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ВВЕДЕНИЕ

Способность многих бактерий повышать уро-
жайность растений находит применение в расте-
ниеводстве, где все шире используют препараты 
на основе ризосферных бактерий, стимулирую-
щих рост растений. Это свое полезное свойство 
бактерии проявляют не только в благоприятных 
для возделывания растений условиях, но и в стрес-
совых, в том числе при засухе [1]. Бактериальные 
препараты повышают засухоустойчивость расте-
ний и доступность элементов минерального пита-
ния за счет активации роста и развития корней [2]. 
Этот эффект объясняют тем, что микроорганизмы 
способны продуцировать гормоны растений и их 
функциональные аналоги [3, 4] и тем самым акти-
вировать рост и развитие корней и побегов.

Однако известно, что микроорганизмы мо-
гут разрушать и трансформировать фитогормоны 

в растениях, влиять на их концентрацию и даже 
использовать в качестве питательных веществ [5]. 
Эти процессы исследованы хуже, чем микробный 
биосинтез фитогормонов, и остается еще много 
нерешенных вопросов, связанных с  микробной 
деструкцией гормонов растений. В частности, не 
ясна роль бактерий, способных к деструкции фи-
тогормонов, в формировании симбиотических рас-
тительно-микробных систем и регуляции устойчи-
вости сельскохозяйственных растений к неблаго-
приятным условиям окружающей среды. Не изучено 
влияние микроорганизмов, обладающих способно-
стью как к синтезу, так и к деградации фитогормонов, 
на процессы роста и гормональный баланс растений.

Цель работы – исследование воздействия рост-
стимулирующих штаммов почвенных бактерий, 
способных к синтезу, деструкции или трансфор-
мированию наиболее распространенных групп фи-
тогормонов, таких как индолил‑3-уксусная кисло-
та (ИУК), цитокинины (ЦК) и абсцизовая кисло-
та (АБК), на гормональный статус и рост растений 
пшеницы в условиях засухи.
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Показана способность различных штаммов почвенных бактерий синтезировать и/или разрушать 
регуляторы роста растений: индолил-3-уксусную кислоту (ИУК), цитокинины (ЦК) и абсцизо-
вую кислоту (АБК). Бактерии стимулировали рост побегов и корней мягкой пшеницы в нор-
мальных условиях увлажнения и при засухе, оказывали значимое влияние на содержание фито-
гормонов в побегах и корнях растений. Наиболее перспективными стимуляторами роста были 
штаммы, имеющие средний уровень продукции ИУК в сочетании со способностью к деструкции 
фитогормонов: Pseudomonas protegens DA1.2, P. plecoglossicida 2.4-D и штамм-продуцент цитоки-
нинов P. chlororaphis IB-6. 
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МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Тестируемые штаммы были взяты из коллекции 
микроорганизмов УИБ УФИЦ РАН или были ра-
нее выделены из почв, отобранных на территории 
сельскохозяйственных угодий и промышленных 
предприятий. Опыты проводили на проростках 
мягкой яровой пшеницы Triticum aestivum L. сорта 
Кинельская Юбилейная, который обладает ком-
плексной устойчивостью к стрессовым факторам. 
Сорт рекомендован для возделывания в условиях 
лесостепной и переходной к степной зонах Сред-
неволжского, Центрально-Черноземного и Ураль-
ского регионов РФ и включен в Госреестр в Сред-
неволжском и Уральском регионах.

Для исследования деструкции фитогормонов 
культурами бактерий их выращивали в конических 
колбах на термостатируемом шейкере (160 об./мин) 
при температуре 28°C в течение 4 сут в среде с добав-
лением фитогормонов. Использовали минеральную 
основу среды Раймонда [6], в которую после авто-
клавирования вносили ИУК, АБК или ЦК в коли-
честве 250 мг/л. В качестве контроля использова-
ли аналогичную стерильную питательную среду без 
добавления бактериального инокулята  [9]. Культу-
ральную жидкость подвергали центрифугированию 
при 8000 g с последующей ультрафильтрацией че-
рез кассеты с диаметром пор 1 кДа (SARTOCOON 
Slice Cassete, Германия). 

Синтезированные и  выделенные бактериями 
в культуральную жидкость фитогормоны опреде-
ляли в системе ВЭЖХ LC‑20 Prominence с диод-
но-матричным детектором SPD-M20A (Shimadzu, 
Япония). Для хроматографического разделения 
использовали колонку PerfectSil Target ODS‑3 HD 
5µm (150 × 4.6 mm) (MZ-Analysentechnik, Гер-
мания). В  качестве подвижной фазы использо-
вали 50%-ный раствор ацетонитрила в 0.1%-ной 
уксусной кислоте при скорости элюирования 
0.4 мл/мин. Объем вводимой пробы 5 мкл. Ана-
лиз ВЭЖХ-МС проводили на жидкостном тандем-
ном хромато-масс-спектрометре LCMS-IT-TOF 
(Shimadzu, Япония) в ЦКП УФИЦ РАН “Агидель”. 
Прибор LCMS-IT-TOF работал с использованием 
ионизации электрораспылением (ESI) в режиме 
отрицательных ионов со следующими параметра-
ми: высоковольтный зонд – 3.5 кВ, поток распыля-
ющего газа – 1.5 л/мин, температура CDL – 50°C, 
температура термоблока – 50°C, давление газа- 
осушителя – 150 кПа, напряжение детектора TOF – 
1.6 кВ. Концентрацию ИУК, АБК и ЦК определяли 
по калибровочной кривой, построенной с исполь-
зованием стандартов (Sigma-Aldrich, США), в ин-
тервале концентраций 50–100 000 нг/мл.

Предназначенные для обработки растений 
штаммы бактерий культивировали в  питатель-
ном бульоне. Посев штаммов в  питательную 

среду производили из суспензий бактериальных кле-
ток в стерильной водопроводной воде так, чтобы их 
исходный титр в питательной среде составлял (1.0 ± 
± 0.5) × 106 КОЕ/мл. Микроорганизмы культиви-
ровали в колбах Эрленмейера на термостатируе-
мом шейкере (160 об./мин) при температуре 28°C 
в течение 72 ч.

Семена пшеницы проращивали в течение 2 сут 
и пересаживали в сосуды объемом 0.5 л, заполнен-
ные смесью песка с почвой в соотношении 1 : 9 (в ка-
честве дренажа на дно сосудов вносили мелкую галь-
ку). Растения выращивали на светоплощадке при 
плотности потока фотонов ФАР 190 мкмоль/м2/с, 
14-часовом фотопериоде и  температуре 22–26°C. 
Путем ежедневного полива поддерживали уровень 
влажности почвы 60% ПВП. До и после полива взве-
шивали сосуды с растениями для определения ко-
личества воды, необходимой для полива. Дефицит 
воды создавали, поддерживая влажность почвы на 
уровне 30% ПВП. На 7-е сут после появления всхо-
дов их опрыскивали культурами бактерий из расчета 
5 × 107 КОЕ/сосуд. Каждый вариант опыта ставили 
в пятикратной повторности.

Количество АБК, ИУК и ЦК в растительных 
тканях определяли на 3-и сут после опрыскива-
ния растений методом иммуноферментного ана-
лиза. Побеги и корни гомогенизировали и экстра-
гировали 80%-ным этиловым спиртом. Спирто-
вой экстракт упаривали до водного остатка, после 
центрифугирования последнего отбирали аликво-
ты супернатанта для анализа. Пробоподготовку 
и определение содержания цитокининов проводи-
ли, как описано ранее [7]. Очистку, концентриро-
вание и измерение содержания ИУК и АБК осу-
ществляли согласно детальному описанию, при-
веденному в работе [8]. Ростовые характеристики 
определяли через 14 сут после обработок.

Данные были обработаны с  использовани-
ем программного обеспечения Statistica (Statsoft) 
(верс. 10) и MS Excel. На рисунках и таблицах дан-
ные представлены в виде среднего ± стандартная 
ошибка. Значимость различий оценивали с помо-
щью t-критерия Стьюдента (MS Excel, p ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика изученных штаммов микроорга-
низмов. Перечень использованных для обработки 
растений штаммов микроорганизмов и их способ-
ность к деструкции и синтезу фитогормонов пред-
ставлены в табл. 1.

В общей сложности было выбрано 10 штаммов 
бактерий таким образом, чтобы способность к син-
тезу и деструкции фитогормонов не коррелирова-
ла с их таксономической принадлежностью. Из них 
7 штаммов продуцировали ИУК  (с различными 
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уровнями биосинтеза: низкого – <500 нг/мл, сред-
него – в  диапазоне 850–2000 нг/мл и  высоко-
го – >2000 нг/мл), 3 штамма были способны к де-
струкции ИУК, 3 штамма продуцировали АБК, 
5  штаммов были способны ее разлагать, 3 штамма 
микроорганизмов синтезировали ЦК, 4  штамма 
разрушали ЦК, 3 штамма бактерий продуцировали 
одновременно 2 фитогормона. Большая часть бак-
терий–деструкторов фитогормонов была способна 
разлагать 2 или 3 типа этих веществ. У части ото-
бранных штаммов сочетались способности к био-
синтезу и разрушению фитогормонов.

Влияние микроорганизмов на гормональный статус 
растений. Сложность изучения гормональных взаи-
модействий заключается в том, что разные фитогор-
моны действуют не по отдельности, а посредством 
синергических или антагонистических перекрест-
ных связей [10, 11]. Кроме этого, чувствительность 
тканей растений к каждому гормону меняется в за-
висимости от воздействия стресса [12].

Было определено содержание АБК, ЦК и ИУК 
в корнях и побегах пшеницы, обработанной раз-
личными культурами бактерий в условиях стресса, 
вызванного почвенной засухой. ИУК – наиболее 
известный ауксин. Этот гормон контролирует ши-
рокий спектр процессов, связанных с ростом и раз-
витием растений, таких как рост и удлинение кле-
ток в апикальных меристемах, колонизацию корней 
бактериями, дифференцировку сосудистых тканей, 
защиту от патогенов [13]. При условии оптимально-
го полива штаммы бактерий не способствовали су-
щественному накоплению ИУК (рис. 1а).

Дефицит воды приводил к  накоплению ИУК 
в побегах и корнях растений как в вариантах опы-
та с применением бактерий, так и без них (рис. 1б). 

На этом фоне наблюдали различия между расте-
ниями, обработанными разными штаммами бак-
терий. Большая часть бактериальных штаммов 
(2.4-D, 1.1, DA1.2, 4CH), способных продуциро-
вать >500 нг ИУК/мл, способствовала значитель-
ному увеличению суммарного количества ИУК, 
выделенного из корней и побегов пшеницы. Ана-
логичное действие оказывал синтезирующий ЦК 
штамм IB‑6. Вероятно, что в данном случае были 

Таблица 1. Содержание фитогормонов (нг/мл культуральной жидкости) через 72 ч культивирования штаммов бактерий 
на богатой питательной среде и степень биодеструкции фитогормонов различных классов (%) этими штаммами

Штамм Род, вид
ИУК АБК ЦК

1 2 1 2 1 2
5(3) Pseudomonas mosselii – – 14 ± 1 – – –
DА1.2 P. protegens 870 ± 63 53 ± 3 – 30 ± 2 – 60 ± 4
IB‑6 P. chlororaphis – – – – 1100 ± 106 –
2.4-D P. plecoglossicida 1717 ± 120 63 ± 5 13 ± 2 66 ± 4 – 70 ± 5
1.1 P.turuhanskensis 8700 ± 651 – – – – –
4CH P. chlororaphis 850 ± 58 – – – – –
BLK Enterobacter ludvigii 2000 ± 163 45 ± 3 11 ± 1 – – –
27Х2 Bacillus sp. – – – 22 ± 1 212 ± 18 –
8СН Burkholderia vietnamiensis 500 ± 36 – – 20 ± 1 – 25 ± 2
МХ3 Bacillus siamensis 140 ± 12 – – 22 ± 1 43 ± 2 20 ± 2

Примечание. В графе 1 – нг/мл культуральной жидкости, 2 – %.

Рис. 1. Содержание ИУК в растениях пшеницы сор- 
та Кинельская Юбилейная через 3 сут после обра-
ботки штаммами бактерий в условиях оптимального 
полива (а) и дефицита воды (б), n = 9.
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задействованы разные механизмы регуляции со-
держания ауксинов в растениях пшеницы. Про-
дуценты ИУК могут оказывать непосредственное 
влияние на баланс растительных ауксинов. А дей-
ствие цитокининпродуцирующего штамма IB‑6 
было опосредовано перекрестным взаимодействи-
ем ауксин/цитокинин на уровнях биосинтеза, де-
градации, транспорта и  передачи сигналов. Так 
как накопление ауксинов в апикальных меристе-
мах, расположенных на кончиках побегов и кор-
ней, инициирует рост надземных и подземных ор-
ганов [14], можно предположить, что накопление 
ауксинов под действием бактерий предотвращало 
торможение роста побегов и корней в условиях де-
фицита воды.

ЦK представляют собой N6-замещенные произ-
водные аденина, которые влияют на деление кле-
ток, инициацию роста побегов, минеральное пита-
ние, филлотаксис, развитие сосудов, формирование 
гаметофитов и эмбрионов, старение листьев, адап-
тацию к абиотическим стрессам и другие физиоло-
гические и биохимические процессы [15]. Синтез 
ЦК, главным образом N6-(2-изопентенил) аденина 
(iPA), зеатина и их производных, микроорганизма-
ми хорошо изучен [16]. При этом влияние микро-
организмов, способных разрушать или трансфор-
мировать ЦК, на процессы роста и гормональный 
баланс растений остается неизученным.

В  условиях оптимального увлажнения почвы 
многие из исследованных бактерий способствова-
ли накоплению цитокининов (рис. 2).

При этом в вариантах опыта с ауксинпродуци-
рующими бактериями (штаммы 2.4-D, 1.1, BLK, 
8CH) цитокинины накапливались преимуществен-
но в корнях пшеницы, а в вариантах опыта с цито-
кининпродуцирующими бактериями (IB‑6, 27X2) – 
преимущественно в побегах. Тенденция к перерас-
пределению ЦК в растениях в пользу корней после 
сохранялась и на фоне засухи, причем такой эффект 
вызывали все тестированные штаммы бактерий.

Абсцизовая кислота управляет многими процес-
сами, связанными с ростом и развитием растений, 
включая созревание семян, деление, удлинение 
и дифференцировку клеток, активацию цветения, 
регулирование стрессовых ответов растений, на-
пример, закрытие устьиц и замедление роста [17].

Роль бактериальной АБК во взаимодействии 
растений и микроорганизмов изучена недостаточ-
но, при этом способность бактерий, разрушаю-
щих АБК, снижать содержание этого фитогормона 
в растениях была впервые продемонстрирована при 
инокуляции рассады томатов и риса Rhizobacteria 
Rhodococcus sp. P1Y и Novosphingobium sp. P6W [18].

В условиях оптимального полива АБК накапли-
валась в первую очередь в побеге и корне растений, 

обработанных штаммом BLK, эта тенденция сох- 
ранялась и при дефиците воды (рис. 3).

На фоне засухи также отмечено аномальное на-
копление АБК в побеге растений, обработанных 
ЦК‑продуцирующим АБК деструктором 27Х2.

Рис. 2. Содержание ЦК в растениях пшеницы сорта 
Кинельская Юбилейная через 3 сут после обработки 
штаммами бактерий в условиях оптимального поли-
ва (а) и дефицита воды (б), n = 9.
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Рис. 3. Содержание АБК в растениях пшеницы сорта 
Кинельская Юбилейная через 3 сут после обработки 
штаммами бактерий в условиях оптимального поли-
ва (а) и дефицита воды (б), n = 9.
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Для вариантов опыта, в которых наблюдали ак-
тивизацию роста пшеницы, было характерно сни-
жение содержания АБК, равномерно распределен-
ное между корнями и побегами. Ранее было по-
казано, что ростостимулирующие штаммы 2.4-D 
и DA1.2 способствовали снижению концентрации 
АБК в тканях растений в условиях стресса [19, 20].

Влияние микроорганизмов на рост растений. Ре-
зультаты измерения длины, массы побега и корня 
растения пшеницы приведены на рис. 4, 5.

Стимуляция линейного роста побегов при опти-
мальном увлажнении почвы была обнаружена после 
обработки штаммами Pseudomonas chlororaphis 4CH 
и P. protegens DA1.2. На фоне засухи этот показатель 
превышал контроль при обработке растений штам-
мами P. chlororaphis IB‑6, P. protegens DA1.2, P. pleco-
glossicida 2.4-D, P. turuhanskensis 1.1.

Наиболее чувствительным показателем при 
обработке растений штаммами бактерий было 

накопление сырой массы корня. Это объясняется 
способностью бактерий сохраняться и размножать-
ся в почве, что обеспечивает их длительный контакт 
с корнями растений. При оптимальном поливе ста-
тистически значимый стимулирующий эффект был 
обнаружен у 6-ти штаммов бактерий, а в условиях 
дефицита влаги – у 3-х штаммов. Независимо от ре-
жима увлажнения наиболее активными стимулято-
рами роста корней были P. chlororaphis IB‑6, P. prote-
gens DA1.2, P. plecoglossicida 2.4-D.

В  условиях оптимального увлажнения почвы 
среди исследованных бактерий 6 штаммов спо-
собствовали накоплению биомассы побега. При-
чем наилучшие результаты показали штаммы 
Pseudomonas chlororaphis 4CH и P. protegens DA1.2. 
В условиях дефицита воды накоплению массы по-
бегов способствовали штаммы микроорганизмов 
P. chlororaphis IB‑6, P.  protegens DA1.2, P. plecoglos-
sicida 2.4-D, Bacillus sp. 27Х2.

Таким образом, штаммы бактерий, продуци-
рующие от 500 до 2000 нг ИУК/мл культуральной 
жидкости, с большей вероятностью улучшали рост 
растений мягкой пшеницы, чем бактерии с более 
низким или высоким уровнем продукции этого фи-
тогормона. Влияние бактериальной ИУК на баланс 
фитогормонов в растениях подтверждалось изме-
нениями в содержании ИУК в корнях и побегах 
пшеницы после интродукции штаммов бактерий 
с высоким потенциалом к продукции этого веще-
ства. При этом лучшими характеристиками, осо-
бенно в засушливых условиях, обладали штаммы 
бактерии P. protegens DA1.2 и P. plecoglossicida 2.4-D, 
которые одновременно с синтезом ИУК были спо-
собны и к разложению ИУК, АБК и цитокининов. 
Возможно, это объясняется тем, что экзогенное 
применение ИУК в  высокой концентрации мо-
жет негативно сказываться на росте корней в силу 
того, что оно провоцирует производство растением 
фитогормона этилена [21]. Вероятно, способность 
к  деструкции ИУК может служить предохрани-
тельным механизмом от накопления избытка ИУК 
в зоне корня, если условия сложатся благоприят-
но для размножения интродуцированных бактерий 
и колонизации ими корней. Разрушение абсцизо-
вой кислоты могло противодействовать торможе-
нию роста пшеницы в неблагоприятных условиях. 
Действительно, на фоне почвенной засухи после 
применения наиболее активных штаммов бакте-
рий в корнях или побегах растений сорта Кинель-
ская Юбилейная количество АБК было меньше, 
чем в контрольных растениях.

Ростстимулирующий эффект в  отношении 
мягкой пшеницы оказал также штамм бактерий 
P. chlororaphis IB‑6, синтезирующий цитокинины 
в значительном количестве (>1000 нг/мл). По-ви-
димому, это объясняется взаимным влиянием 

Рис. 5. Масса побега и корня пшеницы сорта Ки-
нельская Юбилейная после обработки штаммами 
бактерий в условиях оптимального полива (а) и де-
фицита воды (б), n = 15.
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Рис. 4. Длина побега пшеницы сорта Кинельская 
Юбилейная в условиях оптимального полива и де-
фицита воды, n = 15.
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ауксинов и ЦК в растениях, поскольку гормональ-
ный ответ растений, обработанных этим штаммом 
(особенно в засушливых условиях), был похож на 
гормональный ответ растений, обработанных ак-
тивными продуцентами ИУК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, бактерии P. protegens DA1.2 
и P. plecoglossicida 2.4-D стимулировали рост побе-
гов и корней мягкой пшеницы сорта Кинельская 
Юбилейная при разных уровнях увлажнения почвы. 
Отличительными чертами этих штаммов бактерий 
были средний уровень продукции ИУК в сочета-
нии со способностью к деструкции фитогормонов 
разных классов. Как перспективный стимулятор 
роста проявил себя также продуцент цитокининов 
P. chlororaphis IB‑6. Штаммы – стимуляторы роста 
пшеницы значимо влияли на содержание в расте-
ниях пшеницы фитогормонов ИУК, АБК и ЦК.
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The ability of various strains of soil bacteria to synthesize and/or destroy plant growth regulators: 
indolyl‑3-acetic acid (IAA), cytokinins (CK) and abscisic acid (ABA) has been shown. Bacteria 
stimulated the growth of shoots and roots of soft wheat under normal conditions of moisture and 
drought, had a significant effect on the content of phytohormones in shoots and roots of plants. The 
most promising growth stimulators were strains with an average level of IAA production in combination 
with the ability to destroy phytohormones: Pseudomonas protegens DA1.2, P. plecoglossicida 2.4-D and 
the cytokinin-producing strain P. chlororaphis IB‑6.
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