
ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2023  Том 13  N 3
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2023  Vol. 13  No.3

350

© Маркова О.В., Гарипова С.Р., Пусенкова Л.И., 2023

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ
Научная статья 
УДК 57.02:579.6
EDN: NQHWYM 
DOI: 10.21285/2227-2925-2023-13-3-350-358

Сорт-штаммовая специфичность взаимодействия Bacillus subtilis  
c растениями Phaseolus vulgaris L. при солевом стрессе

О.В. Маркова *, С.Р. Гарипова*, Л.И. Пусенкова**

*Уфимский университет науки и технологий, г. Уфа, Российская Федерация 
**Башкирский научно-исследовательский институт сельского хозяйства – обособленное структурное  
подразделение Уфимского федерального исследовательского центра РАН, г. Уфа, Российская Федерация

Аннотация. Эффективность инокуляции сельскохозяйственных культур ростстимулирующими бактериями 
может зависеть от сорта растений и условий среды. Проанализированы реакции трехнедельных растений 
сортов Уфимская и Золотистая на инокуляцию штаммами 26Д и 10-4 в норме и при стрессе (1%  NaCl 48 ч). 
Сорт Золотистая формировал меньшую биомассу и площадь листьев, но превосходил сорт Уфимская по содер-
жанию хлорофилла и оводненности корней, на стресс реагировал снижением содержания фотосинтетических 
пигментов и уменьшением оводненности корней. Инокуляция способствовала сохранению этих показателей 
на уровне нестрессированных растений, при этом положительный эффект штамма 26Д выразился во влиянии 
на состав пигментов, а штамма 10-4 – в оводненности корней. Сорт Уфимская при стрессе улучшал водный 
статус корней, на который инокуляция оказала слабое или негативное воздействие, но снижение уровня синте-
тических пигментов при стрессе было восполнено за счет инокуляции обоими штаммами. По биомассе трехне-
дельных растений выявлено, что сорт Золотистая положительно отзывался на инокуляцию обоими штаммами 
как в норме, так и при стрессе, а сорт Уфимская в норме негативно реагировал на инокуляцию штаммом 26Д, 
но при стрессе эффект от инокуляции обоими штаммами был положительным. Содержание малонового диаль-
дегида в корнях инокулированных растений обоих сортов снижалось по сравнению с неинокулированным 
контролем в норме и при стрессе по сравнению со стресс-индуцированным контролем. Выявленные различия 
в реакциях растений на инокуляцию служат базой для дальнейшего анализа эффективных/неэффективных 
сорт-штаммовых комбинаций симбиотических партнеров. 
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Abstract. The effectiveness of crop inoculation using growth-stimulating bacteria can depend on the plant variety 
and environmental conditions. The reactions of three-week-old plants of the Ufimskaya and Zolotistaya green bean 
varieties to inoculation with strains 26D and 10-4 in normal conditions and under stress (1% NaCl 48 h) were analysed. 
Although the Zolotistaya variety formed less biomass and leaf area, it surpassed the Ufimskaya variety in terms of 
chlorophyll and root water content, as well as reacting to stress by reducing the content of photosynthetic pigments 
and root water content. Inoculation contributed to the preservation of these indicators at the level of non–stressed 
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plants: the positive effect of strain 26D was expressed in the effect on the composition of pigments, while that of 
strain 10-4 was expressed in the hydration of roots. Under stress, the Ufinskaya variety improved the water status 
of the roots, on which inoculation had a weak or negative effect; however, the decrease in the level of synthetic 
pigments under stress was compensated by inoculation with both strains. According to the biomass of three-week-old 
plants, the Zolotistaya variety was shown to respond positively to inoculation with both strains both normally and 
under stress, while the Ufimskaya variety tended to react negatively to inoculation with strain 26D; under stress, the 
effect of inoculation with both strains was positive. Compared with the stress-induced control, the malondialdehyde 
content in the roots of inoculated plants of both varieties decreased in comparison with that of the uninoculated 
control both in normal conditions and under stress. The revealed differences in plant reactions to inoculation serve 
as a basis for further analysis of the effectiveness of variety-strain combinations of symbiotic partners. 
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ВВЕДЕНИЕ
Растения имеют целый арсенал возможностей проти-

водействия неблагоприятным факторам среды [1]. Вместе 
с тем симбиоз с эндофитными бактериями повышает их 
адаптивный потенциал, стимулируя рост и увеличивая 
устойчивость к стрессам [2–4]. Механизмы влияния 
бактерий на растения разнообразны [5–7], реакции 
сортов сельскохозяйственных культур на инокуляцию 
разными штаммами специфичны [8–10] и могут зависеть 
от степени стресса [11]. 

На основе многолетних данных установлено, что сорт 
фасоли Уфимская характеризовался более высоким 
коэффициентом адаптированности, проявлял меньшую 
вариабельность урожая в контрастных условиях среды 
по сравнению с сортом Золотистая [12]. В полевых 
условиях инокуляция этих сортов штаммами Bacillis 
subtilis 26Д и 10-4 приводила как к эффективному, 
так и неэффективному симбиозу, оцениваемому по 
конечной семенной продуктивности [13, 14]. Для про-
гноза характера симбиотических взаимоотношений 
эндофитных бактерий с растениями важно обладать 
знанием механизмов действия эндофитных штаммов 
на растения и пониманием того, какие свойства сортов 
являются лимитирующими, могут ли они быть восполнены 
за счет физиологической активности инокулируемых 
штаммов как в нормальных условиях, так и при воздей-
ствии стресса. В качестве предварительного показателя 
эффективности эндофитного симбиоза было предложено 
учитывать степень снижения уровня малонового диаль-
дегида (МДА) в корнях инокулированных растений фасоли 
по отношению к неинокулированным [15]. 

Есть представление о том, что к разным видам стресса 
растения проявляют сходные физиолого-биохимические 
реакции [1]. Ответ растений на инокуляцию при засолении 
[6, 7, 10, 11] может в определенной степени служить 
моделью для анализа эффективности взаимодействия 
штаммов эндофитных бактерий с растениями в стрес-
совых условиях. Ранее при изучении влияния суточной 
экспозиции двухнедельных растений сорта Золотистая 
в 2%-м растворе NaCl на ростовые и биохимические 
показатели инокулированных данными штаммами 
растений было выявлено, что одним из механизмов 
повышения жизнеспособности растений являлась лиг-
нификация клеточных стенок, которая была в большей 
степени выражена у растений, инокулированных 

штаммом 10-4, по сравнению со штаммом 26Д, и это 
совпадало с улучшением ряда ростовых показателей 
недельных растений как в норме, так и при стрессе 
[16]. Особенности взаимодействия данных штаммов 
с растениями сорта Уфимская в условиях засоления 
ранее не были изучены. В данном исследовании была 
поставлена цель – сравнить физиолого-биохимические 
показатели 2-х сортов фасоли (Золотистая и Уфимская) в 
ответ на инокуляцию штаммами B. subtilis 26Д и 10-4 в 
нормальных условиях и в условиях менее интенсивного 
(1% NaCl), но более продолжительного (48 ч) стресса. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили на растениях фасоли 

обыкновенной (Phaseolus vulgaris L.) районированных 
сортов Золотистая и Уфимская. Для инокуляции семян 
использовали эндофитные бактерии, полученные из 
коллекции Башкирского научно-исследовательского 
института сельского хозяйства – обособленного 
структурного подразделения Уфимского федерального 
исследовательского центра РАН: штамм B. subtilis 26Д 
(ВКПМ № 016-02-2491-1), входящий в состав препарата 
«Фитоспорин-М» (НВП «Башинком», Россия), и штамм 
B. subtilis 10-4 (ВКПМ В-12988). Для приготовления 
бактериального препарата использовали суспензии 
споровых культур бактерий, выращенных на мясо-пеп-
тонном агаре при температуре 37 °С. Плотность клеток 
бактерий в суспензии нормировали по стандарту мут-
ности Тарасевича: для B. subtilis 26Д использовали 
титр 108 КОЕ/мл по рекомендации производителя, для 
B. subtilis 10-4 – титр 105 КОЕ/мл по эффективности 
проведенных ранее лабораторных и полевых опытов.

Поверхность семян промывали водопроводной 
водой с детергентом, трижды ополаскивали дистилли-
рованной водой, затем поверхностно стерилизовали 
в 96%-м этаноле в течение 10 мин, ополаскивали дис-
тиллированной водой. Инокуляцию штаммами 26Д и 
10-4 проводили путем замачивания семян в суспензии 
бактериальных клеток в течение 1 ч в термостате при 
температуре 28 °С, контролем служили необрабо-
танные семена, которые замачивали в стерильной 
воде. Затем семена переносили в кюветы 14х10 см 
на увлажненный песок (80% от полной влагоемкости) и 
проращивали в термостате при температуре 22–24 °С. 
На седьмые сутки однородные проростки высаживали 
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в пластиковые сосуды объемом 250 мл, заполненные 
стерильным песком. На дно сосудов в качестве дренажа 
помещали слой гальки объемом 50 г. Влажность суб-
страта поддерживали на уровне 80% от полной влаго-
емкости. Растения выращивали в течение 2-х недель 
при температуре 23–25 °С и 12-часовом естественном 
фотопериоде. Трехнедельные растения на 48 ч под-
вергали засолению 1%-м раствором NaCl.

Содержание фотосинтетических пигментов в листьях 
растений определяли в спиртовом экстракте: 0,2 г 
растительного материала погружали в 10 мл 96%-го 
этанола и оставляли в темноте на 1 сутки. Оптическую 
плотность спиртового раствора измеряли на спектро-
фотометре ПЭ-53008 (ГК «Экрос», Россия) при длинах 
волн 665, 649 и 440,5 нм, соответствующих макси-
мумам поглощения хлорофилла а, хлорофилла b и каро-
тиноидов соответственно, и выражали в мг/л сырой 
массы. Степень оксидативного стресса в корнях рас-
тений фасоли определяли по накоплению МДА методом 
спектрофотометрии при длинах волн 540 и 590 нм, 
оценивая концентрацию продуктов реакции с тиоб-
арбитуровой кислотой в вытяжках трихлоруксусной 
кислоты, и выражали в нМ/г сырой массы [17]. Для 
определения содержания воды в растениях отбирали 
пробы побегов и корней растений, высушивали их до 
постоянной массы с периодическим взвешиванием 
[18]. Обезвоживание на воздухе проводили в течение 
4 ч, высушивание осуществляли в сушильном шкафу, 
нагретом до температуры 100–105 °С. Рассчитывали 
общую оводненность (W), водоудерживающую способ-
ность (R) в пробах, используя формулы: 

W = 100·(М – М2)/М,
R = 100·((М – М2) – (М – М1))/М = 100·(М1 – М2)/М, 

где М – масса свежей пробы; М1 – масса пробы спустя 
сутки; М2 – масса пробы после высушивания.

Статическую обработку данных проводили с помощью 
программ Microsoft Office Excel 2010 и STATISTICA 8.0. 
Биологические повторы представляли собой анализ 
4-х растений, с каждого из которых анализировали 

по 2 листа, биохимические анализы осуществляли в 
3-кратной повторности для каждого варианта опыта. 
Достоверность различий определяли по t-тесту (р<0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В норме и при стрессе сорта фасоли по-разному 

взаимодействовали с бактериями (рис. 1). В норме 
инокуляция штаммом 26Д сорта Золотистая привела 
к увеличению массы растений в 2,3 раза, тогда как 
при инокуляции этим штаммом сорта Уфимская масса 
трехнедельных растений была на 21% меньше, чем у 
контрольных растений. При стрессе оба штамма 10-4 
и 26Д способствовали увеличению массы растений 
обоих сортов от 17 до 69%. Сопоставляя данные по 
массе инокулированных трехнедельных растений с 
результатами семенной продуктивности в полевых 
опытах [13, 14], можно отметить следующие совпадения: 
во-первых, сорт Золотистая положительно отзывался на 
инокуляцию обоими штаммами как в норме, так и при 
стрессе; во-вторых, сорт Уфимская положительно реа-
гировал на обработку бактериями только при стрессе, 
а также несовпадения: в полевых условиях инокуляция 
сорта Уфимская штаммом 26Д была неэффективной, 
тогда как в данном эксперименте эта закономерность 
наблюдалась только в нормальных условиях.

Анализ других ростовых параметров 15-дневных 
растений показал, что при взаимодействии с сортом 
Золотистая оба штамма стимулировали на 15% рост 
побегов и увеличение на 65% площади листьев по срав-
нению с контролем (рис. 2). При взаимодействии с сортом 
Уфимская штамм 10-4 способствовал формированию 
более низкорослых растений, но с большей (на 9%), 
чем в контроле, площадью листьев. Таким образом, 
по данным морфометрическим показателям не про-
слеживались выраженные сортоспецифические взаи-
модействия, которые обнаружились неделю спустя по 
биомассе растений (см. рис. 1).

Следует отметить, что в варианте инокуляции сорта 
Уфимская штаммом 10-4 в полевых экспериментах также 
отмечено формирование более низкорослых растений, 
что, возможно, связано с усилением энергии роста в 

Рис. 1. Влияние штаммов B. subtilis на массу 21-суточных растений фасоли
Fig. 1. Effect of B. subtilis strains on the weight of 21-day-old bean plants
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направлении увеличения длины главного корня еще 
на стадии проростков [13] и также с большей (на 8%), 
чем в контроле, площадью листьев на 40-й день от 
посева [14]. Таким образом, данная особенность 
сорт-штаммовых взаимодействий воспроизводилась 
ранее как в модельных, так и в полевых условиях. 

Анализ содержания фотосинтетических пигментов 
в листьях показал, что в растениях сорта Уфимская 
оно было на 24% меньше, чем у сорта Золотистая (см. 
рис. 2). Следует отметить, что при этом площадь листьев 
сорта Уфимская вдвое превосходила таковую у сорта 
Золотистая (см. рис. 2). В инокулированных вариантах 
обоих сортов отмечено уменьшение содержания фото-
синтетических пигментов (рис. 3), при этом в растениях 
сорта Золотистая, вероятно, оно компенсировалось 
увеличением площади листьев на 65% к контролю (см. 
рис. 2), тогда как растения сорта Уфимская, инокулиро-
ванные штаммом 26Д, не имели такого преимущества. 
При засолении содержание хлорофилла а и кароти-
ноидов в листьях обоих сортов уменьшилось от 15 до 
40% по сравнению с нормальными условиями, но в 
инокулированных вариантах оно сохранялось таким 
же, как у нестрессированных растений (рис. 4). Можно 

предположить, что вклад бактерий в поддержание 
целостности фотосинтетической системы состоял в уве-
личении площади листьев, возможно, за счет развития 
сосудистой ткани листа или лигнификации клеточных 
стенок, показанной в работе [16]. 

Оводненность и водоудерживающая способность 
были измерены и в корнях, и в побегах. Но, в отличие от 
значений этих показателей в побегах, которые статисти-
чески не отличались в разных вариантах опыта (данные 
не представлены), в корнях различия между вариантами 
опыта были существенными (рис. 5). В нормальных 
условиях оводненность корней сорта Золотистая (85%) 
была выше, чем у сорта Уфимская (63%). Но в условиях 
стресса этот показатель изменился противоположным 
образом, что указывает на высокую резистентность 
сорта Уфимская к неблагоприятным факторам среды и 
отсутствие этого свойства у сорта Золотистая. При этом в 
нормальных условиях инокулированные растения сорта 
Золотистая имели 10%-е уменьшение оводненности в 
корнях по сравнению с контролем, а растения сорта 
Уфимская реагировали на инокуляцию увеличением 
этого показателя от 21 до 37%. При стрессе, напротив, 
на фоне пониженной оводненности в контроле у сорта 

Рис. 2. Влияние штаммов B. subtilis 26Д и 10-4 на длину побега и площадь листьев 15-суточных растений фасоли
Fig. 2. Effect of B. subtilis 26D and 10-4 strains on shoot length and leaf area of 15-day-old bean plants

Рис. 3. Влияние штаммов B. subtilis на содержание фотосинтетических пигментов 21-суточных растений фасоли в 
нормальных условиях
Fig. 3. Effect of B. subtilis strains on the content of photosynthetic pigments in 21-day-old bean plants under normal conditions
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Золотистая оба инокулированных варианта имели более 
высокие значения оводненности. На фоне более высокой 
оводненности корня в контроле сорта Уфимская ино-
куляция штаммом 26Д привела к 10%-му снижению 
значения этого показателя. Таким образом, обладая 
разной степенью резистентности к фактору засоления, 
сорт Золотистая повышал оводненность корней при 
взаимодействии с обоими штаммами бактерий, а сорт 
Уфимская уменьшал содержание свободной влаги при 
инокуляции штаммом 26Д.  

Что касается водоудерживающей способности (рис. 6), 
то в нормальных условиях сорт Золотистая превосходил 
по этому показателю сорт Уфимская. Инокулированные 
варианты растений сорта Золотистая мало отличались 
от контрольных. Инокуляция обоими штаммами сорта 
Уфимская способствовала повышению этого пока-
зателя на 6% от контроля. При стрессе наблюдалась 
сорт-штаммовая специфичность: при инокуляции сорта 
Золотистая штаммом 26Д происходило повышение на 
6% водоудерживающей способности по сравнению с 
контролем, а при инокуляции штаммом 10-4, напротив, 

снижение на 4%. Это при том, что содержание воды в 
обоих вариантах инокуляции увеличивалось (см. рис. 5). 
Инокуляция сорта Уфимская, обладающего при стрессе 
высокой водоудерживающей способностью, приводила 
к снижению показателя от 4 до 9% по сравнению с 
контролем (см. рис. 6). 

Различия между водным статусом инокулированных 
сортов в норме и при стрессе можно объяснить, если 
обратиться к полученным ранее сведениям о влиянии 
штаммов на формирование архитектуры корневой 
системы разных сортов: по длине главного корня 
6-суточных проростков сорт Уфимская вдвое превосходил 
сорт Золотистая, инокуляция сорта Золотистая штаммом 
26Д и особенно штаммом 10-4 способствовала рав-
номерному увеличению как длины главного, так и всех 
корней растений [13]. По-видимому, такая архитектура 
корня позволила повысить от 23 до 30% по сравнению 
с контролем оводненность корня инокулированных рас-
тений сорта Золотистая (см. рис. 5). Сорт Уфимская на 
ранних стадиях развития реагировал на инокуляцию 
штаммом 10-4 увеличением длины главного корня, 

Рис. 4. Влияние штаммов B. subtilis на содержание фотосинтетических пигментов 21-суточных растений фасоли при 
стрессе 
Fig. 4. Effect of B. subtilis strains on the content of photosynthetic pigments in 21-day-old bean plants under stress

Рис. 5. Оводненность в корнях растений фасоли при инокуляции штаммами B. subtilis 26Д и 10-4 в нормальных условиях и 
при стрессе
Fig. 5. Water content in the roots of bean plants inoculated with B. subtilis 26D and 10-4 strains under normal conditions and 
under stress
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Рис. 6. Водоудерживающая способность в корнях растений фасоли при инокуляции штаммами B. subtilis 26Д и 10-4 в 
нормальных условиях и при стрессе
Fig. 6. Water-retaining capacity in the roots of bean plants inoculated with B. subtilis 26D and 10-4 strains under normal condi-
tions and under stress

Рис. 7. Влияние штаммов B. subtilis на содержание малонового диальдегида в корнях 21-суточных растений фасоли
Fig. 7. Effect of B. subtilis strains on the content of malon dialdehyde in the roots of 21-day-old bean plants

сохраняя на уровне контроля длину и количество всех 
корней, тогда как инокуляция штаммом 26Д вызвала 
преимущественный рост боковых корней, сокращая 
рост главного корня [13], что в норме привело к увели-
чению оводненности, а при стрессе – к ее уменьшению 
в корнях (см. рис. 5). 

Способность B. subtilis обеспечивать повышенное 
содержание воды в листьях растений фасоли без 
ущерба для скорости фотосинтеза была отмечена в 
работе [19]. В исследовании влияния предпосевной 
обработки пшеницы (яровой и озимой) штаммом B. 
subtilis 10-4 на рост было также выявлено различное 
воздействие на водный статус растений в зависимости 
от стратегии разных экотипов адаптации к стрессу [20], 
что согласуется с нашими исследованиями.

Процесс адаптации к любому стрессу сопровождается 
необходимостью восстановления редокс-баланса, 
вызванного накоплением активных форм кислорода, 
в удаление которых могут внести существенный вклад 
эндофитные бактерии благодаря активизации фер-
ментов супероксиддисмутазы, каталазы, пероксидазы, 
и конечным результатом этой работы может служить 

содержание МДА [3, 7, 15]. В корнях инокулированных 
растений обоих сортов концентрация МДА снижалась по 
сравнению с неинокулированным контролем в норме 
и на фоне засоления по сравнению со стресс-индуци-
рованным контролем (рис. 7). Наибольшее снижение 
по сравнению с каждым из контролей (в норме и при 
стрессе) отмечено для сорта Золотистая при иноку-
ляции штаммом 26Д и для сорта Уфимская при ино-
куляции штаммом 10-4, т.е. для тех сорт-штаммовых 
комбинаций, которые были наиболее эффективными 
в продукционном процессе в полевых условиях 2018 
года [13], что свидетельствует в пользу выдвинутого 
ранее предположения [15]. 

ВЫВОДЫ
Сорт-штаммовая специфичность взаимодействия 

растений фасоли с эндофитными штаммами B. subtilis, 
выявленная в полевых условиях, подтвердилась по пока-
зателю массы трехнедельных растений в модельном 
эксперименте (штамм 26Д стимулировал рост сорта 
Золотистая и ингибировал рост сорта Уфимская). При 
этом длина побега и площадь листьев двухнедельных 
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растений указывали на стимулирующее влияние бак-
терий в любых вариантах бактериальных обработок.

Сорт-штаммовые отличия в содержании фотосин-
тетических пигментов обнаружены только в условиях 
стресса. Сорта отличались по накоплению/убыванию 
каротиноидов в ответ на инокуляцию, а штаммы диффе-
ренцированно влияли на количество зеленых пигментов.

Сорта отличались по уровню оводненности и водоу-
держивающей способности. Инокулированные растения 
сорта Золотистая получили преимущество по сравнению 

с контролем по оводненности при стрессе, при этом 
штаммы по-разному влияли на уровень водоудержи-
вающей способности. Сорт Уфимская положительно 
реагировал на бактеризацию только в оптимальных 
условиях, штамм 26Д уменьшал оводненность и водо-
удерживающую способность.

Содержание МДА в корнях инокулированных рас-
тений обоих сортов снижалось по сравнению с неино-
кулированным контролем в норме и на фоне засоления 
по сравнению со стресс-индуцированным контролем.
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