Влияние бактерии-продуцента ауксинов, Klebsiella oxytoca, на формирование микробно-растительных ассоциаций с эпифитной орхидеей Dendrobium nobile L.
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Прорастание тропических эпифитных орхидей в природе - крайне сложный процесс, зависящий от целого ряда биотических и абиотических факторов, и возможный только при наличие гриба-микоризообразователя. В искусственных условиях культивирования иногда микобионта удается заменить специальными питательными средами, хотя их состав не является универсальным. Поэтому актуальным остаётся поиск новых методов, направленных на сохранение и увеличение численности редких и исчезающих видов орхидных. Одним из таких эффективных способов может стать бактеризация семян и корней растений с помощью штаммов ризобактерий, образующих ауксины - фитогормоны, обладающие рост-стимулирующей активностью. 

Объектом исследования был штамм Klebsiella oxytoca, несущий плазмиду со встроенным геном зелёного флуоресцентного белка (GFP). Целью работы было определить способность K. oxytoca к биосинтезу индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) в зависимости от различного источника азота в среде: нитратный, аммонийный, органический (в составе пептонной среды LB) или при полном его отсутствии. Для изучения микробно-растительных взаимодействий, локализация и динамика распространения K. oxytoca в тканях корней Dendrobium nobile была исследована с помощью конфокальной лазерной сканирующей микроскопии. Влияние на рост и развитие орхидеи оценивали путем симбиотического культивирования семян растения с K. oxytoca на среде с добавлением и без добавления триптофана, активирующего биосинтез ИУК. Определение количества ИУК и интермедиатов её биосинтеза проводили с помощью колориметрического метода, а также тонкослойной хроматографией. Симбиотическое проращивание D. nobile проводили на среде Knudson-C: семена предварительно стерилизовали и помещали на поверхность среды с внесённой суспензией  K. oxytoca.

В результате исследования была показана активная колонизация Klebsiella oxytoca воздушных и субстратных корней D. nobile, а также проникновение и распространение бактерий в клетках веламена и коровой паренхимы. При этом бактерии обнаруживались в клетках веламена сразу же после их обработки суспензией и сохранялись в течение месяца исследований. Симбиотическое проращивание семян стимулировало их развитие. Так, через 7 недель инкубирования, в опытных пробах, по сравнению с контролем, количество протокормов с развитым апексом и фотосинтетической активностью, а также протокормов с развитым первым листом было больше на 3,7% и 21,2% соответственно.  

Было показано, что значительное количество ауксинов K. oxytoca образует в среде, содержащей нитратные формы азота, а ионы аммония, наоборот, ингибируют биосинтез ИУК. Добавление 200 мкг/мл L-триптофана к нитратной среде способствовало увеличению выхода ИУК в 30 раз и составило 91,3 мкг/мл, что свидетельствует о триптофан-зависимом пути биосинтеза ауксинов. При этом максимальное количество ИУК (120 мкг/мл) культура выделяла на безазотной среде. Именно в условиях, лимитированных по питательным веществам (азот), выделение ауксинов, стимулирующих корнеобразование, приобретает большое функциональное значение для азотфиксирующих микроорганизмов, в том числе K. oxytoca, повышая вероятность образования ассоциативных консорциумов с растениями. С помощью тонкослойной хроматографии в культуральной жидкости Klebsiella oxytoca, помимо индолил-3-уксусной кислоты, были идентифицированы такие соединения, как индолил-3-лактат и индолил-3-пировиноградная кислота (ИПВК), присутствие которых свидетельствует о  наличие ИПВК пути биосинтеза ИУК у исследуемого нами микроорганизма. Таким образом, был определён механизм биосинтеза ИУК, показано стимулирующее влияние триптофана и ингибирующий эффект аммонийного азота на образование ауксинов у исследованного штамма K. oxytoca. Показано распространение этих эндофитных бактерий на поверхности и во внутренних тканях корней D. nobile. Использование K. oxytoca при проращивании семян D. nobilе позволяет ускорить развитие семян  и рост проростков. 
