной системы Б не так глубоко изучены, как такие же яв­
ления при системе А. Указано, что главным индуктором био­
синтеза аооимиляторных нитратредуктаз является сам нитрат, а 
главным репреосором - конечный продукт системы -нн 4

+  или нн 3  

(Pichinoty, Metenier, 1967, Cove, Pateman, 1969, Garret , 

1972). При этом НН 4
+  в концентрациях, еще не подавляющих 
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биосинтез данных энзимов, уже уменьшает их активность ( jye-
eum. Joner, 1965). Относительно влияния кислорода можно 
указать в качестве прямых данных лишь на результаты наших 
опытов с хлоратрезистентными мутантами Achr. agile и Pa., de-
nitrifioans (т.е. с формами, не обладающими системой А). Они 
показывают, что при аэробном выращивании культур (продувание 
среды воздухом) получается, по сравнению с анаэробными куль­
турами (атмосфера аргона), повышение нитратредуктазной ак­
тивности примерно на 30...70%. 

О стимулирующем влиянии 0 2  на систему Б можно судить, 
также по данным, показывающим значительное, иногда многокра­
тное повышение меры ассимиляции нитратного азота денитрифи-
каторами при аэрировании жидких или почвенных сред (Tohver, 

1958, Walker, Nicholas, I960, Tohver, 1973). Наоборот, 
при переходе от аэробиоза в анаэробиоз ассимиляторная функ­
ция ослабляется, вместе с усилением респираторного восстано­
вления нитратов (там же). Следовательно, в аэробиозе редук­
ция нитратов может усиливаться без увеличения газообразных 
потерь. 

Прекращается ли нитратная респирация, т.е. диссимиля-
торная денитрификация при переходе от анаэробиоза в аэробн­
ое? В большинстве случаев, по-видимому, полного подавления 
денитрификации кислородом воздуха не происходит. Это сов­
сем естественно в свете изложенных энзимологических данных. 
Размеры "остаточной денитрификации" в аэробиозе определяют­
ся, прежде всего, сродством соответствующих цитохромных эн­
зимов к яоз~ и 0 2. Как указано в настоящей статье по Ламу 
и Николасу, значения К ш для обоих акцепторов электронов не 
очень различны и позволяют одновременную реакцию с ио3~ и 0 2. 
Следует только отметить, что по тем же данным т.н. конститу­
тивная цитохромоксидаза имеет значительно более низкое зна­
чение К т  по отношению к 0 2  (около 0,1 мкМ), чем т.н. общая 
цитохромоксидаза. В случае М. denitriflcam доля конститу­
тивной оксидазы составляет около 10% от "общей" цитохромо-
ксидазы, но в силу около 270 раз более высокого сродства к 
0 2  она существенно определяет суммарные соотношения кисло­
родного и нитратного дыхания в аэробных условиях. Следова­
тельно, кроме имеющихся внешних условий (концентрация нитра­
тов, парциальное давление 0 2) значительную роль при опреде­
лении эффекта от аэрирования среды должны играть генетичес­
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кие свойства денитрификаторов, которые определяют количест­
венные соотношения между энзимными фракциями, а реакция к 
воздействию у отдельных видов денитрификаторов должна раз­
личаться. Существование таких различий показано нами отно­

сительно Ре. denitrificane И Achr. agile (Tohver, Laving, 

1973). Что касается первого вида, то при аэробной экспози­
ции бесклеточных суспензий нами обнаружен адитивный эффект в 
деятельности ЖАШ -оксидазы и ЖАШ- нитратредуктазы - окис­
ление НАШ усиливается на 17...20% при добавлении в среду 
нитрата. У Achr. agile такой эффект еще выше и доходит в 
отдельных случаях до 40...50%. 

Нам кажется, что противоречивые данные по воздействию 
кислорода воздуха (аэрации) на денитрификацию в почвенных 
условиях могут в определенных случаях объясняться и различ­
ным составом микрофлоры в различных почвах. Для характерис­
тики такой зависимости нужны сравнительные данные о качеств 
венном составе денитрифицирующей микрофлоры. К сожалению, 
соответствующих исследований пока крайне мало и, кроме того, 
отсутствуют одновременные данные о денитрификационных спо­
собностях почв. Это не позволяет сделать сколько-нибудь ши­
рокие выводы о зависимости индукции естественных почв от 
видового состава денитрификаторов. Дальнейшие исследования 
в этом направлении крайне нужны, ибо, по выражению E.H. Ми-
шустина, "»..наиболее существенные отличия в составе микро­
флоры различных почв можно надеяться найти именно при изуче­
нии видового состава низших существ почвы" (Мишустин, 1958). 
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UPOH THE BWZYMOLOGY OP DEUTEIPICATIOH 

V. TOHVER 

Summary 

In the present paper the evolutionary situation of the 

enzyme systems of denitrification in energy metabolism, the 

nature and properties of these systems, and the deducibi­

lity of nitrate and nitrite reduction by anaerobic reap, 

aerobic conditions are discussed on the basia of li­

terary and original data. 
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ НИТРАТРЕДУКТАЗНЫХ СИСТ31 
Achromebacter agile И Peeudomonae denitrlflcaae 

А. Лавинг, А. Лаазимер, В. Тохвер 

Восстановление нитратов денитряфакаторажж выполняет две 
функции - ассимиляторную и диссимиляторную. Уде более двад­
цати лет назад некоторые авторы предполагали существование 
различных окислительно-восстановительных систем, выполняющих 
названные функции ( Жаеоп, Evana, 1953; Hichelae, Stevens, 

1955). Эти системы, впоследствии идентифицированные.как фла­
вопротеидная и щитохромная нитратредуктааные системы, часто 
называют, по Пишноти, соответственно "система F 1  * "система 
А" ( Pichinoty,1964), У представителей Enterobaoteriaceae 

(изучали 102 штамма) цитохромная система выполняет диссими­
ляторную, флавопротеидная - ассимиляторную и, в большинстве 
случаев, также диссимиляторную функцию ( Pichinoty et al, 1966). 
Среди видов Enterobaoteriaceae цитрохромная "система А" явт 
ляется более распространенной, чем флавопротеидная система; 
даже в пределах одного рода некоторые виды могут иметь две, 
некоторые только одну систему. Так, Peeudomonae aeruginosa 

и Pa. atutzeri содержат обе системы, в то же время Pa. fiuo-
reecens, Pe.multivorana, Pe.acldovorane, Pe.maltophlla - "A". 

Pa.teetoeteronl, Pa.peudoalcallgenes - только систему "Б". 
(Pichinoty et.al., 1966, Pichinoty et.al., 1969). 

Следует отметить, что все эти данные получены при помо­
щи т.н. "хлоратного теста", который, однако,.имеет известные 
недостатки: при развитой цитохроыной системе, флавопротеидную 
систему этим тестом обнаружить не удается ( Pichinoty, Chip-

paux, 1969). 

По мнению некоторых авторов, ассимиляторную и диссими­
ляторную функции нитровосстановления выполняет только одна 
нитратредуктаза ( Van'T Riet et ai. 1968). Иммунологическими 
методами продемонстрирована почти полная идентичность двух нит-
ратредуктаз у Escherichia coll(Murray, Saaval, 1963). 

Высказано предположение об одновременном наличии нес­
кольких диссимиляторных нитратредуктаз в одном организме ( Та-
nlguchl et al. 1955). 
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По имеющимся литературным данным, цитохромная и флаво­
протеидная нитратредуктазные системы отличаются друг от дру­
га по чувствительности к кислороду. Цитохромная система, во 
всяком случае у представителей Enterobaoteriaceae, синтезу 
руется только а анаэробных условиях (Pinchinoty et al.1969). 
Зато чувствительность флавопротеидной нитратредуктазной сис­
темы к кислороду колеблется в широких пределах. Кислород по­
давляет синтез "системы Б" у Providencia alcalifaciene, Pr. 

etuartii, Aeromonae hydrophile и Edwardeiella tarda. Синтез 

флавопротеидной системы у Micrococcue denitrificans не за­
висит от присутствия кислорода ( Pichinoty, 1970). 

Ассимиляторные нитратредуктазы Azotobacter vinelandii 

а также водорослей ( Chlorella ) являются строго аэробными 
( Taniguchi, Ohmachi ̂ I960; Relimpio et al. 1971; Jetechamnn 
et al. 1972). 

Следовательно, не существует закономерностей, по кото­
рым можно судить о том, какие нитратредуктазные системы име­
ет данный организм и каким образом реагируют нитратредуктаз­
ные системы на действие кислорода. 

Целью настоящей работы было изучение нитратредуктазных 
систем двух типичных денитрификаторов - Achromobacter agile 

и Peeudomonae denitrificane . Для выяснения наличия цито-
хромной и флавопротеидной нитратредуктазных систем у этих 
бактерий был выбран иной подход к решению проблемы в отличие 
от применяемого обычно "хлоратного теста". Чтобы разли­
чить цитохромную и флавопротеидную нитратредуктазные системы 
были проведены опыты с ингибиторами переноса электронов и с 
хлоратрезистентными мутантами, дефицитными по "системе А". 
О природе хлоратрезистентности существует несколько мнений. 
Кейс предполагает, что в результате мутации происходят пере­
стройки структуры мембран, где локализуется цитохромная нит-
ратредуктазная система (саеее, 1970). По Макгрегору и Шнайт-
ман, в мутагенезе исчезает белок ("organizational protein"), 
ответственный за монтаж "системы А" в мембране ( MacGregor, 

Schnaitman, 197I). 

Опыты, результаты которых излагаются в настоящей статье, 
являются продолжением работ над теми же денитрификаторами, 
где применялись окислительно-восстановительные красители с 
различными значениями Е 0. В этих опытах были получены пред­
варительные данные, позволяющие сделать заключение о сущест­

- 46 -



вовании двух систем нитратовосстановления в обоих денитри-
фикаюрах (Тохвер, Лавинг, 1972). 

М е т о д и к а  

Объекты исследований 

Объектами исследования служили два вида денитрифика­
торов -Peeudomonae denitrifleans (Christ.) Bergey, 1923 И 
Achromohacter agile Bergey et al., 1923, чистые культуры 
которых были получены в 1967 году из Московского филиала 
Всесоюзного научно-исследовательского института почвенной 
микробиологии. Из-за высокой денитрифицирующей активности 
и способности к интенсивному росту на синтетических средах 
эти денитрификаторы представляют собой удобные объекты ис­
следования. Музейные культуры выдерживают на МПА с 0,1% 
КМ) 3  при температуре +2... +4°С. 

Получение хлоратрезистентных мутантов 

Хлоратрезистентные мутанты изолировали по Макгрегору 
и Шнайтман ( MacOregor, Sehnaitman, 1971) на МПА с прибав­
кой 0,2% HaCiOj. Исходные культуры (суспензии клеток) ин­
кубировали на этой среде в строго анаэробных условиях в ат­
мосфере аргона. Полученные мутантные колонии повторно пе­
ресевали на указанную среду и выдерживали в дальнейшем в 
холодильнике при температуре +2... +4°С, как и исходные 
культуры. 

Получение клеточной массы 

Маточные культуры для получения биомассы изучаемых 
бактерий (как исходных, так и мутантных) выращивали в аэ­
робных и анаэробных условиях в модифицированной среде Гиль-
тэя (диет, вода - 1000 мл, Нв-цитрат - 2 г., КН 2Р0^ -Л г, 
К 2НР0 4  - I г, KN0 3  - 3 г, MgS04 - 2 г, Caci 2  - - 0,2 г, 
РеС1 3  - следы, раствор бромтимолового синего - каплями до 
ясной зеленой окраски). 

При аэробном выращивании 1-литровые колбы с 750 мл 
среды продували в течение инкубации ( 24 часа ) стерильным 
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воздухом с интенсивностью 1,2 объема в минуту, что обеспечи­
вало насыщение среды кислородом за весь цикл инкубации (5... 
7 мг 0 2/л). При анаэробном выращивании такие же колбы с 
1000 мл среды непосредственно после заражения последней про­
дували в течение 5 минут аргоном. Затем колбы присоединяли 
к резиновым резервуарам, наполненным очищенным от кислорода 
аргоном, и помещали в термостат. Инкубация продолжалась 48 
часов. Температура инкубации культур обоих типов +27,5°С. 

Физиологически омоложенный инокулят для получения ма­
точных Культур биомассы во всех случаях выращивали в одина­
ковых микроаэрофильных условиях без экранирования доступа 
воздуха под ватными пробками в ГОО-мл Эрленмейеровских кол­
бах 4  с 50 мл вышеуказанной среды при 27,5°С в течение 24 ча­
сов. 

После назначенного времени инкубации содержимое колб 
быстро охлаждали на льду до 0°С. Биомассу собирали центро-
фугированием при температуре 0°С в течение 20 мин, при 3800 g. 
Полученную массу промывали три раза О,IM фосфатным буфером 
рн 6,8. 

Получение бесклеточных экстрактов 

Отцентрифугированную массу.доводили до пастообразной 
консистенции путем прибавления О,IM фосфатного буфера pH 6,8 
и разрушали клетки в дезинтеграторе типа Hyghee,при темпера­
туре -60° + 5°С. 

Разрушенную гомогенную массу суспендировали в 5-крат-
ном объеме фосфатного буфера о JTAGMOO^ • 2Н20(Ю-4М) 
MGCL2  . 6Н2О(5 Ю™ м) и центрифугировали при + 0°С с фак­
тором разделения I6000j в течение 20 мин. Надосадочная 
жидкость служила белковым препаратом для дальнейших опера­
ций. Микроскопический контроль показал полное отсутствие 

неразрушенных клеток. 
Белковый раствор диализовали против фосфатного буфера 

(I : 500) в течение 10 часов с прибавкой в буфер 1  Ю - 4  М 
ЯА^ОО^ 2Я 20 ; 5'Ю - 3М MGCLG • 6Н20. 2-10 - 3M ЗДТА. Ди-
ализованный белок продували охлажденным аргоном и выдержива­
ли в ледяной ванне в холодильнике при 0... + 1° С. 

Концентрацию белка в бесклеточных экстрактах.разрушен­
ных клеток определяли по Лоури ( Lowry et al., 1951). 
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Определение шатратредтетааной и хлоратредуктазной 
активности 

Нитратредуктазную, соотв. хлоратредуктазную активность 
определяли косвенно по интенсивности окисления НАШ (ИЛИ 

HADFH ) В условиях, где единственный экзогенным акцептором 
электронов служил нитрат или хлорат. 

Рис. I. Схема кварцевой трубки 
Тунберга 

1 « кюветная часть 
2 - боковой сосуд 
3 -г к насосу 
4 - резиновая пробка 

Обе активности опреде­
ляли спектрофотометрически при 
Дг 339 нм, т.е. при длине вол­
ны, соответствующей максималь­
ному поглощению HAD(P)H. Опре­
деления производили в I -см 
кварцевых трубках Тунберга, 
снабженных боковым сосудом (см. 
схему на рис. I) в вакууме по­
рядка Ю - 5. При подготовке 
трубок к экспозиции их вначале 
наполняли аргоном при помощи 
стеклянного капилляра. После 
наполнения трубки газом в ее 
кюветную часть вносили I мл 

белкового раствора с 0,2 мг белка в миллилитре и 1,25 мл фос­
фатного буфера 6,8 с прибавкой нитрата или хлората ( 8,0 
мг/мл), в соответствущих вариантах и с предусмотренными 
ингибиторами цепи переноса электронов (см. ниже). В боковой 
сосуд вносили 0,25 мл раствора НАШ или НАОРН С концентраци­
ей I мг/мл. После этого в трубках создавали вакуум. Экспози­
цию в спектрофотометре начинали после 10-минутной предвари­
тельной инкубации подготовленной трубки при 30° С. 

- 49 -

7 



В качестве ингибиторов ЦПЭ применяли уретан или барби­
турат, оба в концентрации КГ* II. Как известно, эти препа­
раты блокируют ЦПЭ в первых звеньях цитохромной части цепи. 
Их воздействие позволяет выключить "диссимиляторную" цито-
хромную нитратредукразу I. 9.6.1 в исходных культурах (см. 
стр. 22 настоящего сборника). 

Все растворы, применяемые в работе, сразу после изго­
товления продувались аргоном и тдрмостатировались при темпе­
ратуре дальнейшей работы (+30° С). В контрольных опытах с 
денатурированным белком (нагревание выше 50° С) окисления не 
наблюдалось. 

Уже предварительные разведовательные работы показали 
большое значение состава экспозиционной среды для получения 
достоверных (стабильных) результатов. Для установления сре­
ды, позволяющей получать стабильные максимальные значения, 
были проведены специальные работы. В основу сравнения брали 
скорость окисления НАШ ИЛИ NADPH В базисной среде, со­
держащей кроме коэнзима и компонентов 0,1 Ы фосфатного бу­
фера только 8,04 мг/мл кно э  или Насю 3  (обозначаемая как 
100%-ная активность). Прибавление в базисную среду молиб-
дата, хлорида магния и ЭДТА в концентрациях, указанных в 
предыдущей части статьи, приводило к значительному повышению 
скорости окисления коэнзима. Обычно рекомендуемый же вос­
становленный глутатион (КГ 3  М) дал очень нестойкие резуль­
таты. Поэтому в дальнейшем его не применяли. (См. табл. I). 

Таблица I 
Значение состава экспозиционной среды 

для результатов определения нитратредуктазной активности 
белковых растворов 

Установление оптимальной среды экспозиции 

Состав экспозиционной среды Скорость окисления 
коэнзима, % 

*• I Базисная (буфер, коэнзим, Ш) 3) 
  2 Базисная + молибдат + хлорид магния 
  3 Базисная + ЭДТА 
* k Базисная + молибдат + хлорид магния+ ЭДТА 

  5 Базисная + восст. глутатион 

100 
206 
228 
283 

70... 130 
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Определение НАШ - оксидазной (акцептор (К) активности 

НАШ- оксидазную (акцептор 0 2) активность определяли 
спектрофотоиетрически в обычных I-см кварцевых кюветах (дли­
на волны, как и в предыдущем, 339 ни, температура 30° С). 

Экспозиционная среда содержала I мл (0,2 мг/мл). белкового 
раствора, 0,25 мл (I мг/мл) раствора HADH И 1,25 мл 0,1 М 

фосфатного буфера с 10™* М На«о0 4- 2Н 2о и 5-Ю_3м HgCig. 
бн 2о . в некоторых опытах добавляли ЭДТА в концентрации 
2 • Ю" 3  М. Перед экспозицией и в течение экспозиции среду 
продували кислородом. В контрольных опытах с денатурирован­
ным белком окисления HADH не наблюдали. 

Определение К ц  

Для выяснения зависимости нитратредуктазной активности 
от концентрации субстрата (нитрата, хлората), применяли экс­
позиционные среды с различным содержанием кно^ (0,01... 8,0 
мг/мл). Регистрировали динамику оксиления НАШ при длине 
волны 339 нм, при температуре 30° С. Применяли экспозицион­
ную среду К 4 (табл. I). Кт определяли графически ( Line-
weaver, Burk,1934). 

Р е з у л ь т а т ы  и  о б с у ж д е н и е  

Определение нитратредуктазной активности 

Результаты определения нитратредуктазной активности 
представлены в таблицах 2 и 3 и на рисунках 2 и 3. 

Опыты с никотинамидными донорами электронов показыва­
ют, что активность бесклеточных экстрактов Achr. agilen Ре. 
denitrificane обнаруживается только с НАШ не с HADPH , 

На рис. 2 и 3 представлены данные о влиянии степени 
аэрируемости маточных культур на нитратредуктазную актив­
ность полученных экстрактов. При сравнении результатов вы­

является, что нитратредуктазная активность белка дикого 
штамма Achr. agile при предварительной культивации в ае-
робных условиях ( 10... 16 нМ/'мг мин ) выше активности оел-
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ка, полученного из анаэробной маточной культуры ( 3,55... 
7,78 нИ/мг мин;. 

л. agu« анаэробное 
выращивание 

A. agile аэробное 

выращивание 
Ps. denitrificanB анаэробное 
выращивание 

Ps. denitrificans аэробное 

выращивание 

1 mm 

Рисунок 2. Динямика окисления НАШ бесклеточными 
экстрактами ДИКИХ штаммов Achromobacter 

agile Pseudomonas denitrificans при 

анаэробной экспозиции с нитратом 

У дикого штамма Ре. denitrificans наблюдается проти­
воположный эффект: нитратредуктазная активность бесклеточ­
ных экстрактов, полученных из анаэробно выращенных клеток 
(10,8 ... 26,0 нМ/мг мин) значительно превышает активность 
белка из аэробно выращенных клеток (6,12 ... 7,34 нМ/мг 
мин). 

Такой эффект согласуется с нашими более ранними ре­
зультатами. В опытах с клеточными суспензиями аэробное вы­
ращивание маточных культур (по сравнению с анаэробным выра­
щиванием) приводило к 4...5-кратному повышению нитратредук­
тазной активности У Achr. agile. У Ре. denitrificans В 

аналогичных опытах наблюдался (как и в опытах с бесклеточ­
ными экстрактами, лежащих в основе настоящей статьи) проти­
воположный эффект: нитратредуктазная активность клеточных 
суспензий, полученных из анаэробно выращенных культур, поч-
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ти в 2 раза превышала нитратредуктазную активность клеточных 
суспензий, полученных из аэробно выращенных культур. Как из­
вестно, нитратное дыхание тесно связано с функционированием 
цитохромов, поэтому вполне закономерно, что обнаружены раз­
личия и в цитохромных спектрах изученных ценитрификаторов: у 
Ре. denitrificane количество цитохромов при анаэробном вы­
ращивании в 9 ... 10 раз, а у Achr. agile всего лишь в два 
раза выше, чем при аэробном выращивании маточных культур. 
Следовательно, режим выращивания, обусловливающий более вы­
сокое содержание цитохромов, вызывает i более высокую нит-
ратредуктазную активность клеточных суспензий и бесклеточннх 
экстрактов (Тохвер, Лавинг, 1972). 

нМ/мг мии 

Рисунок 3. Динамика окисления 
NADH бесклеточными экстрактами 
хлоратрезистентных мутантов 
Achromobacter agile Pseudomonas 

denitrificans при анаэробной 
экспозиции с нитратом 

a. ague мутантный, анаэроб-
ное выращивание 
A. agile МУТ8НТНЫЙ, аэроб-
ное выращивание 

—— Ра. denitrificans МУТаНТНЫЙ, 
анаэробное выращивание 
Ps. denitrificans МУТвНТНЫЙ, 

аэробное выращивание 

На рис. 3 представлены данные о влиянии режима выращи­
вания на нитратредуктазную активность хлоратрезистентных 
мутантов Achr. agile И Ре. denitrlficane.no приведенному 
графику видно, что зависимость нитратредуктазной активности 
хлоратрезистентных мутантов от аэрирования маточных культур 
отличается от этой зависимости у диких штаммов Achr. agile 

и Ре. denitrlficane.Нитратредуктазная активность хлоратре­
зистентных мутантов Ächr. agile более высокая при анаэробном 
выращивании (анаэробное выращивание - 4,33 ... 8,55 нМ/игмж, 
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аэробное выращивание - 3,0 ... 3,7 нМ/мг мин). Нитратредук­
тазная активность белка хлоратрезистентных мутантов Ре. de­
nitrificans, наоборот, более высокая при аэробном выращива­
нии маточных культур (аэробное выращивание - 5,48 ... 
... 8,72 нМ/мг мин, анаэробное выращивание - 2,11 ... 
... 3,27 нМ/мг мин). 

По литературным данным, аэрирование маточных культур 
не подавляет, а в некоторых случаях даже повышает актив­
ность флавопротеицных нитратредуктаз ( Taniguchi, Ohmachi, 

I960,Pichinoty, Metenier, 1966, Jetschmann et ai., 1972). 
Поэтому высокая НАШ:нитратредуктазная активность- бескле­
точных экстрактов хлоратрезистентных мутантов Achr. agile, 
полученных из аэробно выращенных культур, является неожи­
данной. 

Следовательно, аэрируемость маточных культур диких 
штаммов и хлоратрезистентных мутантов Achr. agile и Ре. de­
nitrificans различным образом влияет на нитратредуктазную 
активность полученного из этих культур белка. 

Следует обратить внимание на варьирование значений по­
лученных результатов в широких пределах (табл. 2). По на­
шему мнению, такой диапазон колебаний зависит не от свойств 
белка, а от длительности и многоэтапности процедур анализа, 
что неизбежно влияет на состояние термолабильной и кисло-
родчувствительной НАШ:нитратредуктазы. 

Что касается эффектов примененных ингибиторов (фбл.2Х 
то их влияние является совсем стабильным. йнгибирующее дей­
ствие уретана и барбитурата зависит от режима выращивания 
маточных культур. Особенно наглядно это выявляется у дико­
го штамма Ра. denitrificane. 'при анаэробном выращивании ма­
точных культур барбитурат ингибирует нитратредуктазную ак­
тивность на 68...70%, при аэробном выращивании на 12...18%. 
Уретан ингибирует эту же активность соответственно на 35... 

...52% и на 40...46%. 
Наблюдаемая закономерность - нитратредуктазная актив­

ность белка анаэробно выращенных диких штаммов изученных 
видов бактерий подавляется ингибиторами в большей мере, чем 
нитратредуктазная активность белка аэробно выращенных куль­
тур - наблюдается и у хлоратрезистентных мутантов. 

Оба примененных ингибитора подавляют нитратредуктаз­
ную активность у диких штаммов значительно больше, чем у 
хлоратрезистентных мутантов (табл. 3). 
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Таблица 3 

Подавление окисления НАШ ингибиторами в процентах 
(по сравнению с контролем без ингибиторов) 

Меры ингибирования 
Организм 

уретан барбитурат 

Achr. agile 

Achr. agile 
мутантный 

Ps. denitrificane 

Ре. denitrificane 
мутантный 

57...82 

18...43 

35...62 

17...49 

68...83 

I...49 

12...70 

6...15 

Определение хлоратредуктазной активности 

Хлоратредуктазная активность диких штаммов.Achr. agile 
и Ра. denitrificane количественно намного ниже, чем нит­
ратредуктазная активность тех же объектов (табл. 2, рис. 4 и 
5). 

У диких штаммов обоих видов хлоратредуктазная актив­
ность белка одинаково зависит от аэрирования маточных куль­
тур: хлоратредуктазная активность более высокая при анаэ­
робном выращивании маточных культур. Если принимать нитрат 
трецуктазную активность соответствующего вида равной 100%, 
то хлоратредуктазная активность у Achr. agile при анаэробном 
выращивании равняется 78%, при аэробном выращивании -.43%. У 
Ре. denitrificane эти показатели соответственно 78...81% и 
56%. 

Хлоратредуктазная активность изучена также у хлоратре­
зистентных мутантов. Выяснилось, что мутанты восстанавлива­
ют хлорат только в незначительной мере, что доказывает утра­
ту соответствующей окислительно-восстановительной системы. 
Хлоратредуктазная активность составляет от нитратредуктазной 
активности у мутантов Achr. agile .1,5...6,6%, а у мутантов 
Ре. denitrificane 2,6...5,2% (рис. 4 и 5). 
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о 
хлоратрезис-
тентныи 
мутант 

Рисунок 4. Хлоратредуктазная и нитратредуктазная 
активности беоклеточных экстрактов 
Achrooobacter agile (ПОЛНЫЙ Яруг — ВИТ— 

ратредуктааиая активность, заштри­
хованная часть - хлоратредуктазная 
активность) 

О 
хлоратрезнс-
тентный 
мутант 

Рисунок 5. Хлоратредуктазная и нитратредуктазная 
активности бесклеточных экстрактов 
Pseudomonas denitrificans (ПОЛНЫЙ Круг — 

нитратредуктазная активность, 
заштрихованная часть - хлоратредук­
тазная активность) 

Так как изолированные нами мутанты при этом хорошо рас­
тут в анаэробиозе в среде, содержащей хлорат (при наличии 
нитрата), то их хлоратрезиотентнооть экспериментально доказа­
на. Кроме того, ингибиторы действуют на мутанты в меньшей 
мере, чем на дикие штаммы, что в свою очередь косвенно указы­
вает на утрату цитохромной нитратредуктазы. 

дикий штамм, 
анаэробное 
выращивание 

диии й штамм, 
аэробное 
выращивание 

дикий штамм, дикий штамм, 
анаэробное аэробное 
выращивание выращивание 
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00 
Таблжца 2 

n»onnnii ожжлжл^яя тпн (нМ/мг шн) бес клеточным» экстрактам» шп рташюв 

• IlODatWMOTMTinrr цттяятов AchrMobacter agile Paeudoaonaä denitrificane 

ИМ PBTFLT Г°Т ЯВИВШИ I ИМВДИВ 

Орган» аш 
Penn 

чыряи^шигая Акцепторы н жнгжйдторы 

>О3 Ж0з+уретан но j +барбитурат 
1 О
 

жН/мг мнн t нМ/мг мая % нМ/мг шн % нМ/мг МЕН * 

Achr. agile анаэробный 3,55...7,78 100 1,53...3,37 43 0,89...2,15 25 2,78...6,0 78 

Achr. agile аэробный 10,0...16,0 100 1,8...3,0 18...29 1,68...5,II 17.., .32 4,3...6,9 43 
Achr. agile 
мутантный 
Aehr. agile 
мутантный 
Pa. denitrificane 

анаэробный 

аэробный 

4,33...8,55 

3,0.•.3,7 

100 

100 

3,75...5,65 

2,46...3,0 

57...66 

82 

4,31...8,49 

1,53...1,90 

99 

51 

0,13...0,22 

0,20 
I,5...5.1 

5,4.е .6,6 
Achr. agile 
мутантный 
Aehr. agile 
мутантный 
Pa. denitrificane анаэробный 10,8...26,0 100 7,17...12,20 48...65 3,5.•.7,8 30.., .32 8,7й.«.20,3 78...81 

Pe. denitrificane аэробный 6,12...7,34 100 3,32...4,41 54...60 5,4...6,0 82.., .88 3,44...4,12 56 

Pa. denitrificane 
мутантный 
Fe. denitrificane 
мутантный 

анаэробный 

аэробный 

2,11...3,27 

5,48...8,72 

100 

100 

1,08...1,67 

4,55...6,90 

51 

75»..83 
1,99...2,98 
5,18...7,4 

91... 
85.., 

,94 
.93 

0,11 
0,22...0,23 

3,4.•.5,2 
2,6..i4,0 



lo, что дикие штаммы Achr. agile и Ре. denitrificane 
способны использовать в качестве единственного внеклеточного 
терминального акцептора электронов хлорат и обстоятельство, 
что ингибиторы подавляют HADHIнитратредуктазную активность, 
указывает на существование цитохромной нитратредуктазы у 
диких штаммов обоих денитрификаторов. 

Кйк указано в табл. 2, хлоратрезистентные мутанты изу­
ченных видов обнаруживают в анаэробиозе четкую нитратредук­
тазную активность. Это доказывает существование второй сис­
темы нитратвосстановления ("системы Б") уже в диких штаммах 
этих видов, кроме цитохромной, которая утрачивается в мута­
генезе. Нам кажется маловероятным, что "система Б" появля­
ется в результате мутации. Этой причиной объясняется и факт, 
что у диких штаммов нитратредуктазная активность количест­
венно значительно выше, чем хлоратредуктазная активность 
(первая выявляется в результате работы двух, вторая - в ре­
зультате работы лишь одной системы). 

Поскольку ингибиторы влияют на нитратредуктазную ак­
тивность анаэробно выращенных культур Achr. agile и Ре. de­

nitrificane, в большей мере, чем на активность аэробно выра­
щенных культур, и поскольку хлоратредуктазная активность 
подавляется аэрацией, постольку можно предполагать, что ци-
тохромная "система А" активнее синтезируется в анаэробных 
условиях. Активность 'Системы Б", во всяком случае у ря. 
denitrificane, наоборот, более высокая в аэробных условиях 
(табл. 2). 

Обильный рост хлоратрезистентных мутантов обоих денит­
рификаторов в анаэробиозе доказывает, что не только "система 
А", но и "система Б" может выполнять энергетическую функцию. 

Опыты о альтернативными акцепторами электронов 

Нави сравнительные исследования влияния режима выращи­
вания на ЖАШ» нитратредуктазную и НАШ -оксидазную (акцептор 
02) активности бесклеточных экстрактов диких штаммов Achr. 

agile В Ре. denitrificane показывают, что у обоих денитри-
фикаторОв обнаруживается т.н. адитивный эффект при одновре­
менном присутствии двух основных терминальных акцепторов 
электронов - 02 и но j. При добавлении нитрата в экспозици­
онную среду при аэробном экспонировании мера окисления НАШ 
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повышается. Соответствующие данные изложены в табл. 4. Ади-
тивный эффект наблюдается при атом независимо от режима вы­
ращивания маточных культур. Скорость окисления НАШ бес­
клеточными экстрактами Achr. agile в экспозиционных средах с 
двумя акцепторами электронов превышает скорость окисления 

донора электронов в анаэробиозе (акцептор нитрат на 
Т93%. Скорость окисления НАШ бесклеточными экстрактами 
Ре. denitrificane в аэробных условиях экспонирования (в при­
сутствии двух акцепторов электронов) отличается от скорости 
окисления донора в анаэробиозе менее значительно - на Т52%. 

Таблица 4 

СКОРОСТЬ окисления НАШ ( % ) 

бесклеточными экстрактами Achromobacter agile 
и Pseudomonas denitrificans при различных Режимах 

выращивания и экспозиции 

организм, 
режим выращивания 
маточной культуры 

экспозиция организм, 
режим выращивания 
маточной культуры 

noj °2 

1 О
 

te 4-см 
о
 

Achr. agile 

анаэробный 100 238 293 

Achr. agile 

аэробный 100 134 252 

Achr. agile 

аэробный 
экспозиция без ЭДТА 

100 312 478 

Ре. denitrificane 
анаэробный 100 74 109 

Ре. denitrificane 
аэробный 

100 112 139 

Надо учитывать, что НАШ:нитратредуктазная и НАШ -
-оксидазная активности различным образом зависят от режима 
экспозиции: например в присутствии ЭДТА в экспозиционной 
среде HADH:нитратредуктазная активность понижается, HADH -
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-оксидаэная активность повышается. Активность при этом не 
изменяется (табл. 4). 

У никого штамма Ре. denitrificane адитивцости в дейст­
вии хлората и кислорода не обнаружено (табл. 5). 

Таблица 5 

Скорость окисления НАШ ( % ) 

бесклеточными экстрактами Peendomonae denitrifi­
cane ПРИ различных режимах выращивания и экспозиции 

режймИвыращивания Экспозиция 

с ю 2 02 сю^+о2 

ÜÄ1*1"" 100 129 

Ре. denitrificane 100 106 100 

аэробный 

Определение Кт  

Результаты определения Кв представлены в табл. 6. 
Величины Km зависят от режима выращивания. В диких штаммах 
и хлоратрезистентных мутантах обоих денитрификаторов величи­
ны Кш более высокие при аэробном выращивании, притом вели­
чины Кш хлоратрезистентных мутантов более высокие, чем у 
диких штаммов. 

В ы в о д ы  

Экспериментальный материал позволяет сделать следующие 

выводы: 
1. Дикие штаммы Achromobacter agile И Pseudomonas denit-1 

rifleans характеризует наличие двух нитратредуктаз ("сис­

темы А и Б"). 
2. Активность нитратредуктазных систем в различной ме­

ре подчиняется влиянию кислорода: кислород подавляет актив-
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ность "системы А", и даже повышает (Ре. denitrificane) ак­
тивность "системы Б". 

3. В бесклеточных экстрактах Achr. agile и Ре. denit­
rificane является донором электронов при нитровосстанов-
лении НАШ , а не UADPH . 

4. Нитратредуктазная активность Achr. agile и Ре. de­
nitrificane зависит от режима выращивания. В бесклеточных 
экстрактах Achr. agile более высокая нитратредуктазная ак­
тивность наблюдается.при аэробном выращивании, у ра. denit­
rificane , наоборот, при анаэробном выращивании. 

5. В бесклеТОЧНЫХ экстрактах Achr. agile И Ре. denit­

rificane обнаружен в совместном влиянии кислорода и нит­

рата адити|вный эффект. 

6. Физиологические функции нитратредуктазных систем 
мало дифференцированы: "система Б" может выполнять кроме 
ассимиляторной и диссимиляторную функцию. 
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A COMPARATIVE STUDY IH HITRATB REDUCTASE STSTBM3 

OF ACHROMOBACTBR AGILE AHD PSEUDOMOFAS DB-

HI TRI PICAHS 

A. LAVIHG, A. LAASIMBR, V. TOHVER 

Summary 

The dependence of the nitrate reductaee activity of 

wild and chlorate-resistant mutant strains of Achromobacter 

agile and Pseudomonas denitrificane on the aeration regime 

of precultivation and exposition was investigated. The nit­

rate reductaee activity was measured spectrophotoaetrically 

in cell-free extracts with HADH as the electron donor. It 

was ascertained that in the wild strains of both denitrl-

fiers the reduction of nitrates is the result of the acti­

vity of two discrete enzyme systems - the flavoproteinic and 

cytochromic one. At that the systems in investigated species 

are subjected to the influence of the aeration of enrichment 

cultures in two opposite directions! aeration in the course 

of precultivation inhibits the activities of the cytochromic 

system, while the activities of the flavoproteinic system 

are favoured by the same means. As regards the sum activity 

of nitrate reduction, in A. agile a higher rate of activity 

was observed as a result of aerobic, in Ps. denitrificans -

as a result of anaerobic precultivation. 

If the cell-free extracts were exposed in aerobic con­

ditions, an additive effect could be observed in the acti­

vities of Og and HOj as terminal electron acceptors. 

In mutant strains the flavoproteinic nitrate reductaee 

system functions as an assimilatory ae well as a diseimi-

latory one. 

9 
- 65 -



ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГЛЮКОЗЫ ДЕНИТРИФИЦИРУЮЩЕЙ БАКТЕРИЕЙ 

Achromobacter agile 

Я. Симиокер, Л. Кухлберг, Э. Рулл 

Пути метаболизма глюкозы в денитрифицирующих бактериях 
определяются как видовой спецификой бактерий, так и физиоло­
гическими условиями. Наиболее ярко различия в углеродном 
обмене различных денитрификаторов проявляются в размерах 
участия реакций цитратного цикла в окислении глюкозы в анаэ­
робных условиях в присутствии нитрата. У Micrococcus denit­

rificane и Pseudomonas denitrificane дегидрогеназы цит­
ратного цикла участвуют в переносе электронов на нитрат, и 
цитратный цикл у этих видов выполняет энергетическую функцию 
как при кислородном, так и при нитратном дыхании ( Lam, т., 
Nicholas j 1969). У некоторых представителей Bnterobacte-

riaceee в анаэробных условиях при использовании нитрата в 
качестве конечного акцептора электронов цитратный цикл не име­
ет энергетической функции и выполняет лишь конституционную 
функцию ( Forget, Pichinoty, 1964; Gray et ai., 1966t Wimpenny, 
Cole, 1967). 

В настоящей статье приведены данные об участии цитрат­
ного цикла в конечном окислении глюкозы и в восстановлении 
нитрата У денитрифицирующей бактерии Achromobacter agile. 

М е т о д и к а  

Выращивание КУЛЬТУР. Культуры бактерий выращивали в мо­
дифицированной среде Гильтэя следующего состава: дистиллиро­
ванная вода - 1000мл, К2НР0^ - 1,1 г, КН2Р04 - 0,9 г, MgSO^ -
-2 г, Caci2 - 0,2 г, КН03 - I г, FeCl^ - следы. Аэробные 
условия создавали путем продувания питательной среды во вре­
мя инкубации стерильным воздухом. Для создания анаэробных 
условий кислород вытесняли из питательной среды аргоном и ин­
кубации проводили в атмосфере аргона. В процессе роста бак­
терий из культуры отбирали пробы. В пробах определяли нитраты 
колориметрически сульфофеноловой кислотой, глюкоза 2,3-динит-
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Рис.1. Использование глюкозы и нитрата растущими культурами Achromobacter 
agile. 

—зм 
А - без добавления фторацетата, Б-с добавлением фторацетата (5,5x10 ), 

Ф - время добавления фторацетата, о-о - глюкоза (мг/мл), Д—Д- белок (/tr/мл), 
е-е - нитрат (мг/мл), х-х - летучие кислоты (мг-эквиваленты NaOH/мл). 
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Рио.2. Влияние фторацетата на использование глюкозы (А) 
ж витрата (Б) суспензиями клеток в анаэробиозе. 
Д-Д - без добавления фторацетата, о-о - с добав­
лением фторацетата 5,5х10'эМ. 
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росалициловой кислотрй (Piecher, 1964), белок по Лоури 
(Lewry et ai., 1951) ж летучие кислоты титрованием 0.01Н-
Жаон после отгонки кжслот водяными парами. 

Приготовление суспензии клеток. В экспоненциальной 
фазе развития культуры бактерий охлаждали до +3 ... +5°С, и 
собирали центрифугированием при +2 ... +3°С. Клеточную маосу 
промывали в О,OIM фосфатном буфере и суспендировали в среде 
следующего состава:-Дистиллированная вода ЮОО-мл, К ж 0^ 
.1 г, К2НР04 - I г, КН2Р04 - I г, llgS04 - 2 г, СаС12 - 0,2г. 
В опытах применяли приблизительно 1%-ные суспенвиж объемом 
90 мл. Опыты проводили в двухгорловых колбах, в которых в 
зависимости от типа опыта создавали либо анаэробные условия 
продуванием агрона, либо аэробные - продуванием воздуха. Для 
устранения влияния эндогенных запасных веществ на усвоение 
глюкозы суспензиями оказалась необходимой предварительная 
инкубация клеток в среде, не содержащей источника углерода. 
Глюкозу (в концентрации 1,5 г/л) вводили в среду после 90-ми­
нутной предварительной инкубации клеток. Одновременно с глю­
козой в опытную колбу вводили I мл раствора фторацетата нат­
рия. Фторацетат в качестве ингибитора цитратного цикла при­
меняли в концентрации 5,5 х Ю-3  U. Через 10 или 20 мин. 
отбирали из суспензий пробы по 7 мл для определения глюкозы 
и нитрата. Пробы фиксировали 5-минутным нагреванием на ки­
пящей водяной бане и сохраняли в замороженном виде до анали­
зов. 

Р е з у л ь т а т ы  и  о б с у ж д е н и я  

Усвоение глюкозы и нитрата растущими культурами. Ре­
зультаты опытов по исследованию усвоения глюкозы и нитрата 
растущими культурами Achr. agile представлены на рисунке L 
Наблюдения динамики расходования глюкозы и нитрата в анаэ­
робных условиях показывают, что в экспоненциальной фазе раз­
вития культур динамики использования этих соединений совпа­
дают. При этом в культуре накопляется белок (рис. 1а). 

В экспоненциальной фазе развития использование глюкозы 
не связано с накоплением в культуральной жидкости летучих 
органических кислот. Так же не было обнаружено в культу­
ральной жидкости накопления промежуточных продуктов цитрат­
ного цикла. 
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По указанному признаку Achromobacter agile четко от­
личается от представителей Enterobacterlaceae у которых ис­
пользование глюкозы в анаэробных условиях в присутствии 
нитрата сопровождается накоплением в среде ацетата ( Verhoe-
ven, 1956) ( Forget, Pichinoty, 1964). Причиной накопле­
ния ацетата является подавление синтеза энзимов цитратного 
цикла при переходе Bnterobacteriaceae из аэробиоза в анаэ -
робиоз, где конечным акцептором электронов является нитрат 
( Gray et ai., 1966). 

В наших опытах некоторое накопление летучих органичест 
ких кислот наблюдалось в стационарной фазе развития культур, 
после практически полного расходования нитрата (рис. IA). 

При добавлении фторацетата в растущую культуру в нача­
ле экспоненциальной фазы рост культуры подавляется примерно 
на 20 часов. В то хе время введение в культуру фторацетата 
вызывает накопление в среде летучих органических кислот 
(рис. I Б). 

Приведенные здесь результаты показывают, что в приме­
ненных условиях развития использование глюкозы культурами 
Achromobacter agile происходит без накопления продуктов не­
полного окисления глюкозы. Последние образуются в заметном 
количестве лишь при тормохении цитратного цикла специфичес­
ким ингибитором, или хе в отсутствии нитрата в качестве ко­
нечного акцептора электронов (безнитратные условия создава­
лись, как видно по рис. I, в поздние периоды развития). 

Влияние (Ьтораиетата на использование глюкозы и нитра­
та суспензиями клеток. Для выяснения участия цитратного ци­
кла в окислении глюкозы и в восстановлении нитрата изучали 
влияние фторацетата на скорость использования указанных ве­
ществ суспензиями клеток Achr. agile в анаэробных условиях. 
Результаты соответствующих опытов представлены на рисунке 2. 
Видно, что фторацетат оказывал ингибирующее воздействие на 
использование как глюкозы, так и нитрата. Эти наблюдения, 
как и результаты, полученные при исследовании фторацетатного 
ингибирования у растущих культур, подтверждают участие цит­
ратного цикла в окислении глюкозы и в восстановлении нитрата 
у Achr. agile. В то же время, в присутствии фторацетата 
продолжается некоторое использование глюкозы и нитрата сус­
пензиями Achr. agile . Восстановление нитрата за счет окис­
ления глюкозы в присутствии фторацетата свидетельствует о 
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ion, что процесс восстановления нитрата у Achr. agile может 
связываться не только с реакциями цитратного цикла, но и с 
другими возможными путями превращения глюкозы, неингибируемы-
ми фторацетатом. Нитратредуктазные системы Achr. agile явля­
ются HAD-специфичеокими (Лавинг и др., стр. 51 в наст.сб.). 
Вопрос о том, какие метаболические реакции превращения глюко­
зы связаны с регенерацией восстановленного HAD , требуют до­
полнительного исследования. 

Заметное фторацетатное ингибирование использования глю­
козы обнаруживали и в аэробном варианте опыта (рис. 3). При­
мерно одинаковое воздействие фторацетата на использование глю­
козы в анаэробных и аэробных условиях показывает, что пере­
ключение клеток с кислородного дыхания на нитратное не влия­
ет существенно на функционирование цитратного цикла. 

мг/ш 

9 

2 

1 

30 90 150 210 270 

Рис.3. Влияние фторацетата на использование глюкозы Влияние 
суспензиями клеток в аэробиозе. 
д-А-без добавления фторацетата, о-о - с добав­
лением фторацетата 5,5х10"3М. 

Полученные нами результаты показывают, что по характеру 
использования глюкозы в анаэробных условиях в присутствии ни­
трата Achr. agile резко отличается от представителей Bntero-
bacteriaceae и приближается к типичным денитрификаторам типа 
Peeudomonae denitrificane. 



В ы в  о д ы  

1. В анаэробных условиях в присутствии нитрата исполь­

зование глюкозы растущими культурами и суспензиями клеток 
Achromebaoter agile происходит без заметного образования 
продуктов неполного окисления. 

2. В процессе конечного окисления глюкозы и в восста­
новлении нитратов Achr. agile участвуют реакции цитратного 
цикла. 
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UPON THE UTILIZATIOH OP QLÖCOSB 

ABD HITRÄTE ВТ ACHROMOBACTER AGILE 

J. SIMISKER, L. KÜHLBERG, В. ROLL 

Summary 

The utilization of glucoee and nitrate in growing cul­

tures and cell euepenaione of Achromobacter agile was in­

vestigated. It could be ascertained that in anaerobiosie in 

the presence of nitrate the utilization of glucoee proceeds 

without accumulation of the products of incomplete oxida­

tion. Pluoroacetate in the concentration of 5.5x10 3M inhi­

bits the utilisation of glucoee and of nitrate both in 

growing cultures and in cell suspensions. A conclusion is 

drawn that the enzymee of TCA participate in the oxidation of 

glucoee ae well ae In the reduction of nitrate. 
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О КРУГЛОГОДИЧНОЙ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ДИНАМИКЕ 
ПОЧВЕННЫХ САПРОФИТНЫХ БАКТЕРИЙ, 
В ЧАСТНОСТИ ДЕНИТРИФИКАТОРОВ 

В. Тогвер 

Как иавеотно, количественные анализы различных групп 
почвенных микроорганизмов обычно проводят за вегетационные 
периоды в поясе умеренного климата примерно с апреля по ок­
тябрь. Ограничение периода анализов обусловлено не только 
зикниыи неудобствами взятия почвенных проб, но соображениями 

по сути дела. Жизнедеятельность почвенных микро­
организмов теснейшим образом связана с вегетацией растений. 
В веоенйе-летне-осенний период обычно для жизнедеятельности 
микроорганизмов имеются приемлемые температурные и водные 
условия. Кроме того, многочисленные исследования показыва­
ют, что максимальные титры почвенных микроорганизмов в зоне 
умеренного климата встречаются или весной, или осенью. Био­
химические исследования почв же демонстрируют, что соответс­
твующие активности (выделение С02, поглощение 02, денитрифи-
кация и др.) в зимнее время в промерзших почвах находятся в 
минимуме или совсем отсутствуют. Эта точка зрения проникла 
и в новейшие учебники по почвоведению ("Почвоведение", 1972). 
Считается общепринятым также положение, что в зимнее время 
жизнедеятельность микроорганизмов в почве затухает. 

В противоположность вышеприведенным взглядам за пос­
ледние 10...15 лет группой эстонских.микробиологов, возглав­
ляемой П. Рахно, опубликованы работы, в которых авторы ут­
верждают, что в промерзших почвах, т.е. при t° ниже точки за­
твердения воды, происходит активное размножение микробов, в 
том числе и бактерий. Взгляды данной группы исследователей 
суммированы в двух монографиях (Рахно, 1964; Рахно и др., 
1971). По существу дела их положения основаны на получении 
в зимнее время, по сравнению с летне-осенним периодом, не­
сколько повышенных данных при изучении количественной дина­
мики почвенных микробов. Сторонники этой точки зрения упрека­
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ют авторов, которые не проводят "круглогодичных11 анализов за 
неполную работу, считая зимние анализы по обычной, вырабо­
танной для летнего периода методике обязательными в работе 
почвенных микробиологов. Проблема поэтому приобретает прин­
ципиальное значение. Для проверки заключений П. Рахно и его 
сотрудников нами в 1970...1973.гг. предпринята попытка выяс­
нить сущность получения данных, якобы свидетельствующих об 
активном размножении бактерий в промерзла почвах. В качес­
тве объекта изучения мы выбрали сапрофитные бактерии, как 
наиболее многочисленные почвенные микроорганизмы, обращение 
с которыми более удобно, чем с более специализированными ма­
лочисленными микробами. В лабораторных опытах мы применяли 
культуру Peeudemnae denltrlficeae , т.е. сапрофит, который 
обладает значительными денитрифицирующими способностями. 

Результаты исследований по размножению бактерий в про­
мерзшей почве представляются в настоящей статье. 

М е т о д и к а  

Круглогодичная количественная динамика почвенных сап-
рофитов изучалась нами в 1970...1971 гг. в Ильматсалу, Тар­
туского района, ЭССР, на территории Тартуского образцового 
опытного совхоза. Для наблюдений брали целинную почву, ос­
военную в 1965...1968 гг. В 1970 г. подопытный участок на­
ходился под культурой ячменя. Объект-почва принадлежит к 
дерново-подзолистому типу, по механическому составу - супес­
чаная. Почвенные пробы брали из одного и того же места са­
перной лопатой на глубине гумусового горизонта (I...I5 см.). 
В январе 1971 г., когда почвенная температура в нижней части 
данного горизонта снижалась до -4, 9° С, при взятии проб 
пользовались маленьким полевым топором. Во всех пробах оп­
ределяли содержание воды и объемный вес почвы. Подготовку 
разведений для микробиологических анализов проводили по стан­
дартной методике. Взвешивание проб промерзшей почвы прово­
дили в мерзлом состоянии, взбалтывание - после растаяния 
пробы в колбочке первого разведения при +I...+20 С. Анализы 
проводили на МПА в чашках Петри. При всех анализах исполь­
зовали четвертое разведение, варьируя количество ивокулята от 
0,05 до 0,20 мл. 



Результаты микробиологических анализов выражали на еди­
ницу наосы (на I г сухой почвы), как это обычно делают, и на 
единицу объема сырой почвы (на I см3 почвы). Перерасчет про­
водился по формуле 

— 1^|*0,01 -р-ш , 

где lv  - число бактерий в I см3 сырой почвы; 
•м - число бактерий на I г сухой почвы; 
Р - содержание сухого вещества в %-ах; 
ш - объемный вес почвы в г/см3. 

Вместе с анализами на чашках Петри производили микрос­
копический счет бактериальных клеток, используя 1-ое.разведе­
ние. Каплю разведения наносили на пластинку Горяева, где и 
производили фиксацию материала абсолютным этанолом и окраши­
вание эритрозином (эритрозин позволяет дифференцировать бел­
ковые тела,.окрашивающиеся этой окраской, и минеральные час­
тички почвы, не окрашивающиеся этой окраской). По камерам на 
пластинке подсчитывали количество цельных клеток в 0,04-мм3 

объеме. 
Кроме вышеописанных исследований, в 1973 г. было изуче­

но воздействие низких температур на размножение бактерий в 
лабораторных условиях на примере Peeudononee denitrlflcane 

0,3-кг образца почвы (супесчаная, среднесуглинистая, тяжело­
суглинистая) обогащали 10 мл суспензии указанного микроба 
(центрифугат культуры, выращенной в жидкой среде Гилмэя, по­
лученный при 4800#g в течение 15 минут). После тщательно­
го смешийания почвы с суспензией клеток псевдомонада образцы 
помещали в холодильник при температуре -6° С,.где они выдер­
живались при влажности в течение 4 недель. Контрольные же 
образцы хранили в это время при комнатной температуре 20 * 
+ 1,5° С. До и после выдерживания производили высевы в коли­
честве 0,5 мл седьмого разведения, при глубинном посеве, на 
МПА в чашки Петри. После 72-часовой инкубации при 27,5° С 
подсчитывали выросшие колонии и установили их принадлежность. 
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Таблица I 

Динамика сапрофитных бактерий в 1970/71 гг. 

Дерново-подзолистая супесчаная 
целинная почва, Ильматсалу, 30GP 

Год, 
месяц 

Темпе­
ратура 
почвы, 
O/i 

Содержа- Обьем-
ние су- ный вес 

вещ-ва. г/с-3 

Численность са­
профитных бак­
терий*, млн. 

Число ин-
тактных 
клеток 

V 
% на I г 

сухой 
почвы 

в I см5 

почвы 
В 0,04 мм-
1-   резв 
(прямой 
счет ) 

1970 
1У 1.8 71,0 1,37 0,82 0,79 2...5 

У 7,7 78,9 1,41 2,3 2,6 6...9 
У1 13,0 83,7 1,43 8,4 10,1 24...30 
УП 15,1 78,2 1,40 4,1 4,5 15...21 
УШ 16,8 79,2 1,41 10,8 12,0 53...71 
IX 13,0 75,6 1,38 8,8 9,2 36...51 
П 1,0 68,3 1,35 5,2 4,8 13...20 
ХП -0,3 60,2 1,31 6,0 4,7 10...18 

1971 
I -4,9 53,4 1,28 7,6 5,2 I...5 
П -2,5 54,8 1,28 1,4 0,98 ±0 

Определение по традиционной мето­
дике высевами на МПА в чашки Петри 
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Таблица 2 

Влияние промерзания почвы на сапрофитные бактерии 

0.3-кг образца дерново-подзолис­
тых почв, обогащенных суспензией 

Влажность почвы за время экспо­
зиции 44%. 

П о ч в а  

Среднее число колоний 
при высеве 0,5 мл 7-
-го разведения на МПА 

в нача­
ле опы­
та 

после 4-нед. 
выдерживания 

при 

+20°С -6°С 

Среднее число клеток 
в 0,0025 мм3 первого 
разв. 

в нача- после 4-нед. 
ле опы- выдерживания 
та при 

-6°С +20°С 

Супесчаная 112 83 18 550 510 

134 91 50 646 474 нич-глинистая ные 

Тяжело-су- 122 100 92 587 410 
глинистая 

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и й  

В табл. I приведены результаты по количественному ис­
следованию динамики сапрофитных бактерий, а также интактных 
клеток бактерий в дерново-подзолистой суглинистой почве Иль-
матсалу в природных условиях за 1970/71 гг. Видно, что при 
использовании традиционного способа выражения численности 
бактерий на I г сухой почвы в декабре-январе изученного 
периода, при замерзании почвы, действительно, обнаруживается 
некоторый подъем в соответствующих значениях, но такой эф­
фект практически исчезает при пересчете полученных данных 
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на I ом3 почвы. При таком пересчете, кроме того, более яр­
ко выступает июньский и августовские максимумы. 

Сопоставляя данные, полученные по высевам на МП/L, с 
данными подсчета интакяшх клеток в почвенном разведении, вы­
является противоречие: в промерзшей за зиму почве цельные 
клетки просто исчезают, но высевы на питательные среды про­
должают показывать довольно высокие значения численности са­
профитных бактерий. Для выяснения этого вопроса в 1973 п бы­
ли организованы специальные лабораторные опыты, техника ко­
торых описана в методической части настоящего сообщения. Ре­
зультаты изложены в табл. 2. Эти данные опять-таки демонст­
рируют исчезновение жнтактных клеток при промерзании почвы» 
Из-за обогащенности среды микробными клетками легче наблю­
дать происходящее, чем в природной почве. Обнаружено, что 
вместе с исчезновением интактных клеток в почвенном растворе 
появляется большое количество различных карликовых форм, по 
размерам меньших, чем ивтактные клетки. Эти формы легко ок­
рашиваются эритрозином.Многие из этих карликовых форм напо­
минают большие клеточные фрагменты. Если это так, то воз­
можно, что это результат дезинтеграции клеток под влиянием 
ледяных кристаллов. Учитывая, что при высевах на питатель­
ные среды колонии все же продолжают появляться, можно пред­
положить, что часть возникших карликовых форм сохраняет спо­
собность к регенерации в цельные клетки, которые и дают на­
чало колониям. 

О б с у ж д е н и е  

Полученные данные показывают, что традиционный способ 
выражения численности микробов на I г сухого вещества поч­
вы не работает при сравнении даже образцов одной и той же 
почвы с существенно (более, чем на 10...20%) различной влаж­
ностью и, в зависимости от этого, с различным объемным ве­
сом. При таких условиях, тем более при изучении различных по 
типу или механическому составу почв, традиционный метод не 
позволяет получать сравниваемые данные. Дело в том, что мик­
робы населяют прямо не массы, а поверхности различных поч­
венных частиц и почвенный раствор. Для них относительно 
безразличен-удельный вес материала почвенных частиц, кото­
рый, однако, существенно определяет объем единицы сухой мас-
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сы почвы, т.е. определяет суммарную площадь адсорбирующих 
поверхностей и объем почвенного раствора. Последние даже в 
пределах одной почвы являются пропорциональными количеству 
сухой массы только при условии, что влажность сравниваемых 
образцов более или менее одинакова. Наоборот, в определен­
ном объеме более влажной почвы меньше сухой массы, чем в бо­
лее сухой почве. Зимняя же промерзшая почва как раз являет^-
ся переувлажненной, со значительно меньшим объемным весом, 
чем летняя, более сухая почва. Именно поэтому нельзя приме­
нять методику, разработанную для работы с почвами весенне-
-летне-осеннего периода, для зимних анализов, если хотят по­
лучать сравниваемые данные. При количественных анализах ис­
следователи имеют дело с сырой почвой и лишь потом пересчи­
тывают цифровые данные на I г сухой почвы. Поэтому искаже­
ния являются неизбежными. 

В литературе убедительно показано, что пересчет непос­
редственных данных количественных анализов по разведениям 
приводит к дополнительным искажениям результатов (Абатуров и 
др., 1970). Ясно, что для получения сравниваемых данных сле­
дует в ходе исследований применять при высевах на твердые 
среды одну и ту же степень разведения, варьируя в случае на­
добности лишь количество инокулята. Не всегда это требова­

ние принимается в учет. 
При оценке зимних аналитических данных нельзя забывать 

о значении десорбции клеток под влиянием низких температур, 
как это обстоятельно изучено Д.Г. Звягинцевым (1970, 1973). 

Главной же причиной получения П. Рахно и др. данных, 
якобы свидетельствующих об активном размножении бактерий в 
промерзших почвах, по нашему мнению, является фрагментация 
клеток бактерий под влиянием льда и последующая регенерация 
определенной части фрагментов. 

Если исследователь встречается с неожиданными парадок­
сальными результатами в своей работе, то их нужно под­
вергать многостороннем? критическому анализу. П. Рахно и его 
сотрудники этого не сделали. Биохимия изучаемых явлений ими 
вообще не затронута. Однако известно, что многие процессы 
жизнедеятельности микробов и других организмов невозможны без 
участия жидкой воды. Это процессы, основывающиеся на дея­
тельности таких энзимов, как гидролазы, некоторые оксидоре-
дуктазы, многие трансферазы, лиазы и - что особенно важно -
многие синтетазы. Катализуемые этими энзимами реакции нуж-
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даются в воде или в качестве растворителя ж дисперсионной 
среды, или же в качестве прямого участника реакций. Без жид­
кой воды не быть ни питанию микробов, ни белковому синтезу. 
Как же в таких условиях "активно размножаться"? Ясно, что 
при получении аналитических данных, будто бы доказывающих 
размножение микробов в среде без свободной воды, исследова­
тель обязан относиться к своим результатам с сомнением. По 
нашему мнению, П. Рахно со своими сотрудниками в этом вопро­
се работает на артефактах. Его выводы следует признать оши­
бочными. 

Нельзя не отметить и тот факт, что при сопоставлении 
данных П. Рахно оперирует средними значениями, полученными 
для очень широких диапазонов времени, характеризуемых широ­
ким варьированием природных условий и, стало быть, активнос­
ти микроорганизмов. П. Рахно различает лишь "осень", "зи­
му", "весну" и "лето", причем его времена года не совпадают 
ни с астрономическими, ни с биолого-астрономическими "сезо­
нами". Все времена года для П. Рахно всегда трехмесячные, 
всегда охватывают одни и те.же месяцы целиком, от первого до 
последнего календарного дня, независимо от конкретных усло­
вий года. С такой негибкостью связано и то, что для харак­
теристики "зимней" численности микробов в учет взяты как дан­
ные, полученные при +8° С, так и данные, полученные прж 
-30° С (Рахно, 1964, с. 88). Ясно, что репрезентативность 
"средних данных" П. Рахно и сотрудников о численности микро­
бов по отдельным "сезонам" очень низка. Эти данные не могут 
быть взяты за основу для заключений о возможности активного 
размножения бактерий в промерзшей почве. 

В ы в о д ы  

1. При замерзании почвы численность интактных бактери­
альных клеток в ней резко снижается, доходя в отдельных слу­
чаях до нуля. Это результат дезинтеграции (фрагментации) кле­
ток в замерзшей почве. 

2. Часть клеточных фрагментов, возникших в промерзшей 
почве, сохраняет способность к регенерации в цельные клетки. 
Яри высевах определенных количеств почвенных разведений на 
питательные среды, с последующей инкубацией при благоприят­
ных условиях, это обстоятельство может стать причиной полу-

Il 
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чения кажущегося эффекта активного размножения бактерий в 
промерзшей почве. 

3. Традиционные методы количественного анализа почвен­
ных бактерий непригодны для изучения микробиологии промерз­
ших почв. 

4. Выводы некоторый авторов о возможном активном раз­
множении бактерий в промерзши почвах по существу основываю­
тся на артефактах. 
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UPON THE YEAH ROUND QUANTITATIVE DYNAMICS OP SOIL 

SAPROPHYTIC BACTERIA, ESPECIALLY OP THE DEHIT-

RIFIERS 

V. TOHVER 

Summary 

The year-round quantitative dynamics of the aoil sap­

rophytic bacteria, especially of the denitrifiers, was in­

vestigated in natural conditions in freshly raised virgin 

soil and in laboratory conditions, using a culture of Pseu­

domonas denitrificans. It was ascertained that in the course 

of the freezing of soil the numbers of intact bacteria cells 

dropped abruptly. At the same time many small involution 

forms (possibly subcellular fragments) appear.A certain part 

of them are capable of regeneration into intact cells. This 
may give an impression of active multiplication of the cells, 

if judged by the results of the inoculation of nutritive me­

dia with the suspensions of frozen soils. The inadequacy of 

traditional methods of the estimation of the numbers of bac­

teria in frozen soils is shown. 
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ИЗМЕНЕНИЕ ДЕНИТРИФИКАЦИОННЫХ С1ЮСОБНОСТЕЙ ПОЧВ 
ПРИ ИХ ОКУЛЬТУРИВАНИИ 

В. Тохвер 

В общем виде в литературе принято положение о том, что 
окультуривание различных типов почв неизбежно ведет к повыше­
нию их биогенности - к увеличению общей численности микроор­
ганизмов, к "улучшению" видового состава микрофлоры и к ак­
тивации "полезных" микробиологических процессов в почве (Ари-
стовская, 1965). Если не обратить внимание на биологически 
более чем сомнительные оценки "улучшение" и "полезные", можно 
сказать, что такой взгляд придерживается многими авторами 
без ограничений ( Soumare, Blondeau, 1972, Самцевич, 1972, 
Сапожников, 1973), но имеются и указания, показывающие, что 
длительное применение минеральных удобрений на окультуренных 
почвах причиняет снижение активности микробиологической пея-
тельности (Мишустин, Прокошев, 1949, Авдонин и др., I960, Бе­
ляев, I960, Voiein, 1964). 

Особенно существенным и несомненным является повышение 
биологической активности торфяно-болотных почв в результате 
их окультуривания (Лупинович и др., 1964, Вавуло, 1968). В 
частности, при их мелиорации увеличивается численность денит­
рифицирующих бактерий ( Tohver,1973). По отношению к другим 
типам почв данных об изменении денитрификационной способности 
в ходе их освоения мало. X. де Баржак ( H.de Ваг j ас) в 1954 г. 
высказала мнение, что денитрификация протекает в почвах тем 
активнее, чем выше степень окультуренности почвы. Насчет глав­
ных разновидностей почв Северной Эстонии такая же зависимость 
указана В. Ластингом с соавторами ( V.Laeting Jt. ,1966). Они 
связывают этот факт с обстоятельством, что денитрификаторы 
особенно обильно представлены в ризосфере культурных расте­
ний. Указывается также на высокую степень корреляции между 
численноетями денитрификаторов и тарификаторов и делается 
вывод, что для денитрификаторов условия питания имеют боль­
шее значение, нежели водно-воздушный режим почвы. 
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Выиеотмеченная зависимость между окультуренное«« поч­
вы и численностью денитрификаторов, по-видимому, все-таки не 

обязательна при любых условиях. Так, например, H.H. Зайед 
с сотрудниками не мог установить увеличения численности де­
нитрификаторов при окультуривании южной песчаной почвы 
( Zayed et el., 1973). 

Для более близкого ознакомления со значением окульту­
ривания "диких" лесных почв для развития и жизнедеятельно­
сти денитрификаторов нами проведены соответствующие иссле­
дования на примере некоторых типов Эстонских почв. Время 
исследований - 1970...1973 гг. 

Денитрифицирующие бактерии являются частью общей сап­
рофитной микрофлоры. Исходя из этого положения, изложенно­
го на стр. 12 настоящего сборника, мы считали обязательным 
изучение количественных аспектов развития денитрификаторов 
на фоне соответствующих показателей "общего числа" сапро­
фитных бактерий. 

О б ъ е к т ы  и с с л е д о в а н и й  и  м е т о д и к а  

Изучали почвы следующих местностей и биотопов: 

1. Тартуский район, ЭССР, Ильматсалу, территории Тар­
туского образцово-опытного совхоза. Биотопы: 

- а) смешанный лес возрастом выше IOQ лет (ель, бе­
реза, ольха, ива, рябина, орешина); 

- б) целина площадью 50 га, возделанная из предыдуще­
го биотопа в 1965...1968 гг.; 

- в) соседнее с предыдущими старопахотное поле пло­
щадью 20 га (в сельскохозяйственном использова­
нии находится с 1830 г.). 

Почвы всех указанных биотопов принадлежат к типу дер­
ново-подзолистых почв. По механическому составу являются 
средне-супесчаными. Некоторые остальные свойства этих почв 
указаны в таблице I. В 1971 г. получено 41 ц/га ячменя с 
целины и 32 ц/га со старопахотного поля. 

2. Пярнуский район, ЭССР, Михкли, стационар Эстонской 
сельскохозяйственной академии (ЭСХА). Биотопы: 

- а) 200-летний дубовник. Однофронтовый лес о абсо­
лютным доминированием дубе .(среди дубов встреча­
ются лишь единичные березы). В подлеске в боль­

шом перевесе орешина. Фронт трав хорошо развит 

(покрываемость до 95%); 
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-б) соседнее с лесом поле, находящееся в сельскохозяй­

ственном использовании свыше 50 лет, площадью око­
ло 25 га. 

По определению Л. Рейнтама (1970, а, б), михклиские 
почвы принадлежат к типу буроземных почв. Им свойственна 
слабокислая или нейтральная реакция, средняя или высокая 
степень насыщенности. По механическому составу изученные 
почвы являются среднесуглинистыми. Они отличаются как вы­
сокой водоемкостью, так и хорошей водопроницаемостью. Потен­
циально эти почвы относятся к ряду наилучших почв Эстонии. 
Некоторые агрохимические показатели изложены в табл. I. 

Таблица I 

Некоторые свойства изученных почв 

Июнь, 1970, гумусовый горизонт 

Почва окультур. KCl гумус, 5 - о б ц- N-NO^ Я-NH* 
г/IOOr чг/IOO г 

0,19 0,32 

0,16 сл. 

0,23 0,17 

0,13 2,42 

0,11 2,42 

0,23 0,78 

0,14 0,40 

3. Пыльваский район, ЭССР, Моосте-Мэкси. Стациоввр ЭСХА. 

Изученные биотопы: 
-а) 75-летний сосновый лес кисличного ( Oxalle aceto-

oeiia ) типа. В верхнем фронте абсолютным доми-

супесчаная неокульт. 
,елина, 

ой год 

ное поле 

Дерн.-подзол., Сосновый л 
песчаная неокульт. 

Старопахот 
ное поле 

Буроземная, Дубовник, 
суглинистая неокульт. 

Старопахот 
ное поле 

6,26 4,19 334 

6,57 2,64 221 

6,67 2,11 105 

3,70 3,33 150 

4,51 1,99 ПО 

6,50 4,05 220 

6,82 2,84 150 

- 86 -



Рис. 2. Злияние окультуривания на динамику сапрофитных и де-
нитрисТ-ицируивх бактерий в дерново-подзолистой почве. I — 
сапрофитные бактерии,П - денитрифицирующие бактерии, III -
влажность почв, 1У - температура почвы. в в о о - исходная 

лесная почва, **** - целинная почва, - старопа­
хотная почва д.. 



нантом является сосна. Под соснами имеется вто­
рой фронт, состоящий главным образом из ели. По-

, верхность земли на 40...90% покрыта мхами. 
-б) Старопахотное поле, расположенное недалеко от 

предыдущего биотипа. 

По существующей классификации Моосте-Мэксиские почвы 
принадлежат к средне или сильно оподзоленным дерново-
-подзолистым почвам. Им свойственна кислая реакция по 
всему профилю и ненасыщенность. Свойственно также низкое 
содержание гумуса и азота (табл. I). По механическому со­
ставу эти почвы песчаные или слегка супесчаные. 

Почвенные пробы брали за время вегетации(с апреля до 
октября) 6 раз, за исключением Моосте-Мэксиских почв, где 
пробы брали по 4 раза в вегетационный период. Их брали 
предпочтительно во время второй декады месяца буром в ви­
де средних проб по гумусовому горизонту Aj (в зависимости 
от профиля почвы на глубине 1(2)...10-20 см). Почвенные 
пробы подготовляли к микробиологическим анализам по стан­
дартной методике ("Методы...", 1966). 

Общую численность сапрофитов определяли на МПА в чаш­
ках Петри. В литературе доказано, что варьирование разве­
дения при сравнительных Исследованиях недопустимо, так как 
пересчет по разведениям неизбежно сопровождается значи­
тельной ошибочностью (20...30%) для каждой степени разве­
дения (Абатуров и др., 1970). Поэтому, мы во всех анали­
зах использовали 4-ое разведение, варьируя, в зависимости 
от предполагаемого результата, в случае надобности лишь 
объем инокулята в пределах 0,01...О,20 мл при поверхност­
ных и в пределах 0,5...2,0 мл при глубинных посевах на 
агаризованную твердую среду. 

Численность денитрификаторов определяли на с^еде 
Гильтея по методу предельных разведений, 5 параллельных 
пробирок для каждого разведения. 

Все результаты определения численности микроорганиз­
мов выражали на I см^ сырой почвы (а не на I г сухой поч­
вы) в связи с тем, что влажность изучаемых почв за время 
вегетации довольно сильно варьирует (см. рис. 2 и 3). Ре­
дуцирование цифровых данных на единицу сухой массы в таком 
случае не позволяет получать сравниваемые данные (см. с.79 

настоящего сборника). 
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В целях более удобного сравнения активностей изучаемых 
бактерий выведены т.н. суммарные показатели активности - сум­
мы результатов отдельных анализов за вегетационный период. 
Такие суммарные показатели хорошо характеризуют общую микро­
биологическую активность по тем или иным микробным группам. 
Основа такого приема выражения аналитических данных состоит 
по сути дала в том, что в субстратах обитания также сумми­
руются результаты жизнедеятельности микроорганизмов, напри­

мер, продукты биохимических процессов, вызываемых микробами. 
Их возможное использование другими микробами принципиально 
не изменяет дела. Условием получения суммарных показателей 
активности является как одинаковое число анализов, так и од-

Рис. I 

Схема экспресс-установки для 
газометрического определения 
активности почвенной дени­
трификации. 
сг - среда Гильтэя, п - поч­
ва в количестве 4 г по су­
хому весу. 

В 1972...1973 гг. мы оп­
ределяли потенциальную ак­
тивность денитрификации изу­
чаемых почв газометрически 

в экспресс-установках, схема которых изображена на рис. I. 
Соответствующие опыты проводили в анаэробных условиях, вы­
деленные денитрификаторами газы промывали пропусканием ма­
леньких пузырьков через 20...30 см столб 10-% ЖаОН. Ана­
лиз газовых проб показал, что они на 96...99% состоят из 
к2 , в остальных же, главным образом из н 20. Это позволя­
ет принимать полученные количественные данные продукции га­
за за показатели активности денитрификации. 

В 100-мл колбы наших экспресс-установок, главное пре­
имущество которых состоит в удобности и легкости обращения 

новременное проведение их. 

12 
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с материалом и сосудами, а также в отсутствии надобности в 
повторных трудоемких химических анализах, помещали по 4 г 
почвы по сухому весу и 95 мл среды Гильтэя, подогретой до 
температуры инкубации (27,5° С). Начало выделения газов 
наблюдалось обычно после 15...18-часового лага. Их аккуму­
ляцию регистрировали по шкале приемника. С целью учета ус­
ловий (температура, давление воздуха, давление растворителя 
и др.), а также с целью учета неравностей стеклянных частей 
установок применяли поправочные коэффициенты К, значение ко­
торых для каждой установки вычисляли по формуле: 

(V-V -Ф_ + V2 Хв< . 

Кс 
ъ 

где V обозначает общий объем газа в собирателе, в колбэ над 
средой, в трубопроводах и в растворенном виде в жидкостях, 
v 1  - объем среды, т - абсолютную температуру, v 2  - объ­
ем жидкости в собирателе, по существу действующем как мано­
метр, »C - коэффициент, зависящий от концентрации НаОН 
(для 10-% раствора - 1,076). ? 0  - давление воздуха. 

В данных опытах учитывали показатели только в пределах 
линейной зависимости процесса от времени, т.е. в пределах 
экспоненциальной фазы развития популяции. Результаты выра­
жали в Микролитрах газа на 10^ клеток денитрификаторов в I 
час времени измерения результатов (учитываемого времени экс­
позиции) , или же в микролитрах газа на I г сухой почвы в I 
час (получаем соответственно показатели активности денитри­
фикаторов и активности почвы). 

Р е з у л ь т а т ы  о п ы т о в  

Результаты по сравнительному изучению количественных 
динамик сапрофитных и денитрифицирующих бактерий в девст­
венных лесных, целинной и старопахотных почвах по трем раз­
новидностям Эстонских почв изложены на рисунках 2 и 3 и в 
табл. 2. Бросается в глаза значительное различие между 
подзолистыми и буроземкой почвами как в диком, так и в 
окультуренном состоянии. По населенности бактериями буро-
земная почва превышает дерново-подзолистые почвы в 25...100 
раз. 
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Можно видеть также, что численность денитрификаторов 
повышается при окультуривании всех изученных почв, причем 
увеличения в титрах тем значительнее, чем беднее исходная 

девственная почва. 
Что же касается общего числа сапрофитов, то существен­

ный подъем в их титрах нами обнаружен при окультуривании 
только бедной гумусом, кислой, песчаной дерново-подзолистой 
почвы. Освоение более богатой почвы этого же типа приводит 
к увеличению численности сапрофитной бактериофлоры только в 
первую пору окультуривания ( в целине Ильиатсалуской под­
опытной местности). Старопахотные почвы этого типа прибли­
зительно равны дикой лесной почве по населенности сапрофит­
ными бактериями. На богатых гумусом и обладающих хорошими 
физическими свойствами буроземных почвах окультуривание при­
водит даже к значительному снижению численности сапрофитных 
бактерий. Это отнюдь не мешает получению хороших урожаев. 
Даже в засушливое лето I97I г. с изученного поля был собран 
урожай зерна ячменя 31...42 ц/га. 

В табл. 3 приведены данные по определению потенциаль­
ной денитрификационной способности дерново-подзолистой су­
песчаной и буроземной суглинистой почв в зависимости от сос­
тояния окультуренности. Интерес представляет факт, что не 
только активность денитрификации почвы, которую можно свя­
зывать с численностью агентов процесса, но и активность кле­
ток денитрификаторов как таковых возрастает в ходе освоения 
почв, в частности в случае дерново-подзолистой почвы. Из 
наших данных не выясняется, однако, происходит ли повышение 
активности нитратредукции денитрификаторов за счет индуциро­
вания имеющихся популяций, или же за счет изменения качест­
венного (видового) состава денитрифицирующей микрофлоры. Мож­
но думать, что и последнее отмеченное обстоятельство играет 
известную роль, так как предварительные данные показывают 
некоторые изменения в этом отношении. Повышается, например, 
представленность семейства Achromobacteriaceae несмотря на 
то, что абсолютно увеличивается и численность псевдомо-
надных денитрификаторов. Значительно возрастает и число 
денитрификаторов из рода Bacillus , но не совсем ясно, не 
находится ли большая часть спорогенных денитрификаторов в 
богатой органическим веществом лесной почве в состоянии 
спор. 
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Рис. 3. Влияние окультуривания на динамику сапрофитных • 
денитрифицирующих бактерий в буроземной суглинистой и 
дерново-подзояистой песчаной почвах. I - буроземная поч­
ва, II - дерново-подзолистая почва, с - сапрофитные бак­
терии , д - денитрифицирующие бактерии , «в« - лесная 
почва , » * * * - старопахотная почва 

О б с у ж д е н и е  р е з у л ь т а т о в  

Судя по нашим данным, положительное влияние окультури­
вания диких лесных почв на денитрифицирующие бактерии осуще^-
ствляется уже в первые периоды их освоения, в стадии целины. 
При этом эффект окультуривания существенно зависит от свойств 
исходной почвы и от исходной растительности. Общая числен­
ность же сапрофитных бактерий в ряде случаев (при более хо­
роших почвах) в старопахотных почвах не превышает их числен-
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Таблица 2 

Суммарные показатели активности роста сапроФитиит и 
денитриФидируших бактерий за вегетационный период 

(данные 1970...1972 гг.) 

Суммы результатов отдельных анализов 
за вегетационный период, 
в млн.Даг сырой почвы 

Почва 
Состояние 

окультуренности 
Сапрофита Аенитрификатоде 
Число ана- Число ана­

лизов лизов 
6 4 6 4 

Дерн.-подзол., Смет, лес, не­
супесчаная окулы. 

Целина, 6-ой год 
Старопахотное 
поле 

15...18 

13...33 

12...19 

1,8.. Л,7 

4,1...И 

3,3...6,9 

Дерн.-подзол., Сосновый лес, 
песчаная неокульт. 

Старопахотное 
поле 

5,8 

30 

0,027 

0,54 

Буроземная, 
суглинистая 

Дубовник, не­
окульт. 
Старопахотное 
поле 

410 380 

280 260 

28 

69 

26 

54 
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Таблица 3 

ДенитриФикадионная способность 
(потенциальная активность) 
некоторых Эстонских почв 

Анаэробные условия опыта, объем 
реакционной смеси 95 мл, 14,0 мг 
H-HOj на сосуд, заражение 4 г 
почвы (по сухому весу), маноме­
трическое определение выделенно­
го газа (я 2  , я 2о) за время ли­
нейной зависимости процесса от 
времени 

Состояние Числен- Выделено , н 2о 
Поив окультуренности нос» де- „„„ н а  1 06 1 р  

dr * 38 srfr" почве, I час 
млн./г 

Дерн.-подзол., Смеш. лес, 
некульт. 0,62 40,7 6,38 

Целина, 
6-ой год осв. 0,98 68,8 16,9 

Старопахот­
ное поле 0,70 81,0 14,2 

Буроземная, 
суглинистая 

Дубовник, 
неокульт. 2,7 84,5 57,0 

Старопахот­
ное поле 3,5 87,8 76,8 
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ности в лесных почвах, а даже уступает последней. По наше­
му мнению, можно скептически относиться к утверждениям, что 
повышение бактериальной населенности является обязательной 
закономерностью при окультуривании любых разновидностей 
почв, независимо от их исходного положения. 

Что же касается собственно денитрификаторов, то умес­
тно вспомнить заключение де Баржак ( de Barjac, 1954) о том, 
что денитрификаторы можно брать как индикаторы окультурен­
ности почвы. По нашим данным, это именно так, если под 
термином окультуренности подразумевать сумму результатов 
планомерного воздействия человеком. Это, однако, отнюдь не 
касается урожайности тех или других почв - окультуренность 
и урожайность не синонимы и не всегда должны совпадать. В 
понятие культурных почв, безусловно,входит и регулярное при­
менение минеральных удобрений, что в конечном счете может 
привести к снижению биогеиности культурных почв. 

Денитрификаторы как индикаторы окультуренности "рабо­
тают", по нашему мнению, только в пределах одного типа поч­
вы. По абсолютным значениям их численности нельзя судить 
о данном показателе. 

В ы в о д ы  

1. Численность денитрификаторов возрастает в резуль­
тате окультуривания различных лесных почв тем больше, чем 
беднее исходная почва по содержанию питательных элементов и 
чем хуже ее физические свойства. 

2. При окультуривании богатых почв с хорошими исход­
ными свойствами подъем в численности денитрификаторов »зна­
чителен, а общее число сапрофитных бактерий может даже сни­
жаться. 

3. Денитрификационная активность богатой буроземной 
почвы многократно превышает такую же активность более бед­
ных дерново-подзолистых почв. 

4. Окультуривание почв приводит не только к повышению 
численности денитрификаторов, но и к повышению их потенци­
альной активности нитратовосстановления до газообразных 
продуктов. 
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THE CHANGES IH DBNITRIFICATION ABILITIES 

ОГ SOILS WHEN BEING CULTIVATED 

V. TOHVER 

Summary 

The changee of the denltrification abilities of aoddy 

podzolic sandy loam and sandy soils, and of brown loamy fo­

rest soils under the influence of cultivation were investi­

gated in 1970... 1972 (forests« fir-birch-alder mixed standi, 

Norway spruce stand, pine stand, oak grove), the forest, 

freshly raised virgin and old - arable soils being com­

pared among themselves. It was found that the numbers of 

soil denitrifiers rise as a result of soil cultivation the 

more, the poorer the original forest virgin soil is in nut­

ritive elements and the worse its physical properties are. 

If rich natural soils (brown soil under oak grove) are cul­

tivated, the rise in numbers of denitrifiers is negligible. 

The ' quantities of soil . saprophytic bacteria often fall 

in these cases. The potential denitrifying ability of brown 

soils exceeds the same ability of sandy loam soddy podzolic 

soils some 6...10 times. In cultivated soils the denitri­

fying activity of denitrifiers is considerably higher than 

their activity in initial virgin forest soils. 
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ВЛИЯНИЕ ВЕГЕТАЦИИ 
НА ДЕНИТРИ4ЙКАЦИ0ННЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПОЧВ 

В. Тохвер 

Первостепенное значение растений в любых ассоциациях 
живых существ на Земле в настоящее время уже не требует новых 
доказательств. Зеленые растения - это главный механизм, че­
рез который энергия вводится в биосферу. Все основные цепи 
питания начинаются с фотосинтетической деятельности растений 
(хемосинтез имеет в современных условиях ничтожное значение 
по сравнению с фотосинтезом). Этот принцип уже давно уста­
новлен, но конкретные звенья и явления в экологических кон-
сорциях нуждаются в дальнейшем изучении, конкретные связи в 
экосистемах требуют выяснения. Одним из таких вопросов явля­
ется проблема воздействия растительности на относительно са­
мостоятельные консорты, в частности на численность, динамику 
и биохимическую активность почвенных микроорганизмов. Это тем 
более существенно, что вместе с работами, открывающими основу 
первостепенного значения вегетации в активности и сезонности 
почвенной микрофлоры в последенее время появились некоторые 
работы, в которых выводы о сезонности и деятельности почвен­
ных микробов в природных условиях сделаны на основе модельных 
опытов в безрастительных "биометрах" (Рахно, 1964, Рахно и др., 
1971). В частности, на основе "биометров", почву которых за 
многие годы хранят без растительности, сделаны заключения об 
отсутствии сезонности не только в самих "биометрах". Без вся­
ких ограничений П. Рахно говорит об отсутствии закономерных 
временных изменений численности микроорганизмов в почве вооб­
ще, т.е. распространяет свои результаты, полученные в безрас­
тительных биометрах, на всю природу зоны умеренного климата. 

Вышеотмеченное положение дел требует дальнейшего изуче­
ния значения вегетации в жизни почвенных микроорганизмов. От­
носительно деятельности сапрофитных бактерий, в том числе и 
денитрификаторов, в период 1954...1972 гг. нами проведены на­
блюдения, результаты которых излагаются в настоящей статье. 
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Что касается изученных нами денитрифицирующих бактерий из 
родов Pseudomonas, Achromobacter, Plavobacterium и др., 
то уже давно установлена их принадлежность к ризосферным 
микроорганизмам (Кррсакова, 1953, Нетте, 1955), но, вместе с 
тем, денитрификаторы в больших количествах обнаруживаются и 
в прикорневой зоне, и в "свободной" почве ( Sobieeczaneki , 
1965, Насырова, 1968). Это оправдывает интерес к денитри­
фицирующим бактериям и вне ризосферы. 

М е т о д и к а  и с с л е д о в а н и я  

I. Первая часть исследовательских работ проведена в 
1954...1959 и 1967...1969 гг. на болотной опытной базе Вя-
гева-Тоома, Эст. ССР, на полях опыта по изучению регулирова­
ния водного режима. Опыт заложен научными работниками базы 
в 1948...1950 гг. Почва данных полей тростниково-осоковая, 
низинного типа со степенью разложения 30...40%. Как опыт­
ное поле, так и методика наших микробиологических исследо­
ваний подробнее описаны в наших предыдущих работах (Tohver, 
1958, 1973, Тохвер, 1972). В настоящей статье излагаем 
данные по определению количественной динамики денитрифици­
рующих бактерий на основе анализов, проведенных по методу 
предельных разведений (5 параллельных пробирок для каждого 
разведения) на среде Гильтэя, а также результаты измерения 
концентрации нитратов в почве и в дреновых водах (колориме­
трическое определение дисульфофеноловой кислотой). Излагаю­
тся многолетние средние данные относительно участка поля с 
95-см уровнем стояния грунтовых вод из-под различных полет 
вих культур (рожь, ячмень, подсолнечник, картофель, травы ) 
и относительно такого же участка без растений. Так как 
безрастительные площади из года в год менялись, кумуляции 
влияния безрастительяого состояния не было. 

В данном опыте влажность почвы сохраняли с помощью 
системы орошения и осушения на относительно постоянном уро­
вне (в пределах 54...58% от максимального содержания воды). 
Это позволяло вычислять полученные "сырые" результаты коли­
чественных микробиологических анализов на I г сухой почвы, 
не на единицу объема сырой почвы (см. с. 75 наст, сборни­
ка). 
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2. В 1970...1972 гг. нами изучена количественная дина­
мика сапрофитных бактерий, и денитрифицирующих бактерий, в 

частности, в условиях модельного опыта в т.н. биометрах (по 
П. Рахно). Методика этих опытов описана уже раньше (Tohver, 
iraruek , 1973). Здесь же уместно упомянуть, что наши "био-
метры" - это бездонные бетонные ящики площадью 2,56 м 2  каж­
дый. Они вкопаны в грунт почти до верхнего края, изолирова­
ны от естественного грунта 20-см слоем щебня и заполнены 50-
-см слоем дерново-карбонатной почвы, просеянной через 8-мм 
сито. Влажность почвы в течение всего вегетационного перио­
да поддерживалась в пределах 32..35%. Из шести "биометров" 
два постоянно выдерживали в безрастительном состоянии, в двух 
выращивали ячмень 'Носовский 2' в полной посевной норме (500 
семян на I м 2), а в двух остальных - норма посева равнялась 
100 семян/м 2. В качестве удобрения все "биометры" ежегодно 
получали по 69 г НаЖ>3, 50,5 г кн 2Р0 4  и 200 г крахмала. 

С апреля до октября ежемесячно во второй декаде месяца 
определяли численность сапрофитных и денитрифицирующих бак­
терий (соответственно на МПА в чашках Петри и в среде Гиль-
тэя по методу предельных разведений). При этом для проведе­
ния анализов на твердой среде.инокулят брали всегда из одно­
го и того же разведения с тем, чтобы предотвратить искажения 
результатов в связи с пересчетом по разведениям (в ходе дан­
ной работы - 4-ое разведение, причем количество инокулята 
варьировали в зависимости от ожидаемого результата от 0,05 
до 0,20 мл). Относительное постоянство влажности почвы поз­
воляло и здесь использовать традиционный способ выражения ре­
зультатов количественных анализов микроорганизма на единицу 
массы*еухой почвы (на I г сухой почвы). 

Кроме указанных анализов, в "биометрах" изучали и ба­
ланс азота. Определяли как в почве, так и в урожае общий 
азот по Кьельдалю, нитратный азот по Гренвалю, нитритный 
азот по Грассу и Лунге, аммиачный азот по Несслеру. 

При проведении микробиологических анализов соблюдали 
общепринятые требования, приведенные в руководстве "Методы 
изучения почвенных микроорганизмов..." (1966). 

3. В 1970...1972 гг. сравнивали количественные динами­
ки сапрофитных и денитрифицирующих бактерий в буроземной 
почве под 85-летним ельником и 200-летним дубовником (Пярну-
ский район, Эст. ССР, Михклиский стационар Эстонской сельс-
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похозяйственней академии). Пробы брали по горизонтам Aj 
(2...10(12) см в ельнике, I...13(15) см в дубовнике) и Bj 

10(12)...45 см в ельнике, 13(15)...50(53) см в дубовнике) 
ежемесячно с мая до октября. Так как за время вегетации 
влажность почвы, вместе с ней и объемный вес почвы, значи­
тельно изменялись (в пределах 6...33% в горизонте Aj и 7... 
...20% в горизонте Ej), мы не считали возможным, в интере­
сах получения сравниваемых данных, выражать численность 
микроорганизмов относительно единицы массы (I г сухой поч­
вы). Численность микроорганизмов в данных исследованиях 
вычисляли на I см 3  сырой почвы, т.е. на единицу объема. 

4. В 1971 г. нами определен баланс азота в лаборатор­
ных металлических лизиметрах, схема которых изображена на 
рис. I. В лизиметры поместили по 1300 см 3  легкой песчаной 
лиственной почвы. Влажность почвы регулировали постоянно 
на 60% от максимального содержания воды. Через каждую не­
делю проводили избыточное увлажнение, так что часть воды 
проходила почву и собиралась в нижней конической части ли­
зиметра. В 4 лизиметрах выращивали салат 'Кивипэа', 4 ли­
зиметра выдерживали безрастительными.- В качестве удобрения 
каждый лизиметр получил I г ЯаЯО^и 0,7 г кн 2ро 4  Продолжи­
тельность опыта - 71 день при комнатной температуре, формы 
азота определяли как и прежде (п.п. 2). 

jv, 
4А 5 Й 7 , 0 4 6 3  Ab* 
V mvwfj# 

.. Wmm 

Лабораторный лизиметр (схема 
в разрезе). Нержавеющий ме­
талл. Почва находится на 
решетчатой пластине. 

Рис. I 
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Рис. 3. Динамика численности денитрификаторов в дерново-
карбонатной почве. Вегетационный опыт в "биометрах". лая­

ние 1970...1972 г.г. I - общее число сапрофитных бактерий, 

II - денитрифшщрушще бактерии, III - температура почвы, 
сеоо - под ячменем 'Носовский 2', **** - вариант 
без растений 
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Рис. 4. Динамика численности сапрофитных и денитрифициру­

ющих бактерий в бтроземной почве под ельником /ее о о / и 
дубовником /*х*х /. I - общее число сапрофитных бакте­

рии, II - денитрифицируюп'ие бактерии, ill - влажность 

почвы, 1.1, 2.1 и 3.1 - в горизонте Л, , 1.2, ":.2 и 3.2 -

в  горизонте  Б 1 .  Средние  данные  1^70 . . .LV72  г . г .  
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Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и й  

I. Результаты по изучению зависимости количественной 
динамики сапрофитных бактерий и денитрификаторов от ' наличия 
вегетации изложены на рис. 2 и 3. Видно, что во всех вариан­
тах с растениями динамика изученных микроорганизмов принципи­
ально имеет одинаковый ход: после весеннего максимума насту­
пает летний минимум, который в свою очередь заменяется новым 
подъемом титров микроорганизмов в осеннее время. Конкретное 
положение периодов снижения и повышения титров при этом не­
сколько варьирует в зависимости от имеющихся метеорологичес­
ких и др. условий. Наблюдения показывают, что уменьшение 
титров бактерий, в частности денитрификаторов, совпадает с 
наступлением периода интенсивного вегетативного роста расте­
ний. Такие наблюдения хорошо согласуются со взглядами 
С.А. Самцевича (1972) о том, что растения регулируют числен­
ность почвенных микробов в зоне расположения корневой систе­
мы. Следует целиком поддерживать мнение С.А. Самцевича, что 
"...чем мощнее и лучше растет растение, тем успешнее оно про­
тивостоит ... заселению корней и проникновению в их ткани не 
только патогенных, но и большинства вульгарных сапрофитных 
микроорганизмов" (там же). Именно ослаблением влияния расте­
ний в период завершения их роста можно объяснить отмеченный 
подъем в титрах после фазы цветения. Далее, крутое увеличе­
ние численности сапрофитных, в том числе и денитрифицирующих 
бактерий, наблюдается в сентябре-октябре после- уборки или 
смерти полевой растительности. В лесных почвах, где повыше­
ние численности сапрофитных бактерий в указанный период осо­
бенно круто, в сентябре-октябре обычно складываются довольно 
благоприятные условия для гниения органических остатков, на­
капливающихся как на поверхности земли, так и в почве. Регу-
ляторное влияние древесных растений постепенно ослабляется в 
связи с приостановлением процесса роста и интенсивность сап­
рофитных процессов зависит, прежде всего, от влажности и тем­
пературы почвы. Последние зависимости видны и по нашим ри­
сункам. 

В подопытных участках без растений вышеописанной дина­
мики не наблюдаем. В таких вариантах летний минимум, как 
правило, отсутствует - его заменяет постепенное снижение -цит-
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ров микроорганизмов к осени. Наблюдаемые колебания во вре­
мя весенне-летне-осеннего периода можно связывать с влия­
нием различных абиотических внешних факторов. Так как эти 
факторы часто воздействуют в противоположных направлениях, 
то в конечном счете получается сложная, трудно истолковыва­
емая. картина количественной динамики, тем более, что к вли­
янию абиотических факторов прибавляются сложные отношения 
между самими микробами. Такие отношения имеют иногда реша­
ющее значение в условиях отсутствия общего мощного регуля­
тора в виде растительного воздействия. При неуравновешен­
ной жизни в безрастительной почве деятельность микрооргани­
змов сравнительно легко может привести к самоотравлению от­
дельных почвенных зон (часто такое самоотравление, или 
"утомление почвы", наблюдается и в почвах под монокультура­
ми, где также господствуют неуравновешенные условия, в т.н. 
дикой природе самоотравление почвы встречается редко). 

Несмотря на многозначные колебания в динамике мик­
роорганизмов в безрастительных почвах, выявляется одна об­
щая закономерность: ввиду отсутствия достаточного притока 
свободной энергии в почвы, хранящиеся в течение ряда лет в 
безрастительном состоянии, такие почвы представляют собой 
деградирующиеся массы, где микробная жизнь постепенно зату­

хает. 
Факт существования значительных различий в микробной 

динамике в почве под растениями и без растений находит под­
тверждение в результатах проведенного нами -аиализа по­
лученных экспериментальных данных (табл. I). В особенности 
следует отметить, что различия в значениях xf- являются наи­
высшими в почвенном горизонте расположения главной массы 
активных корней растений. 

2. По данным рис. 3 видно, что растительность оказы­
вает решающее влияние на ход количественной динамики микро­
организмов не только по сравнению с безрастительными усло­
виями. Существенные различия обнаруживаются и в зависимос­
ти от состава растительных сообществ в одном и том же типе 
почвы (в нашем случае под ельником и соседним дубовником на 
буроземной почве). Как показывает ^-анализ (табл. I), 
наблюдаемые различия следует признать высокодостоверны­
ми. Как и в опытах, результаты которых описаны под п.п. I, 
наиболее значительные различия обнаружены в горизонте рас­
положения главной массы активных корней. 
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Таблица I 
2 

Результаты 'Л^-анализа по значимости различий в количественных динамиках 
микроорганизмов в зависимости от наличия и характера вегетации 

Сравниваемые варианты П п п.. Горизонт, и«„пп/< и  Результаты анализа 
по вегетации см. микробы Число Значе- Уровень 

степеней 
свобод. 

ние 

X2 

значи­
мости, 
% 

С растениями/без растений Торфяная 0-Ю Денитрифик. 9 и,з 70 
то же II 20-30 II 9 13,6 85 

Ельник/цубовник Буроземная I—15 Сапрофита 5 20,5 99,9 
то не и 15-45 II 5 24,8 >99,9 

03 О
 

к
 п I—15 Денитрифик. 5 24,2 >99,9 

то же II 15-45 и 5 53,4 »99,9 

С растениями/ без растений Дерново-карб. 0-20 Сапрофиты(1970) 6 19,7 99 
то же II И " (1971) 6 16,5 97,5 
то же и II " (1972) 6 21,1 99 
то же и II Денитриф.(1970) 6 17,2 99 
то же I» И " (1971) 6 13,8 95 
то же и II " (1972) 6 13,6 95 



Таблица 2 

Корреляция между гшнамиками 
сапроФитов и денитрификаторов 

в почвах 

Гппичпнт Число Уровень 
Почва Горизонт СТ0П< значб_ значи-

см. своб. ние мости, 
п' Г  %  

Ельник Буроземная г . .  ,.10 5 0,94 99,8 

И II ю.. ,.45 5 0,95 99,8 

Дубовник II I.. ,.13 5 0,95 99,8 

II II 13.. ,.50 5 0,73 ^95 

Вегет. опыт, с растениями 

-1970 г. Дерн.-карб. 0.. ..20 6 0,51 Z95 

-I97I г. И II 0.. ,.20 6 0,96 99,8 

-1972 г. И II 0., ..20 б 0,92 99 

Вегет. опыт, без растений 

-1970 г. Дерн.-карб. 0.. ..20 6 0,90 99 

-I97I г. и и 0., ..20 6 0,79 95 

-1972 г. II п 0 . ,  ..20 6 0,83 95 
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2.0...30 см гор. 

- А- - Х \ 

Июиь АБГ, 

Рис. 2. Динамика численности денитрификаторов в низин­
ной торфяно-болотной почве, в зависимости от наличия 
вегетации полевых культур. Многолетние средние данные, 
с,ооо - под растениями, **хх в безрастительных 

участках 

Оказывается, что растения, не изменяя за десятилетия, 
даже за столетия, общий тип почвы (он слагается за целые ге­
ологические периоды) и не устраняя общий характер микрофло­
ры, свойственный для данного типа почвы, все-таки приводят к 
значительным количественным изменениям в пределах- отдельных 
физиологических групп микроорганизмов, стало быть, и в коли­
чественных соотношениях таких групп. Что касается денитри-
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фикаторов, то в нашем распоряжении имеются данные, показыва­
ющие, что изменения затрагивают и качественные,аспекты мик­
рофлоры. По таксономическому анализу бактерий, выросших на 
Гильтэй-агаре, можно заключить, что в почве под дубовником 
денитрификаторы из семейства Achromobacteriaceae имеют в 2...3 
раза более сильную представленность, чем в почве под ельни­
ком (доминируют,.при этом, в обоих биотипах представители ро­
да Pseudomonas ). 

3. На основе результатов определения динамики общего 
числа сапрофитных бактерий и денитрификаторов нами проведен 
корреляционный анализ, результаты которого изложены в табл. 
2. Выявленная высокодостоверная корреляция между количест­
венными динамиками указанных групп микроорганизмов является, 
по нашему мнению, неудивительной, несмотря на то, что не все 
исследователи нашли такую корреляцию. В условиях, где де­
нитрификаторы представляют собой лишь часть общей сапрофит­
ной микрофлоры, высокая корреляция между обоими показателями 
является возможной, хотя и не облигаторной, в зависимости от 
качественного состава денитрифицирующей микрофлоры и факто­
ров, индуцирующих переключение части сапрофитов на нитратное 
дыхание. В общем случае результаты коррелируются между со­
бой. Если же положительная корреляция отсутствует, то сле­
дует искать причины в специальных воздействиях, способствую­
щих или препятствующих выявлению способностей к нитратному 
дыханию у частиц сапрофитной микрофлоры, в некоторых случаях 
и в деталях методики анализа. 

4. Данные, представленные в табл. 3, 4 и 5, показыва­
ют большое, даже первостепенное значение вегетации (ее суще­
ствования и мощности) в сложении ценитрификационных потерь 
азота из почвы. Под растениями нитратный азот накапливается 
в меньшей мере, меньшими являются поэтому потери от вымыва­
ния. Вместе с тем значительно (в 3...I0 раз) меньшими явля­
ются под растениями и денитрификационные потери. По данным 
табл. 5 видно, что размеры денитрификационных потерь азота 
находятся в прямой отрицательной связи с интенсивностью рос­
та растений (с размерами растительного урожая). Повышение 
урожая ячменя от 100 г/м2 до 350 г/м2 ( в сухом весе биомас­
сы) сопровождается изменением баланса азота от -19% до +4,6%. 
Это значит, что при определенном уровне интенсивности роста 
растений денитрификационные потери могут стать настолько не­
большими, что покрываются , очевидно, биологической фиксаци­

ей воздушного азота. 



Таблица 3 

Содержание нитратов СУСЬ) в низинной торфяно-бодотной 
почве и в дреновых водах за летние иеояпы 

Многолетние средние данные, 
уровень стояния грунтовых 
вод 90...95 см. 

но. в почве ней в дреновых водах, 
Месяцы мг/IOO г 3 „г/л 

под полевы- в безрао- под поле- в безрас-
ми культу- титель- выми куль- тительном 

рами ном уча- турами участке 
стке 

Июнь 4...20 23...40 2,2...3,0 3,1...4,4 

Июль 8...16 42...70 2,8...3,3 3,9...4,4 

Август 10...22 26...50 3,3...3,9 5,0...6,0 

Таблица 4 

Баланс азота в вегетационном опыте 
в лабораторных лизиметрах 
(в мг на один лизиметр) 

Показатели В варианте 

без растений с растениями 

В начале опыта, сумма азота 3134 3134 
- в том числе нитратный азот 179 179 

В конце опыта, сумма азота 2039 2459 
В урожае растений (салата) - 296 
Общий дефицит 1095 379 
Вымыто поливными водами 52 34 

Суммарные потери цонитрификации 1043 345 
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Таблица 5 

Зависимость потерь азота от интенсивности вегетации 

Вегетационный опыт в "биомет­
рах" площадью 2,56 м2 каж­
дый, ячмень 'Носовский 2* , 
дерново-карбонатная почва 

Норма посева (число семян/м^) 

Показатели 

100 500 

Урожай растений (сухой вес надзем­
ных частей и корней), г на - 100,6 350,0 
м2 

Азот в урожае, г/м2 - 0,58 2,04 

Азот в 0,2-м слое почвы, г/м2 

- в день посева 337,3 336,4 339,0 
. - после уборки урожая 330,1 334,0 337,4 

Баланс азота 
+ г/м2 -7,20 -1,82 +0,44 

± 55 °*0®РС6НН0Г0 -75,1 -19,0 +4,6 

* 
в ви де Наяо%  внесено 9,6 г  я / и '  

2 

О б с у ж д е н и е  

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что раз­
меры денитрификационных потерь азота из почвы существенно за­
висят от наличия и от интенсивности роста растений. Такой. 
результат находится в согласии с литературными данными о том, 
что в парующих почвах денитрификация протекает значительно 
активнее, чем под культурными растениями. Предпосылки для 
этого создаются уже усиленной нитрификацией, приобретающей в 
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парующей почве односторонне большие размеры (Sclm»lfup )I%9). 
Опасность особенно велика в богатых гумусом почвах. Конкурен­
ция же со стороны живых растений снимает возможность сколь­
ко-нибудь значительной денитрификации. Можно согласиться со 
словами Т.Х. Хаджиева (1967) о том, что потери нитратного 
азота в период вегетации растений маловероятны. В противо­
положность этому, в парующей почве потери азота неизбежны и 
могут достигать больших размеров (Турчин, 1964, Смирнов и 
др., 1968). Как показывают наши данные, потери уменьшаются 
вместе с усилением роста растений. Именно в этой зависимос­
ти, опирающейся на основные биологические закономерности 
жизни биоценозов, можно видеть естественный путь борьбы с 
потерями азота. Задачей земледельцев является поэтому со­
здание условий для повышения урожаев, для получения их в мак­
симальном размере с тем, чтобы предотвращать потери пита­
тельных элементов. В т.н. дикой природе всегда образуются 
ценозы, дающие максимальную с учетом существующих условий 
биопродукцию, так как отдельные звенья ценоза взаимно урав­
новешены на базе лимитирующих условий (Тооминг, 1970, 1972). 
В связи с этим становится понятным, почему некоторые естест­
венные ценозы (в условиях Северо-Западной части СССР, напри­
мер, ельники) значительно превышают биопродукцию любой по­
левой культуры (Frey, 1971, Arrleto, 1970). Никакие полевые 
культуры не могут в наших почвенно-климатических условиях 
дать свойственную Эстонским ельникам биопродукцию в 13... 
...19 т/га в год (в сухом весе). Вместе в тем, потери азота 
в условиях естественных ценоз минимальные ( Tohver, 1970). В 
почвах таких ценоз подвижные соединения не накапливаются -
авторегулирующие механизмы чувствительно реагировали бы на 
такие колебания - и тем самым потери хранятся в минимуме. В 
возделываемых же почвах равновесие процессов, благодаря еже­
годному вмешательству человека, не может устанавливаться.Со­
здание наиболее уравновешенных условий - это задача земле­
дельцев. Сказанное относится к удобрению, к созданию благо­
приятных водно-воздушных условий, к применению урожайных сор­
тов растений и т.д., т.е. к факторам, которые могут способ­
ствовать получению максимальных урожаев. Максимальные уро­
жаи - это признак удовлетворения основных требований уравно­
вешенности условий и в то же время максимальной экономности 
использования питательных элементов. 

15 
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Выяснение общего значения растительности в жизни сап­
рофитных- бактерий, т.е. подавляющего большинства почвенных 
бактерий, заставляет нас скептически относиться к результа­
там и выводам П. Рахно и его сотрудников об отсутствии в 
природе закономерной, характерной количественной динамики 
почвенной бактериофлоры. О существовании определенного го­
дичного ритма количественной динамики почвенных бактерий в 
неразрывной связи с динамикой роста и развития растительно­
сти свидетельствуют не только наши данные. Дело не только 
в активном воздействии, отмечененном С.А. Самцевичем. Глав­
ное влияние растительности состоит в том, что она представ­
ляет собой основной механизм приобретения внебиосферной 
энергии. Полевые участки, оставленные без растительности, а 
также безрастительные "биометры" П. Рахно теряют главное 
движущее начало и подвергаются влиянию случайных факторов. 
Такие "биометры", очевидно, непригодны для изучения в при­
роде таких сложных явлений, как сезонность жизненных про­
цессов. Хорошо высказана эта мысль A.A. Паниным и В.Н. Бы-
линкиной: "..."Нормальная" почва - поддерживаемая не менее 
трех лет в состоянии строго чистого пара - образование-весь­
ма искусственное. Напротив, растения, а следовательно, и 
растительные остатки, представляют неотъемлемую, конститу­
ционную часть любой почвы (Шамин, Былинкина, 1970). "Биоме­
тры" П. Рахно могут быть пригодными в безрастительном сос­
тоянии только в качестве контрольных сооружений при изуче­
нии некоторых частных вопросов (детали процесса разложения 
гумуса, абстрагированное воздействие отдельных внешних фак­
торов и т.д.), но не при изучении интегральных процессов в 
их совокупности. А таким интегральным процессом как раз яв­
ляется сезонность микробиологических процессов в природе. 
Поэтому результаты П. Рахно действительны лишь только для 
его "биометров". 

В ы в о д ы  

I. В почве под растениями наблюдается характерная, 
зависящая от ритма роста и развития растительности количес­
твенная годичная динамика сапрофитных бактерий, денитрифи­
каторов в том числе. В участках, выдерживаемых в безрасти­
тельном состоянии, такой динамики не обнаруживается. 
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2. В периоды активного вегетативного роста растений 
численность сапрофитный бактерий, в тон числе и денитрифи­
каторов, значительно уменьшается в почвенных горизонтах рас­
положения корневой системы растений. 

3. В денитрифицирующей бактериофлоре обнаружены коли­
чественные и качественные изненения в одном и том же типе 
почвы в зависимости от состава растительных сообществ. 

4. Денитрификационные потери азота находятся в проти­
воположной зависимости от мощности роста растительности. 
При активном росте растений, ведущем к синтезу максимальных 
количеств биомассы, денитрификационные потери из почвы сни­
жаются до мининальных значений, во многих случаях полностью 
покрываемых биологической фиксацией атмосферного азота. 

5. По полученным данным следует считать ошибочным при 
изучении природных закономерностей количественной динамики 
почвенных микробов ограничение искусственными безраститель­
ными моделями в виде т.н. биометров П. Рахно. 
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THE INFLUENCE OF VEGETATION UPON THE 

DENITRIFICATION INDICATORS OF SOILS 

V. TOHVER 

Summary 

The existence, character and intensity of vegetation 

upon the denitrification indicators of some Estonian soils 

were investigated during 1970...1973. The first-rate import 

tance of these factors in forming the denitrification abi­

lities of virgin and cultivated soils was ascertained. In 

soils under plants a characteristic dynamics in the numbers 

of saprophytic bacteria (the denitrifiers among them) could 

be observed during the vegetation period, while in parallel 

areasikept in plant-free conditions, no clear dynamics could 

be detected (except the response to abiotic external influ­

ences , such as meteorological events, etc. During the period 

of intense growth of plants (June, July) in the room of the 

root system the numbers of saprophytic bacteria in general, 

the denitrifiers especially, have minimum values. The de­

nitrification losses of nitrogen show a direct dependence 

on the intensity of plant growth. If the vegetation deve­

lops intensely, and forms maximum quantities of biomasses, 

the losses have minimum values and can be covered by biolo­

gical fixation of molecular nitrogen. 

The regularities of the quantitative dynamics of soil 

microorganisms cannot be established if vegetation is not 

taken into consideration. 
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ЗАВИСИМОСТЬ ЧИСЛЕННОСТИ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ОТ СОДЕРЖАНИЯ ФЕНОЛЬНИХ СОЕДИНЕНИЙ 

В ПОЧВАХ ЯБЛОНЕВЫХ САДОВ 

Л. Вийлеберг 

Определение численности микроорганизмов и количества 
фенолъных соединений в утомленной и нормальной (неутомленной) 
почвах яблоневых садов представляет интерес для выяснения 
причин почвоутомления. По литературным данным, почвоутомле­
ние яблоневых садов связано с продуктами жизнедеятельности 
микроорганизмов, а также с фенольными соединениями (особенно 
с флоридзином), выделяемыми корнями яблони или попавшими в 
почву при разложении корней (Гайдамак, Кушнир, 1967). Феноль-
ные соединения являются, с одной стороны, фитотоксическими 
(Börner, 1961, Weigel, 1965) и бактерицидными агентами (Плот­
никова и др., 1967; Товерс, 1968), с другой стороны, - источ^ 
никами энергии для многих микроорганизмов (Мийдла, 1965; 
Jayaaankar, Bhar,I966; Харборн, 1968). По Юргенс и Харборн 

(Jtirgene, 1%7, Харборн, 1968), флоридзин и продукты его де­
градации в почве не аккумулируются, так как они быстро разла­
гаются почвенными грибами. Поэтому роль фенольных соедине­
ний в почвоутомлении остается пока сомнительной. 

Судя по литературным данным, вопросы почвоутомления вы­
яснены не полностью. В течение вегетационного периода трах 
лет (1970...1972) нами определялась численность некоторых важ­
нейших физиологических групп микроорганизмов и количество не­
которых фенольных соединений в утомленной и неутомленной поч­
вах яблоневых садов. Была сделана попытка выяснить, в какой 
мере в отношении названных показателей различаются между со­
бой утомленная и нормальная почвы. 

Под наблюдение были взяты два яблоневых сада Вазуласко-
го совхоза Тартуского района, Эст. ССР, один из них заложен в 
1964 г. на полевом участке, другой - в 1957 г. на площади 
прежнего яблоневого сада. Исходя из роста и урожайности яб­
лонь, почва первого сада была отнесена к нормальным, почва 
второго сада - к утомленным почвам. Исследованные сады рас­
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положены на среднеплодородной, с низкой влажностью (10...15%) 
супесчаной почве, более подробная характеристика которых да­
на в статьях Л. Вийлеберга 1972 и 1973 гг. В обоих садах 
применялись одинаковые приемы агротехники.Пробы почвы бра­
лись в объеме кроны яблони на глубине 2...40 см один раз в 
месяц в течение вегетационного периода. 

Количество фенольных соединений (флоридзина, флорети-
новой кислоты, р-гидроксибензойной кислоты, сиреневой кисло­
ты и ванилиновой кислоты) в почве определялось по методике 
Бардинской и др. (1962) и Мийдла (1967, 1972). 

Численность почвенных микроорганизмов определялась ме­
тодом почвенного разведения (3 параллели). Численность аммо-
нификаторов определялась на МПА из второго почвенного разве­
дения, численность азотобактера на Эшби-агаре из второго поч­
венного разведения в чашках Пэтри. Численность нитрификато-
ров определялась в среде Виноградского, численность денитри­
фикаторов - в модифицированной среде Гильтэя, Cl. paeteuri-
ешшо - в среде Виноградского и аэробные целлюлозоразлага­
ющие бактерии - в среде Хечинсона. "Численность" почвен­
ных грибов определялась на агаре с пивным суслом (0,1-мл вы­
сев из второго и третьего почвенного разведения). В среду 
добавляется стрептомицин (500000 единиц на литр). 

Численность физиологических групп микроорганизмов вы­
ражалась в "активных числах", которые обозначали сумму чис-
ленностей данной группы микроорганизмов за вегетационный пе­
риод. Впервые понятие "активное число" было применено В.То-
хвером (1962). 

Результаты определения количества фенольных соединений 
показывают (табл. I), что количество сиреневой и р-оксибен-
зоиной кислот осталось константным в утомленной и нормаль­
ной почвах яблоневых садов в течение всего вегетационного 
периода (сиреневой кислоты 60...90Д г/100 г, р-оксибензойной 
кислоты 40... 80^ г/100 г). Содержание ванилиновой кислоты в 
исследованных почвах оказалось различным. Количество ванили­
новой кислоты в утомленной почве было на 10... 120^ г/100 г 
выше, чем в нормальной почве. Притом в обеих почвах значи­
тельных сезонных колебаний содержания ванилиновой кислоты не 
наблюдалось. В обеих почвах концентрация флоретиновой кис­
лоты была в августе и сентябре значительно выше, чем в мае и 
в июне. В утомленной почве количество флоретиновой кислоты 
было в течение всего вегетационного периода на 50...440^г/100 
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г выше, чем в нормальной почве. В течение вегетационного пе­
риода содержание флоридзина постепенно повышалось; в сентяб­
ре его концентрация была в 4...7 раз выше, чем в мае. В 1970 
г. содержание флоридзина было в утомленной и нормальной 
почвах почти одинаковым. В 1971 и 1972 гг. содержание фло­
ридзина было в большинстве случаев в утомленной почве на 
50...800^г/100гнвже, чем в нормальной почве. Наибольшая 
разница была обнаружена в сентябре; в 1971 г. содержание фло­
ридзина было на 630/f г/100 г (29*) и 1972 г. на бОО^г/ЮО г 
(37%) ниже, чем в нормальной почве. 

Следовательно, содержание сиреневой и р-гндроксибеит 
зойной кислоты было в обеих исследованных почвах одинаковым, 
содержание флоретиновой и ванилиновой кислоты было в утомт 
ленной почве значительно выше, а содержание флоридзина ниже, 
чем в нормальной почве. 

Микробиологические анализы показывают (табл. 2), что 
в утомленной почве активное число аммонификаторов было на 
I...8 млн/г ниже, чем в нормальной почве. Наибольшая разни­
ца была обнаружена в 1972 г. В утомленной почве активное 
число денитрификаторов было на 300...500 тыс./г ниже, чем в 
нормальной почве. Активное число аэробных целлюлозоразлага-
ювих бактерий (снабжающих остальные микробы энергетическим 
материалом) было в утомленной почве на 2...22 тыс./г ниже, 
чем в нормальной почве. Наибольшая разница была обнаружена 
в 1970 г. (22 тыс.). Активное число Cl. paateurianum было в 
утомленной почве на 4...15 тыс./г, а активное число азото­
бактера на 3...8 тыс./г ниже, чем в нормальной почве. Зато 
активное число нитрификаторов было в утомленной почве от 
6000 тыс. до 2 млн. на I г почвы выше, чем в нормальной поч­
ве. Активность грибного процесса была также в утомленной 
почве значительно выше, чем в нормальной почве. Активность 
грибного процесса была в утомленной почве в 1971 г. на 70 %, 
в 1972 г. на 124% и в 1970 г. на 31% выше, чем в нормальной 
почве. 

Полученные результаты позволяют утверждать, что чис­

ленность бактерий, участвующих в круговороте азота ( кроме 

нитрифицирующих), была в утомленной почве ниже, чем в нор­

мальной почве. Такое соотношение физиологических групп бак­
терий, очевидно, приводит к быстрому окислению восстановлен­

ных форм азота и к потерям азота в процессе дзнитрификации. 
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Это в свою очередь может ухудшать снабжение растений азотом. 
Низкая численность целлюлозоразлагающих бактерий также могла 
неблагоприятно воздействовать на круговорот азота из-за не­
достатка энергетических субстратов. 

Явный параллелизм наблюдается между уровнем развития, 
бактериальной микрофлоры и ростом (а также развитием) яблонь. 
В садах с утомленной почвой деревья почти на I м ниже, наб­
людается чрезмерное разветвление яблонь и низкие урожаи. Вы­
сокая численность органофобных нитрификаторов в утомленной 
почве, очевидно, связана с меньшим количеством выделений 
корней относительно плохо развитых яблонь. 

В утомленной почве яблоневых.садов, очевидно из-за вы­
сокой активности грибного процесса, содержание флоридзина 
ниже, а количество продукта его распада - флоретиновой кис­
лоты - выше, чем в нормальной почве. Особенно наглядно это 
выражается в сентябре: в нормальной почве содержание флорид­
зина максимальное, а активность грибного процесса низкая. По­
вышение концентрации флоридзина в нормальной почве, по всей 
вероятности, вызвано интенсивным ростом корней в августе и 
сентябре (Моорито, 1967), когда доля флоридзина в выделени­
ях корней повышается. 

Следовательно, изученные нами фенольные соединения не 
могут быть непосредственной причиной почвоутомления, так как 
содержание флоридзина было в утомленной почве ниже, а коли­
чество сиреневой и р-гндроксибензойной кислот такое же, как 
в нормальной почве. Концентрации фенольных соединений, ин-
гибирущих рост яблонь (Берестецкий, 1969; Сарапуу, 1971) от 
10 до 100 раз превышают количества фенольных соединений, 
наблюдавшихся в наших опытах, поэтому более высокое содержа­
ние флоретиновой и ванилиновой кислот в утомленной почве, по-
видимому, не действует ингибирующе на рост яблонь. 

Роль фенольных соединений в почвоутомлении, вероятно, 
состоит в отборе микрофлоры: в ризосфере яблонь повышается 
численность почвенных грибов. 
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Таблица I 

Содержание Фенольных соединений в почвах Uu. г/100 г) 

Почва яблоневого оада 

Покаэетель Месяц Нормальная Утомленная 

1970 1971 1972 1970 1971 1972 

Сиреневая Май 70 80 90 80 80 90 
кислота Ишь 60 80 80 60 70 90 

Август 60 60 90 80 70 80 
Сентябрь 80 90 80 80 70 70 

Ванилино­ Май 80 50 80 120 60 130 
вая кислота Ишь 70 50 90 100 70 90 

Август 40 60 50 130 50 НО 
Сентябрь 10 40 50 130 90 НО 

р-гицро- Май 50 40 70 70 50 60 
ксибен- Июнь 40 50 80 60 50 70 
аойная Август 60 60 60 50 40 50 
кислота Сентябрь 60 80 70 40 20 50 

Флорети- Май 200 770 570 340 900 680 
новая Июнь 310 560 550 310 700 830 
кислота Август 490 630 740 540 810 1050 

Сентябрь 510 800 930 620 1240 1310 

Флоридзин Май 200 500 420 210 310 370 
Июнь 290 360 590 320 230 520 
Июль 550 580 720 510 450 610 
Август 820 690 1470 830 970 1020 
Сентябрь 1530 2210 2190 1480 1580 1390 
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Таблица 2 

Активные числа Физиологических ГРУПП 

почвенных микробов 

Почва яблоневого сада 
Группа Год : 

Нормальная Утомленная 

Аммонификаторы, 10/г 1970 16 14 
1971 10 9 
1972 19 II 

Денитрификаторы, 105/г 1970 9 5 
1971 12 9 
1972 15 10 

Нитрификаторы, Ю^/г 1970 20 30 
1971 6 12 
1972 17 28 

Аэробные целлгаозо- 1970 38 16 
разлагающие бактерии, 1971 12 10 

Ю3/г 1972 26 14 

Грибы, 10'Vr 1970 29 38 
1971 53 99 
1972 37 83 

Cl. paeteurianum, 10^/г 1970 II 7 
1971 22 7 

1972 19 10 

Азотобактер, IO/г 1970 13 5 
1971 5 2 
1972 II 5 
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UPOll THE UMBERS OP MICRO-ORGANISMS 

IH APPLE-ORCHARD SOIL II СОИЕПОН WITH 

THE CONTEST OP PHENOLIC COMPOUNDS 

L. VIILEBERG 

Summary 

In the yeere of investigation (1969«..1972) the numbere 

of bacteria participating in the nitrogen cycle were lower in fa­

tigued than in normal unfatigued eoile of apple-orchards (the 

only exception - the nitrifiers). On the contrary, the acti­

vity of fungal procesaue was lower in normal eoile. At the 

same time in the fatigued soil the content of phlorizin was 

lower than in normal eoil, the content of eyringic and p-byd-

roxybenzoic acide wae equal in both eoile, and only the con­

tent of phloretinic and vanillic acide wae higher in fati­

gued eoile. Moreover, it muet be underlined that in all caeee 

the concentrations of the phenolic compounds under investi­

gation were some 10...100 timee lower than the minimum con­

centrations exerting an inhibiting influence upon the roots 

of apple-treee. It may be concluded that the eoil phenolic 

compounds are not the inhibitore of the growth of apple-treee 

in normal or in fatigued soils. The eignificance of the phe­

nolic compounds of the soils of the apple-orchards may well 

lie in the selective influence upon the eoil microflora (in 

fatigued soils the relative importance of fungi rises among 

the micro-organisms of the rhizosphere). 
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ВЛИЯНИЕ ЭКСТРАКТОВ ЯБЛОНИ НА ПОЧВЕННУЮ МИКРОФЛОРУ 
И НА РОСТ РАСТЕНИЙ 

Л. Вийдеберг, К. Петерсон 

В зависимости от экстрагента в экстрактах яблони обна­
руживаются различные соединения с низким молекулярнф весом: 
углеводы, пигменты, фенольные соединения и др. По литератур­
ным данным особое значение имеют фенольные соединения, кото­
рые влияют на физиолого-биохимические процессы растений (син­
тез белка и фотосинтез) и на жизнедеятельность микробов. Из 
органов яблони изолировано много фенольных соединений, кото­
рые относятся.к Cg-Cj, Cg-Cj и Cg-Cj-Cg группам (Börner, 1961; 
Мийдла, 1965а). Среди представителей рода Malus флоридзин яв­
ляется специфическим фенольным соединением, он найден в лис» 
тьях, побегах и корнях (Mildla, 1967; Берестецкий, Мороз, 
1%8). Содержание фенольных соединений может достигать в кор­
нях 0,4...0,68%, в листьях - 4% от сухого веса (Мороз, 1968). 

Фенольные соединения попадают в почву в основном в виде 
выделения корней и при их разложении. При выкорчевывании 
старых яблонь в почве остается до 70...90% корней. Флоридзин 
и продукты его распада (флороглуцин, р-гидрокрибензойная кис­
лота, флоретин, флоретнновая кислота и флорин) ингибжруи рост 
и развитие молодых яблонь, посаженных в ту же почву (Бересте­
цкий, 1969, 1970). В ризосфере яблони токсичность почвы 
1,5...3 раза выше, чем в остальных частях садовых почв (Бере­
стецкий, 1967)• 

Многие исследователи считают фенольные соединения ос^-
новной причиной почвоутомления (Мийдла, 19656, Сарапуу, 1965, 
Берестецкий, 1968. Мороз, 1968). 

Добавление в почву размельченной коры и древесины ябло­
ни вызывает в 48...63% случаев подавление роста яблони. Осо­
бенно сильно действуют экстракты корней. Экстракты коры в 
концентрации I : 1000 подавляют рост корней яблони ( Мороз, 
1967, 1968). По данным некоторых авторов, дериваты флоридзи-
на более токсичны, чем флоридзин. Раствор флоридзина в кон­
центрации 0,1% значительно ингибирует рост корней всходов, но 
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не влияет на рост стебля; 0,1% растворы флороглуцина и р-гид-
роксибензойной кислоты вызывают полное уничтожение кордовой 
системы и полностью ингибируют рост стебля (Мороз, 1968). Кро­
не фенольных соединений, листья содержат и другие неиденти-
фицированные токсичные соединения. 

Остатки корней и флоридзин разлагаются микробами (Мий­
дла, 1965, Мишустин, Ерофеев, 1966, Mayaudon, Batist1с, 
1970). Фенольные соединения разлагаются в основном почвен­
ными грибами и бактериями, использующими фенольные соедине­
ния в качестве источника углерода (Запрометов, 1966, Берес­
тецкий, 1970). 

Флоридзин и продукты его распада поддерживают рост ми­
кробов, продуцирующих токсичные соединения (грибы - Pealcii-
lium, Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, бактерии - Bacil-
lius,) - (Красильников, 1958, Степанова, 1963). 

Эти почвенные грибы составляют основную часть микро­
флоры утомленных почв, они подавляют рост полезной для рас­
тений микрофлоры и вместе с тем рост и развитие яблонь (Мир-
чинк, 1957). 

Целью настоящей работы явилось выяснение влияния экст­
рактов листьев и корней, а также комплекса фенольных соеди­
нений корней на численность почвенных грибов и аммонификато-
ров и на рост яблоневых всходов. 

В вегетационных опытах применяли почвы яблоневых пи­
томников, одна из них являлась нормальной, другая - утомлен­
ной (Вийлеберг и др., 1973). 

Почвы брались из яблоневых питомников Вазулаского сов­
хоза, Тартуского района, один из них был заложен в 1969 г. 
на участке, где раньше выращивались зерновые культуры (нор­
мальная почва), другой - в 1965 г. повторно на площади ста­
рого сада (утомленная почва). В питомниках с нормальной пот 
чвой деревья развивались нормально (высота деревьев 1,0... 
...1,5 м), в питомнике с утомленной почвой яблони развива­
лись медленно (высота 0,5 м). 

Требуемое количество почвы бралось в объеме кроны яб­
лони на глубине 0...40 см, просеивалось через сито, опреде­
лялись водоемкость и численность аммонификаторов и почвен­
ных грибов. 

Вегетационные опыты начались в июле 1972 г. В цве­
точные горшки с 3,5 кг почвы были посеяны предварительно 

- 129 -

17 



стратифицированные семена яОлони ("Антоновка"). Горшки на­
ходились в оранжерее, влажность почвы поддерживалась на кон­
стантном уровне (60% от общей водоемкости). 

Вегетационный опыт состоял из 5 вариантов (каждый ва­
риант повторялся 4 раза): 

I - нормальная почва; 
П - нормальная почва с комплексом фенольных соедине­

ний корней (I г/кг сырой почвы); 
Ш - нормальная почва с экстрактами листьев и корней 

(100 мл экстракта листьев и 50 мл экстракта кор­
ней на I кг сухой почвы); 

17 - утомленная почва; 
у - утомленная почва с комплексом фенольных соедине­

ний корней (I г/кг сырой почвы). 
Выделение комплекса фенольных соединений из корней яб­

лони производилось по описанной в литературе методике (Hutc­
hinson et ai.,1959), модифицированной на кафедре физиологии 
и биохимии растений ТГУ. 

Мелкие корни и кора толстых корней были разрушены в 
электрической мельнице в присутствии жидкого азота. Феноль­
ные соединения экстрагировали при 60°С 80% этанолом. Цент­
рифугированием из экстракта были выделены твердые частицы, 
экстракт доводился до 1/5 объема в вакууме и остальную 
часть выделяли при помощи вентилятора. Осадок был растворен 
в теплой воде и отфильтрован. Охлажденный фильтрат экстра­
гировали несколько раз этилацетатом (для изолирования фе­
нольных соединений от водорастворимых пигментов, углеводов и 
других гидрофильных веществ). Коричневый кристаллический 
комплекс фенольных соединений содержал флавонолы, флоретин, 
флоридзин и др. фенольные соединения. 

Для приготовления экстракта применялись свежие листья, 
мелкие корни и кора толстых корней. К разрушенному материа­
лу была добавлена дистиллированная вода (I : 10), все смеши­
валось и нагревалось при 60...70° С 25 минут. Экстракт филь­
тровали, а фильтрат автоклавировали. 

В вегетационных опытах к нормальной почве добавляли 
(через каждые две недели) 100 мл экстракта листьев и 50 мл 
экстракта корней на I кг сухой почвы. 
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М и к р о б и о л о г и ч е с к и е  а н а л и з ы  

Численность аммонификаторов определяли (3 параллельных 
опыта) на МПА (1-ыл высев из четвертого почвенного разве­
дения). Число колоний определяли на 3-ий, 4-ый и 5-ый дни. 

Численность почвенных грибов определяли на агаре с пи­
вным суслом (3°), со стрептомицином (625000 международных 
единиц на I л среды). Высевали 0,1 мл из 2...4 почвенного 
разведения (3 параллельных опыта). Число колоний определяли 
на 3-ий и 4-ый дни. 

Таблица I 

Численность аммонификаторов (10^/г) 
и почвенных грибов (юУг) в I г сухой почвы 

Время анализа Группа микробов Варианты 

17 

Июль 

I декада Аммонификаторы 2 2 2 I I 
Грибы 6 6 6 9 9 

Ш декада Аммонификаторы 2 3 7 2 3 
Грибы 7 49 10 II 55 

Август 

I декада 

1 декада 

Аммонификаторы 
Грибы 
Аммонификаторы 
Грибы 
Активное число 
аммонификаторов 
Активное число 
грибов 

5 14 10 3 13 
14 42 32 15 46 
4 21 63 3 14 

14 ПО 37 29 120 

13 40 82 9 31 

41 207 85 64 230 

I - нормальная почва; 
П - нормальная почва с 

корней; 
И - нормальная почва с 

17 - утомленная почва; 
7 - утомленная почва с 

корней. 

комплексом фенольных соединений 

экстрактом листьев и корней; 

комплексом фенольных соединений 
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Таблица 2 

Прорастание • РОСТ ВСХОДОВ яблони 

Варианты 
Показатель 

I П • U 7 

Число прорастающих растений 14 6 7 2 О 

Прорастание % 70 30 35 10 О 

Средняя высота растений в мы 
(57 день) 53 26 39 16 О 

I - нормальная почва; 
П - нормальная почва с комплексом фенольных соединений 

корней; 

1 - нормальная почва с экстрактом листьев и корней; 
1У - утомленная почва; 
у - утомленная почва с комплексом фенольных соединений 

корней. 
Примененная в вегетационных опытах нормальная почва пи­

томника по микробиологическим показателям значительно отлича­
лась от утомленной почвы питомника (табл. I). В начале опыта 
нормальная почва содержала вдвое больше аммонификаторов и на 
одну треть меньше почвенных грибов, чем утомленная почва. 

Проведенные через две недели (Ш декада июля) микробио­
логические анализы-показали, что во всех исследованных почвах 
(кроме нормальной), численность аммонификаторов и грибов воз-? 
растала. Наибольшими оказались изменения"в почвах с добав­
ленными экстрактами яблони. В нормальной почве численность 
аммонификаторов не изменилась, численность грибов возрастала 
незначительно (16%). В утомленной почве в течение двух не­
дель численность аммонификаторов возрастала в два раза, а чи­
сленность грибов возросла на 22%. Добавление в нормальную 
почву комплекса фенольных соединений корней вызвало 1,5-крат­
ное повышение численности аммонификаторов и 8-кратное повыше­
ние численности грибов. В нормальной почве с экстрактами 
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листьев I корней численность аммонификаторов возросла поч­
ти в 4 раза, чжсленность грибов - почта в 2 раза. В утомлен­
ной почве с компонентом фенольных соединений корней числен-? 
ность аммонификаторов возросла в 3 раза, а численность гри­
бов - в 6 раз. 

К первой декаде августа численность жсследованных 
групп микробов возросла: в нормальной почве численность ам­
монификаторов в 3 раза, численность грибов - в 2 раза; в 
утомленной почве также, соответственно в 3 и в 2 раза. В 
нормальной почве с комплексом фенольных соединений корней 
численность аммонификаторов и грибов возросла в 7 рае. В 
нормальной почве с экстрактами листьев и корней численность 
аммонификаторов и грибов была в 5 раз выше, чем в начале 
опыта. В утомленной почве о комплексом фенольных соедине­
ний корней численность аммонификаторов и грибов возросла 
соответственно в 13 и 5 раз. 

Данные микробиологического анализа показывают, что к 
Я декаде августа прирост аммонификаторов и грибов прекра­
тился. В нормальной почве о комплексом фенольных соедине­
ний корней и в нормальной почве о экстрактами листьев и кор­
ней численность аммонификаторов возрастала по сравнению о 
численностью I декады августа в 1,5 и 6 раз, а по сравнению 
с численностью в начале опыта - соответственно в П и 32 ра­
за. В утомленной почве с комплексом фенольных соединений 
корней численность аммонификаторов возросла по сравнению с 
I декадой августа незначительно (1*10б/г) и по сравнению о 
началом опыта - в 14 раз. В нормальной почве численность 
грибов не возросла, а в утомленной почве увеличилась по срав­
нению с I декадой августа в 2 раза и по сравнению с началом 
опыта в 3 раза. В нормальной почве с комплексом фенольных 
соединений корней численность грибов возросла по сравнению 
с I декадой августа в 3 раза и по сравнению с началом опы­
та - в 18 раз. В нормальной почве с экстрактами листьев и 
корней численность грибов возросла по сравнению с I декадой 
августа на 16% и по сравнению с исходной численностью в 6 
раз; в утомленной почве с комплексом фенольных соединений 
корней соответственно в 3 и в 13 раз. 

Сравнение активных чисел аммонификаторов показывает, 
чтр меньше всего амыонификатрров обитает в утомленной почве 
(9) и в нормальной почве (13). В нормальной почве с комп-
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лексон фенольных соединений корней и с экстрактами листьев и 
корней активные числа аммонификаторов были в 3 и 6 раз выше, 
чем в нормальной почве. В утомленной почве с комплексом 
фенольных соединений корней активное число аммонификаторов 
было в 2 раза выше, чем в нормальной почве и в 3 раза выше, 
чем в утомленной почве. 

Активное число грибов оказалось низким в нормальной 
почве (41), в утомленной и в нормальной почвах с экстрактами 
листьев и корней активные числа оказались большими (64 и 85). 

Наивысшим оказалось активное число грибов в почвах с 
комплексом фенольных соединений корней (в нормальной почве -
207, в утомленной почве - 230). Доля грибов была наибольшей 
в вариантах опыта с утомленной почвой и в нормальной почве с 
комплексом фенольных соединений корней: отношение активных 
чисел аммонификаторов и грибов соответственно 1:0,07 и I : 
: 0,05. В нормальной почве и в нормальной почве с экстрак­
тами листьев и корней доля грибов оказалась меньшей (отноше­
ние активных числе аммонификаторов и грибов 1:0,03 и 1:0,01). 

Основываясь на суммарных данных активности микробов пое­
но заключить, что численность грибов увеличивается под вли­
янием экстрактов яблоневых тканей в 2...5 раз в случае нор­
мальной и в 4 раза в случае утомленной почвы. Для аммонифи­
цирующих бактерий соответствующие показатели 3...6 и 3. При 
этом в утомленной почве без прибавки экстрактов тканей гри­
бов в 1,5 раза больше и аммонифицирующих бактерий почти в 2 
раза меньше, чем в контрольной нормальной почве. По-видимо­
му, при применении экстрактов следует учитывать не только 

влияние ингибирующих веществ, но и наличие легко усваиваемых 
аахаров и др. соединений, в особенности у бактерий. Добавле­
ние экстракта листьев и корней и комплекса фенольных соеди­
нений корней вызвало в микрофлоре нормальной почвы более зна­
чительные изменения, чем в микрофлоре утомленной почвы. 

В нормальной почве всходц яблони прорастали на 7 и 8 
день (процент прорастания - 70). В нормальной почве с ком­
плексом фенольных соединений корней и с экстрактами листьев 
и корней всходы прорастали на 2...5 дней позже, чем в нор­
мальной почве и процент прорастания равнялся 30..,35 ( 43... 
...50% от процента прорастания в нормальной почве). Меньше 
всего семян прорастало в утомленной почве: процент прораста­
ния 10 (14% от процента всхожести в нормальной почве). В 
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утомленной почве с комплексом фенольных соединений корней 
яблони не прорастали. 

Средняя длина всходов в конце опыта (57 день) была в 
нормальной почве 53 мм. В нормальной почве с комплексом фе­
нольных соединений корней средняя длина всходов была на 5056, 
в нормальной почве с экстрактами листьев и корней на 27% и в 
утомленной почве на 70% меньше, чем в нормальной почве. 

Прорастание и рост всходов в вегетационных опытах по­
давляется фенольными соединениями. Добавление комплекса фе­
нольных соединений корней сделало утомленную почву более 
токсичной для растений, чем нормальную почву. 

Результаты вегетационных опытов подтверждают данные 
полевых опытов с нормальной и утомленной почвами яблоневых 
питомников (Вийлеберг и др., 1972). Добавление экстрактов 
яблони в почвы привело к увеличению доли почвенных грибов в 
микрофлоре. Почвенные грибы, способные использовать феноль­
ные соединения в качестве источника углерода, очевидно^ раз­
виваются в присутствии фенольных соединений относительно луч­
ше, чем многие бактерии. По литературным данным, среди поч­
венных грибов найдено немало ингибиторных. В присутствии уг­
леводов (попавших в почву с экстрактами яблони) численность 
последних, по-видимому, увеличивалась. Выделенные в почву 
токсины могли ингибировать развитие бактерий и растений. В 
вегетационных опытах ингибиторами могли служить и фенольные 
соединения, концентрация которых значительно превышала со­
держание фенольных соединений в природных условиях. 
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UPON THE INFLUENCE OF THE EXTRACTIVE 

SUBSTANCES OF APPLE-TREES ON SOIL MICRO­

FLORA AND THE GROWTH OF PLANTS 

L. VIILBBBRG, K. PETERSON 

Summary 

In the course of vegetation experiments In 1970...1972 

the influence of apple-tree extractive substances upon the 

numbers of fungi and ammonifying bacteria was investigated. 

A rise of 3...6 times in the numbers of bacteria, and of 

2...5 times in the numbers of fungi was observed if apple-

tree extractive substances were added into soil. The effect 

was more significant when fatigued soils were employed. The 

germination and sprouting of apple-tree seeds were conside­

rably inhibited under the influence of substances applied. 

The influence of root phenolic compound complex was of spe­

cial significance when added into fatigued soils. 
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ОБ ОТНОШЕНИЯХ ГРИБОВ И БАКТЕРИЙ В ПОЧВЕ ЯБЛОНЕВОГО САДА 

Л. Вийлеберг, Э. Тикк 

В утомленных почвах яблоневых садов отношенже "бакте­
рии: грибы" меньше, чем в нормальных почвах яблоневых садов 
(Берестецкий, 1967, Vüleberg et ai., 1972). Интенсивное 
развитие грибных организмов приводит к нарушению естествен­
ных количественных соотношений в микробных ценозах (Петрен­
ко, 1972). В утомленных почвах многие грибы являются синте­
тиками антибиотиков и таким образом активно влияют на разви­
тие бактерий, грибов, риккетсий, вирусов и простейших (Его­
ров, 1965), а также на развитие высших растений (Павленко, 
1967, Билай, 1973). 

Среди почвенных грибов основные синтетики антибиотиков 
относятся к родам Penicillium (30%) и Aspergillus (22%) 
(Мирчинк, Бондаревская, 1970; Егоров, 1969). Из них Реп. 
chryeogenum, Pen. claviforme, Pen. expaneum, Pen. notatum, 

Pen. patulum, Aap. fumigatue, Aep. terreue И Aep. clavatue 

синтезируют антибиотики в значительных количествах. К обра­
зованию антибиотиков способны также представители родов Fuea-
rium, Trichoderma, Alternaria и др. (Мирчинк, 1957, 1963а). 

Одни антибиотики подавляют развитие только незначи­
тельного числа видов, другие подавляют развитие многих видов 
микроорганизмов (Thrum, Bocker, 1971). Антибиотики могут 
влиять: I) на синтез клеточной стенки, например, пенициллин 
угнетая биосинтез гликопептидов клеточной стенки, вызывает 
разрушение клетки при продолжении биосинтеза белков в цито­
плазме (Сазыкин, 1968, Альберт, 1971); 2) на биосинтез бел-
ка, например, хлораыфеникол блокирует включение аминокислот 
в белки; 3) на биосинтез нуклеиновых кислот, например, мио-
мицин С ингибирует биосинтез как РНК, так и ДНК ( Альберт, 
1971). Антибиотики могут ингибировать также гликолиз, обра­
зование цитоплазматических мембран и др. процессы (Коротяев, 
1956, Егоров, 1969). 

Детально изучено влияние антибиотиков на высшие расте­
ния. Выяснено, что антибиотики грибов вызывают изменения в 
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аминокислотном составе белков, в содержании общего и белко­
вого азота (Образцова и др., 1961, Мирчинк, 1970), а также 
в содержании фосфора и углеводов в надземных органах расте­
ний (Самцевич, 1972). 

В почве антибиотики адсорбируются на коллоидных части­
цах (Звягинцев, 1963), причем активность сохраняется у не­
которых антибиотиков только незначительное время (2.. J дня), 
у других довольно долго (70...250 дней) - (Худякова, 1963). 
Сохранение активности значительно зависит от типа почвы. 

Исходя из вышеуказанных литературных данных, предс­
тавляло интерес идентифицировать в утомленной почве ябло­
невого сада частые виды почвенных грибов и изучать их отно­
шение с тест-организмами (индикаторными бактериями). 

Исследовали утомленную почву яблоневого сада Вазулас-
кого совхоза, Тартуского района Эст. ССР, откуда в 1972 п 
изолировала частые виды почвенных грибов. Пробы почвы бра­
ли в объеме кроны яблони на глубине 2...40 см. Почвенные 
грибы изолировали методом размазывания поверхности. Грибы 
выращивали на агаровой питательной среде Чапека, на агаре с 
пивным суслом и на желатиновой среде с пивным суслом. Наб­
людали за морфологией грибов и окрашиванием спор 

с разбавленным раствором йода ( Oilman, 1950, 
Курсанов, 1956, Fiedler, 1973). Грибы идентифицировали в 
секторе микробиологии Института экспериментальной биологии 
АН ЭССР под руководством ст. н. сотр. 11. Аксель. 

Влияния идентифицированных нами грибов ( Penicillium 

janthinellue, Pen. epinuloeom, Fen. chryeogenum, Fen. ер. и 
Aspergillus fumigatue ) на рост некоторых бактерий ( Вас. 

cereue, Вас, subtilis, Pseudomonas fluorescens, Serratia 

marcescene ) изучали штрих-тестом (перпендикулярные и ра­
диальные штрихи) и методом диффузии антибиотика в агар (Асе­
ева и др., 1966, Егоров, 1969). Для штрих-теста грибы вы­
ращивали в чашках Пэтри на arqpe с пивным суслом. Чашки вы­
держивали в термостате (26° С) в течение времени, достаточ­
ного для развития колоний грибов. После этого в чашки вы­
севали радиально или перпендикулярно - индикаторные бакте­
рии. Чашки выдерживали в термостате (30° С) в течение 24 
часов. Метод диффузии в агар заключался в следующем: в 
чашки Пэтри на МПА высеивали тест-бактерии и помещали вер­
тикально в агаровую пластинку (на глубину I мм) I-см стек­
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лянные трубки. В каждую трубку вносили 0,1 мл фильтрата, 
полученного из 6-дневной культуры соответствующего вида поч­
венного гриба, выращенного в пивном сусле. Чашки выдержива­
ли в течение 20 часов в холодильнике и пооле этого в течение 
16...18 часов в термостате (30° С). Измеряли диаметры зон 
подавления роста. 

Из утомленной почвы яблоневого сада изолировали 6 штам­
мов и идентифицировали 4 вида почвенных грибов: Pen. Janthi-
nellum, Pen. epinuloaum, Pen. chryeogenum И Aap. fumlgatua. 

Одну культуру, обозначаемую Pen. ер., не удалось идентифици­
ровать с нужной точностью. 

Изолированные нами грибы относятся к родам, представи­
тели которых известны как основные синтетики антибиотиков 
(Егоров, 1969, Мирчинк и Бондаревская, 1970). Обильный син­
тез антибиотиков характеризует два идентифицированные нами 
вида:Pen. chryeogenum и Aep. fumlgatua. 

Для лучшего понимания результатов опыта по влиянию поч­
венных грибов на тест-бактерии, сконструировали простую ма­
тематическую модель, позволяющую проверять достоверность 
следующей нулевой гипотезы: "варьирование результатов опыта 
сопряжено с погрешностями опыта". Такая гипотеза приводит к 
статистическому несоответствию. Следовательно, достоверной 
оказывается альтернативная нулевая гипотеза: "во взаимных 
отношениях почвенных грибов и тест-бактерий существует видо-
специфическая антагонистическая реакция (АР)". После стати­
стической оценки АР предполагается, что АР существует во 
всяком случае между теми видами грибов и бактерий, у кото­
рых положительный признак антагонистической реакции (ПАР) 
встречается чаще всего. Далее предполагается, что результа­
ты каждого конкретного опыта могут оказаться с вероятностью 
р положительным ПАР, а с вероятностью 1-р, отрицательным 
ПАР. 

В качестве статистического критерия использовали кри­
терий хи-квадрат (_Х? ) - ( Fabian, 1968). 

Следовательно, исходя из нулевой гипотезы, "изученные 
почвенные грибы не влияют на рост Вас. cereus" выявляется, 
что при числе степеней свободы f* 5, вероятность эмпиричес-т 
ких данных (штрих-тест) равняется практически нулю (0,005), 
так как d £31,929 > 16,750} . Таким образом, нулевая ги­
потеза отвергается; это значит, что изученные почвенные гри­
бы значительно подавляют рост Вас. cereua. 
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Все аналогичные рассухдения представлены в таблицах I 
и 2. 

Таблица I 

Влияние почвенных грибов на тест-бактерии 
(методом штрих-теста) 

Нулевая Вероятность резуль- Досто-
гипотеза татов опыта при Вывод вер-

правильности нуле- ность 
вой гипотезы вывода 

% 

Влияние грибов 
А.. .Е 

на рост 
Вас. сегеив 

отсутствует 

Влияние грибов 
А.. .Е 

на рост 

Вас. aubtilis 

отсутствует 

Влияние грибов 
А...Е 

на рост 

Ser. marcescene 

отсутствует 

Влияние грибов 
А...Е 

на рост 

Рв. fluoreacens 

отсутствует 

Д{^Л16,750] <0,005 

Jifa 16,750} <0,005 

^>15,08б]<0,01 

^[^>16,750} <0,005 

Грибы 
А.. .Е 
подавляют 
рост 
Вас. сегеив 

Грибы 
А. . .Е  
подавляют 
рост 
Вас. subtllie 

99,5 

99,5 

Грибы 
А. . .Е  
не подавляют 99,0 
рост 
Ser. marcescene 

Грибы 
А. . .Е  
подавляют 99,5 
рост 
Рв. fluoreacene 

А - Pen. janthlnellum I 

Б - Pen. janthlnellum II 

В - Pen. apinuloaum 

Г - Pen. chryeogenum 

Д - Asp. fumlgatua 

Е - Реп. ер. 
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Таблица 2 

Влияние почвенных грибов на тест-бактерии 
(метод диффузии в агар) 

Нулевая Вероятность ре- Досто-
гипотеза зулиатов опыта Вывод вер-

при правильное- ность 
см нулевой ги- вывода 

тезы % 

Влияние грибов 
А...Е 

на рост 
Вас. сегеив И 

Вас. eubtille 

отсутствует 

Влияние грибов 
А...Е 

на рост 

Ser. шагсеесепв 

отсутствует 

Влияние грибов 
А.. «Е 

на рост 

Ре. flaoreacene 

отсутствует 

Грибы 
А...Е 

|v|<^J>I6,750}<0 f005 подавляют 99,5 
рост 
Вас. сегеив и 

Вас. eubtille 

Грибы 
А...Е не 

jv{y^II,07lj<0,05 подавляют 95 
рост 
Ser. аагсеесепв 

^Ц>П,071}<0,05 

Грибы 
А...Е не 
подавляют 95 

рост 
Ре. fluoreecene 

А - Реп. janthlnellum I 

Б - Реп. janthlnellum II 

В - Реп. eplnuloeum 

Г - Реп. chryeogenum 

д - Аер. fumlgatua 

Е - Реп. ep. 
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Статистический анализ результатов опыта ( штрих-тест ) 
показывает (табл. I), что все изученные виды грибов подавля­
ют рост Вас. сегеив, Вас. eubtille и Ре. fluoreecene. 

Рост Ser.marcescene,наоборот, не зависит от присутствия изу­
ченных грибов. Результаты опытов (применение диффузии анти­
биотика в агар) показывает (табл. 2), что все изученные виды 
грибов подавляют Вас. сеreue и Вас. eubtille. Рост Ser. 

mareeecene и Ре. fluoreecene подавляется незначительно 
изученными видами грибных организмов. То, что результаты 
опытов с применением штрих-теста и метода диффузии антибио­
тика в агар несколько отличаются друг от друга, очевидно,свя­
зано с различной чувствительностью методов. 

Результаты опытов показывают, что между изученными ви­
дами почвенных грибов ( Pen. janthlnellum I И II, Pen. epi-

nuloeum, Pen. chryeogenum, Pen. ар., Asp. fumlgatua ) И 

тест-бактерий ( Вас. cereue, Вас. eubtille, Ре. fluoreecene) 
в лабораторных условиях существуют антагонистические взаи­
моотношения. Можно предполагать, что аналогичные взаимоот­
ношения между почвенными грибами и бактериями существуют и в 
местах их естественного обитания. 

Анализ результатов показывает, что Aep. fumigatus и 
Реп. ер. подавляют рост всех тест-бактерий. Pen. chryeoge­

num подавляет рост Вас, cereue, Вас. eubtilie и Ре. fluo­

reecene , но не влияет на рост Ser. marcescene. Pen. epinu-
loeum И Pen. janthlnellum П (но He Pen. Janthlnellum I) 

подавляют рост двух тест-бактерий - Вас. cereue и Вас. eub­
tille -, но не влияет на рост Ser. marcescene ( в опытах с 
применением метода диффузии антибиотика в агар, также и на 
рост Ре. fluoreecene ) 

Одной из причин низкой численности почвенных бактерий в 
утомленной почве яблоневого сада могут оказаться антибиотики, 
образовавшиеся из почвенных грибов и подавляющие рост почвен­
ных бактерий. По литературным данным, активность антибиотиков 
сохраняется в почве довольно долго (Худякова, 1963) и концен­
трация их на коллоидных частицах почвы достаточно высока для 
того, чтобы подавлять рост различных почвенных микробов (Звя­
гинцев , 1963). Рост бактерий в почве могут ингибировать, 
кроме изученных видов, и другие почвенные грибы, численность 
которых в почве, однако, незначительная. 
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UPON THE RELATIONS BETWEEN PUNGI AND 

BACTERIA IN THE SOIL OP APPLE-ORCHARDS 

L. VIILEBERO, E. TIKK 

Summary 

Five strains of fungi, numerously represented in fati­

gued soils of apple-orchards, were isolated from such soils. 

Four of them were identified as Penicillium janthlnellum, 

P. chryeogenum, P. eplnuloeum and Aspergillue fumigatus,the 

fifth could be determined as Penicillium ep. only. The 

strains inhibited the growth of the greater part of the 

test-objects (B. cereue, B, eubtille, Ps. fluoreecene)in the 

conditions of laboratory cultivation. The authors postulate 

the possibility of analogical relatione in eoil conditions. 

Such relatione may explain the low numbers of bacteria in 

fatigued soils. 
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УДК 631.461.4 

К изучению почвенной денитрификацни: специфичность 
агентов процесса. Тохвер В. Ученые записки Тартус­
кого гос. ун-та, вып. 352.Труды по микробиологии. 
II. Вопросы денитрнфикации и почвоутомления.Тарту, 
1974, 3 - 16 с. (русск.). 

На основе анализа литературных и собственных оригиналь­
ных данных сделано заключение, что денитрификаторы почвы не 
представляют собой специфической, четко разграниченной фи­
зиологической группы микробов. В зависимости от конкретных 
условий, большинство почвенных сапрофитов может перейти на 
нитратное дыхание. По легкости переключения на этот тип 
энергообмена в природе имеется целая градация. "Физиологи­
ческую группу" денитрификаторов нельзя сравнивать с дейст­
вительно специализированными группами микробов. 

Табл. - 3. Библ. - 45 назв. 



УДК 576.807.8 

Об энзимолопческих основах подхода к мучению 
по чванно! денжтржфекаци. Тохвер В. Ученые за­
паса Тартуского гос. ун-та, вып. 352. Труды 
по микробиологии. II. Вопросы деннтрифнкацни 
1 почвоутомления. Тарту, 1974, 18 - 43 с. 
(русск.). 

Дается литературный обзор по проблеме существовали в 
деннтрификаторах флавопротеидной ж цитохромной знзжшых сжс-
тем восстановления нитратов. Приводятся оригинальные данные 
ПО ЭТОЖу вопросу ПО Achromobacter agile и Pseudomonas de-

nitrifloans. При помом иутантного анализа доказывается са­
мостоятельность рассматриваемых систем. Характеризуйся ви­
довые различия в изученных культурах. 

Табл. - I. Библ. - 87 назв. 
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УДК 576.807.8 

Сравнительное исследование нитратредуктазных систем 
Achromobecter agile ж Pseudomonas denitrificane. 

Лавинг А., Лаазимер А. и Тохвер В. Ученые записки 
Тартуского гос. ун-та, внп. 352. Труды по микробиоло­
гии. II. Вопроса денитри$якации и почвоутомления. 
Тарту. 1974, 45-64 с. (русск.). 

Экспериментальнме данные показывают, что дикие итаммы 
Achromobacter agile g Pseudomonas denitrificans харак­

теризует наличие двух нитратредуктаз. Активность нитратре-
дуктазных систем в различной мере подчиняется влиянию кисло­
рода: кислород подавляет активность цитохромной системы и 
даже повышает активность флавопротеидной системы. В бескле­
точных экстрактах изученных денитрнфикаторов обнаружен при 
совместном влиянии кислорода и нитрата адитивный эффект. Фи­
зиологические функции нитратредуктазных систем мало диффе­
ренцированы: флавопротендная система, кроме ассимиляторной, 
может выполнять и диссимиляторную функцию. 

Рис. - 5. Табл. - 6. Библ. - 19 назв. 



УДК 576.807.8 

Использование глюкозы денитрифицирующей бак­
терией Achromobaoter agile. СИМЖСКвр Я. , 

Кухлберг I. • Ружж 9. Ученые записки Тартуского 
гос. ун-та, год. 352. Труды по микробиологии. II. 
Вопроси денитрификации • почвоутомления. Тарту, 
1974, 66-72 о. (русск.). 

Исследовали усвоение глюкозы • нитрата растущими куль­
турами и суспензиями клееок Achromobaoter agile. Устано­
вила, что в анаэробных условиях в присутствии нитрата ис­
пользование глюкозы растущими культурами происходи без за­
метного образования продуктов неполного окисления глюкозы. 
Фторацетат в концентрации 5,5 • ТО-3 II подавляет использова­
ние глюкозы и нитрата как в растущих культурах, так • в сус­
пензиях клеток. Предполагается, что в окислении глюкозы и в 
восстановлении нитрата у Achromobaoter agile участвуют 
реакции цитратвого цикла. 

Рис. - 3. Библ. - 5 назв. 



УДК 631.461.4 

О круглогодичной количественной динамике почвенных 
сапрофитных бактерий, в частности денитрификато-
ров. Тохвер В. Ученые записки Тартуского гос. ун­
та, вып. 352. Труды по микробиологии. II. Вопросы 
денитрификации и почвоутомления. Тарту, 1974, 
74-82 с. (русск.). 

При замерзании почвы численность интактных бактериаль­
ных клеток в ней резко снижается. Одновременно появляются в 
больном количестве различные карликовые формы, напоминающие 
фрагменты клеток. Часть этих форм сохраняет способность к 
регенерации в цельные клетки. Установлено, что традиционные 
методы количественного анализа почвенных бактерий непригодны 
для изучения количественного содержания микробов в почве. 
Предлагается редуцировать количественные данные при сравне­
нии почв с различным содержанием воды не на I г сухой почвы, 
а на I см3 сырой почвы. 

Табл. - 2. Библ. - 6 назв. 



УДК 631.461.4 

Изменение денитрифякационных способностей почв 
при кс окультуривании. Тохвер В. Ученые запис-
ки Тартуского гос. ун-та, вып. 352. Труды по 
микробиологии. II. Вопросы денвтржфжкацжж в 
почвоутомления. Тарту, 1974, 84-97 с. (русск.). 

Численность денитрифиеаторов возрастает в результате 
окультуривания различных лесных почв тем больше, чем беднее 
исходная почва по содержанию питательных элементов и чем ху­
же ее физичесжое состояние. При окультуривании же богатых 
почв с хорошими исходными свойствами подъем в численности 
денитрификаторов незначителен. Окультуривание почвы приводит 
к повышению их потенциальной активности нитратовосстановле-
ння до газообразных продуктов. 

Рис. - 3. Табл. - 3. Библ. - 17 назв. 
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УДК 63I.46IA 

Влвянже вегетация на денвтрификацвонные показатели 
почв. Тохвер В. Ученые записки Тартуского гос. ун­
та, вып. 352. Труды но микробиологии. II. Вопросы 
денитрификации и почвоутомления. Тарту, 1974, 99 -
117 с. (русск.). 

В почве под растениями наблюдается характерная количе­
ственная динамика оапрофятных бактерий, в том числе денитри-
фякаторов. На участках, выдерживаемых в безрастительном со­
стоянии, такой динамики не обнаруживают. В периоды активного 
вегетативного роста растений численность сапрофитных бакте­
рий значительно снижается в горизонтах расположения корневой 
системы растений. Денитрификационные потери азота находятся 
в обратной зависимости от интенсивности роста растений.В де­
нитрифицирующей бактериофлоре обнаружены изменения количест­
венного и качественного характера в зависимости от расти­
тельных сообществ даже в одном и том же типе почвы. 

Рис. - 4. Табл. - 5. Библ. - 22 назв. 



УДК 631.46 

Зависимость численности микроорганизмов oi содер­
жания фенольных соединений в почвах яблоневых са­
дов. Вжйлеберг Л. Ученые аапнскж Тартуского гос. 
ун-та, вып. 352. Труды по микробжологиж. II. Воп­
росы денжтржфжкациж ж почвоутомления.Тарту, 1974, 
I19-126 с. (руоек.). 

Роль фенольных ооеджненжй (сжреневой кислоты, ванилино­
вой ислоты, р-гждроксибензейной кислоты, флоретиновой кис­
лоты, флоридаина) в почвоутомлении, видимо, состоит в отборе 
микрофлоры: в ризосфере яблоней повышается численность поч­
венных грибов. 

Наученные фенольные соединения не могут быть непосред­
ственной причиной почвоутомления, потому что концентрации, 
ингибируюцие рост яблонь, от 10 до 100 paa превышают количе­
ства фенольных соединений, наблюдавшихся в наших опытах. 

Табл. - 2. Библ. - 18 назв. 
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УДК 631.46 

В лаяна в экстрактов яблоне на почвенную миро флору 
в на рост растений. Вийлеберг I. и Патерсон К. 
Ученые записки Тартуского гос. ун-та, вып. 352. 
Труды по микробиологии. II. Вопросы денитрифика­
ции и почвоутомления. Тарту, 1974, 128 - 137 с. 
(русск.). 

Добавление экстрактов яблони (комплекса фенольных сое­
динений корней, экстракта листьев и корней) в почву привело 
к увеличению доли почвенных грибов в микрофлоре. Среди поч­
венных грибов найдено немало ингибиторных грибов. 

Прорастание и рост всходов в вегетационных опытах по­
давляется фенольными соединениями. Добавление комплекса фе­
нольных соединений корней сделало утомленную почву более 
токсичной для растений, чем нормальную почву. 

Табл. - 2. Билб. - 20 назв. 



УДК 631.46 

Об отношениях грибов ж бактерий в почве яблоневого 
сада. Вийлеберг Л., Типе Э. Ученые запаски Тартус­
кого гос. ун-та, вып.. 352.Труды по микробиологии. 
II.Вопросы денитрификации и почвоутомления. Тарту, 
1974, 139-147 с. (русс*.). 

Из утомленной почвы яблоневого сада изолировали 5 и 
идентифицировали 4 вида почвенных грибов: Pen. janthineiius, 
Pen. chrysogenus, Pen. spinulosum, Реп. ер. и Asp. 

fumigatus. Методами штрих-теста и диффузии антибиотика в 
агар обнаружено, что в лабораторных условиях изолированные 
виды почвенных грибов подавляют рост большинства видов тест-
-бактерий (Вас. cereue, Вас. subtilie, Ps. fluorescens). 

Можно предполагать, что аналогичные взаимоотношения между 
изученными грибами и бактериями существуют и в природных ус­
ловиях. Следовательно, одной из причин низкой численности 
почвенных бактерий в утомленной почве яблоневого сада явля­
ется влияние на них антибиотиков, синтезируемых почвенными 
грибами. 

Табл. - 2. Библ. - 24 назв. 
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