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Аннотация. В процессе вегетации растения подвержены негативному воздействию различных 
стрессов, что сопровождается снижением продуктивности за счет ингибирования роста и фотосин-
теза. Кукуруза относится к теплолюбивым растениям и изменение температур в различных преде-
лах  является весьма опасным стрессовым фактором, лимитирующим ее продуктивность.

Цель. Изучение роли ризосферных бактерий в стимуляции роста и формировании устойчивости 
растений кукурузы к низкотемпературному стрессу. 

Методы. В ходе исследования определялись ростовые параметры семян и проростков кукурузы 
сорта «Краснодарский», концентрация пигментов (хлорофиллов и каротиноидов), эффективность 
протекания фотохимических реакций методом индукции флуоресценции хлорофилла, изменения 
микроокружения каротиноидов методом комбинационного рассеяния света. 

Результаты. Установлено, что предварительная обработка семян биопрепаратом на основе бакте-
рий Pseudomonas aureofaciens В-11634 и Azotobacter vinelandii Д-08 снижает отрицательное воздей-
ствие пониженной температуры на развитие семян кукурузы (энергия прорастания в опыте на 10% 
больше относительно контроля) и способствует увеличению устойчивости растений к низкотем-
пературному стрессу (12°С). При этом длина листа растений, предварительно обработанных био-
препаратом, снизилась лишь на 8%, в то время как длина корня увеличилась на 18% относительно 
контроля при оптимальном температурном режиме. Предпосевная обработка семян биопрепаратом 
способствовала увеличению количества светособирающих и защитных пигментов, как при опти-
мальных условиях развития, так и в условиях низкотемпературного стресса, что, предположительно, 
связано с усилением фотопротекторных функций фотосинтетического аппарата посредством меха-
низмов нефотохимического тушения флуоресценции хлорофилла.  Улучшение морфометрических и 
физиолого-биохимических характеристик биообработаных семян кукурузы имеет перспективу для 
применения ассоциативных ризосферных бактерий с целью увеличения стрессоустойчивости те-
плолюбивых культурных растений в условиях низкотемпературного воздействия.

Выводы. Предварительная обработка семян кукурузы биопрепаратом способствует увеличению 
ростовых показателей и устойчивости растений к низкотемпературному стрессу.  У опытных рас-
тений происходит увеличение количества как защитных (каротиноидов), так и светособирающих 
(хлорофиллов) пигментов, что, вероятно, связано с действием бактериальных фитогормонов, обе-
спечивающих их стрессоустойчивость.

Ключевые слова: биопрепарат, ризосферные бактерии, кукуруза, стресс, температура, устойчи-
вость, пигменты.

© Ибрагимова С. А., Астайкина В. Ф., Ревин В. В., 2018

В процессе вегетации растения подвержены 
негативному воздействию различных стрессов, 
что сопровождается снижением продуктивно-
сти за счет ингибирования роста и фотосинтеза. 
Поэтому одной из задач современного сельского 
хозяйства является повышение устойчивости рас-

тений к различным неблагоприятным факторам. 
Среди абиотических воздействий наибольшее 

значение имеет температурный стресс. Кукуруза 
относится к теплолюбивым растениям и измене-
ние температур в различных пределах является 
весьма опасным стрессовым фактором, лимити-
рующим ее продуктивность. Известно, что ре-
гуляторы роста играют важную роль в ответных 
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реакциях растений на абиотический стресс. При-
оритетным становится использование природных 
биологически активных веществ, не оказываю-
щих негативное влияние на окружающую среду. В 
этой сфере могут найти применение ризосферные 
бактерии, которые стимулируют рост растений и 
способствуют повышению иммунитета к различ-
ным внешним факторам за счет синтеза широкого 
спектра активных метаболитов. Показано также, 
что они индуцируют устойчивость растительных 
организмов к абиотическим стрессам [1, 2, 3, 4].  

Особая роль отводится ассоциативным микро-
организмам, способным синтезировать фитогор-
моны (ауксины, цитокинины и гиббереллины), 
повышать фотосинтез, обеспечивать растение 
азотом, защищать от фитопатогенов. Примером 
могут служить бактерии рода Pseudomonas и 
Azotobacter.  Наиболее широко среди ризобакте-
рий распространено продуцирование индолил-
3-уксусной кислоты (ИУК), которая иницииру-
ет удлинение корня, развитие боковых корней и 
корневых волосков, что может иметь значение 
для ускоренного роста, потребления питательных 
элементов и устойчивости растения к стрессам [5, 
6, 7].

Образование хлорофилла и каротиноидов в 
листьях растений существенно изменяется в от-
вет на воздействие внешней среды. Достаточно 
хорошо определена взаимосвязь гормональной и 
метаболической регуляции процессов фотосин-
теза и роста [8, 9, 10, 11]. Так показано, что обе-
спеченность растений азотом и микроэлементами 
во многом определяет их холодоустойчивость. 
Дефицит азота вызывает уменьшение количества 
хлорофилла и ферментов, участвующих в асси-
миляции СО2. При обработке бактериями может 
повышаться активность антиоксидантных фер-
ментов и содержание низкомолекулярных протек-
торов [12]. Цитокинины повышают содержание 
хлорофилла, ускоряя образование его предше-
ственника — протохлорофиллида. Под влия-
нием цитокининов усиливается интенсивность 
фотофосфорилирования, возрастает активность 
сопрягающего фактора (АТФ-синтетаза) в хлоро-
пластах, увеличивается содержание АТФ. Вместе 
с тем цитокинины активируют синтез ключевого 
фермента темновых реакций фотосинтеза — РДФ-
карбоксилазы. Влияние цитокининов тесно связа-
но с присутствием ауксинов, содержание которых 
под влиянием микроорганизмов у высшего расте-
ния заметно возрастает. Кроме этого ризосферные 
бактерии участвуют в деструкции растительного 

гормона старения – этилена, что дополнительно 
увеличивает устойчивость растения к стрессу [13, 
14, 15].

В лаборатории биопрепаратов НОЦ «На-
нобиотехнологии» факультета биотехнологии 
и биологии выделен и задепонирован в ВКПМ 
высокоактивный штамм бактерии Pseudomonas 
aureofaciens В-11634, способный активизировать 
развитие различных видов культурных растений, 
повышать их иммунитет и подавлять действие 
фитопатогенов [16].

Ранее нами было показано, что обработка 
семян кукурузы сорта «Краснодарский» био-
препаратом на основе Рseudomonas aureofaciens 
В-11634 способствует увеличению всхожести се-
мян и ускоренному развитию растений [17, 18]. 
Наибольший эффект может проявляться при ис-
пользовании консорциума микроорганизмов.

Цель работы: изучение роли ризосферных 
бактерий в стимуляции роста и формировании 
устойчивости растений кукурузы к низкотемпера-
турному стрессу.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве материала для исследования ис-

пользовались семена кукурузы сорта «Краснодар-
ский». Обработку семян проводили биопрепара-
том, полученном в результате культивирования 
бактерий Pseudomonas aureofaciens В-11634 и 
Azotobacter vinelandii Д-08 на мелассной среде с 
добавлением минеральных солей при 28 + 1 °С  
в течение 24 ч. Выровненные семена кукурузы в 
количестве 100 штук в течение 1 ч замачивали в 
биопрепарате (БП), разведенном водой в соотно-
шении 1 : 100 (опыт)  и водопроводной воде (кон-
троль (К)). Семена раскладывали в чашках Пе-
три на стерильную смоченную фильтровальную 
бумагу и выдерживали в течение 2 суток. Затем 
2-дневные проростки заворачивали в рулон филь-
тровальной бумаги и помещали в среду Хогланда-
Арнона. Проращивание проводили в климатиче-
ской камере MLR-351H (Sanyo) с константными 
условиями (25°С, 70% влажности, 16-ти часовой 
фотопериод освещения) в течение 5 дней. Далее 
7-дневные проростки обоих исследуемых вари-
антов переносили в условия пониженной темпе-
ратуры (12°С). Для сраванения контрольную пар-
тию семян оставляли при оптимальных условиях 
(25°С). У 11-дневных проростков измеряли длину, 
сырую массу проростка и корешка. Для опреде-
ления эффективности ростостимулирующего дей-
ствия бактерий опытные и контрольные семена 
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Влияние ризосферных бактерий

сразу после обработки подвергали низкотемпера-
турному стрессу. На 4-е и 8-е сут определяли энер-
гию прорастания и всхожесть соответственно.   

Измерения показаний оптической плотности 
(D) поглощения проводились на сканирующем 
спектрофотометре UV-mini 1240 (Shimadzu, Япо-
ния) при длинах волн 440,5 нм, 644 нм, 662 нм, 
соответствующих максимумам поглощения каро-
тиноидов, хлорофилла b, хлорофилла а в ацето-
новой вытяжке соответственно. Экстракт ацетона 
готовили следующим образом: 0,2 г растительно-
го материала растирали в 10 мл ацетона и филь-
тровали.

Исследования изменения микроокружения 
каротиноидов проводились посредством метода 
комбинационного рассеяния (КР) света. Регистра-
ция спектров КР проводилась на спектрометре 
inVia Microscope (Renishaw (UK)), интегрирован-
ном с конфокальным микроскопом Leica 3800. 
Предварительно готовили высечки из листьев и 
затем микроскопировали их с последующей реги-
страцией сигнала КР. Комбинационное рассеяние 
света инициировали лазером с длиной волны 532 
нм, мощностью 1мВт, при 5-ти секундной экс-
позиции. Рассеянный свет от образца собирался 
системой линз, пройдя через Рэлеевский фильтр 
и оптическую щель в 10 микрон, раскладывался 
в спектр посредством дифракционной решетки 
1200 штр/мм. Запись сингнала проводилась CCD- 
матрице. Регистрация и предварительная обра-
ботка спектров проводилась в пакете программ 
WIRE 3.3 (UK) и Origin 8.1 (USA). 

Исследования эффективности протекания 
фотохимических реакций проводилось с исполь-
зованием метода индукции флуоресценции хло-
рофилла. Для регистрации замедленной флуо-
ресценции хлорофилла (эффекта Каутского) был 
использован Junior РАМ-флуориметр (Heinz Walz, 
Germany). Индукционные кривые регистрирова-
ли при следующих условиях: измерительный свет 
– 40 мкмоль квантов/м-2·с-1, (450 нм), действую-
щий свет – 285 мкмоль квантов/м-2·с-1 (450 нм),  
насыщающий импульс – 1500 мкмоль квантов/м-

2·с-1 (450 нм) в течение 2 с и дальний красный свет 
- 1500 мкмоль квантов/м-2·с-1 в течение 10 с (730 
нм). Были рассчитаны квантовые выходы фото- 
(Y(II)) и нефотохимического (Y(NPQ), Y(NO)) ту-
шения флуоресценции хлорофилла [19, 20]. 

Повторность опытов 3-х кратная, в каждом 
опыте 5 биологических повторностей. В таблицах 
и графиках приведены средние значения для каж-
дого опыта со стандартными ошибками. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Качество семян определяется их энергией 

прорастания и всхожестью, которые могут увели-
чиваться или снижаться при воздействии различ-
ных факторов. Результаты опыта показали, что 
понижение температуры отрицательно влияет на 
прорасание семян кукурузы. Значения всхожести 
в условиях пониженной температуры снизились 
относительно контрольных на 17% с биообра-
боткой и на 27% без обработки биопрепаратом. 
Снижение температуры задерживает в основном 
развитие корешков. Однако при этом в опытном 
варианте наблюдалось лучшее развитие ростовой 
трубки, корневых волосков и утолщение кореш-
ков, что обусловлено положительным влиянием 
бактериальных метаболитов [21].

У 11-дневных проростков, выращенных в сре-
де Хогланда-Арнона,  при воздействии понижен-
ной температуры наблюдали изменения ростовых 
показателей (Табл. 1). При сравнении двух вари-
антов контрольных растений показано, что при 
снижении температуры рост листьев и корней 
замедляется на 20% и  9% соответственно. Обра-
ботка семян биопрепаратом позволила повысить 
устойчивость растений к низкотемпературному 
стрессу. Длина листа при этом снизилась лишь 
на 8%, в то время как длина корня увеличилась 
на 18% относительно контроля при оптимальном 
температурном режиме. 

Так как в регуляции роста и развития участву-
ют фитогормоны, то, возможно, при гипотермии 
происходит снижение их синтеза или перераспре-
деление в органах растения. При понижении тем-
пературы соотношение побега и корня снижалось 
относительно контроля, что указывает на посту-
пление питательных веществ, преимущественно 
в корень. Причем этот эффект усиливался при 
биообработке семян, что обусловлено способно-
стью ризосферных бактерий интенсифицировать 
ответные реакции растительных организмов на 
абиотические стрессы [1, 3]. В опытном варианте 
наблюдалось формирование мощной разветвлен-
ной корневой системы с множеством дополни-

Таблица 1.
Морфометрические показатели растений кукурузы 

сорта «Краснодарский» на 11-е сутки роста

Показатели Вариант опыта
К 25°С К 12°С БП 12°С

Длина листа, мм 250±20 200±20 230±20
Длина корня, мм 110±10 100±10 130±10
Соотношение побег 
/ корень 2.27 2.00 1.77

Сырая масса листа, г 1.43±0.02 1.06±0.04 1.54±0.02
Сырая масса корня, г 0.88±0.02 0.78±0.01 1.21±0.03
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тельных боковых корней и корневых волосков, 
что обусловлено способностью ризосферных 
бактерий синтезировать индолил-3-уксусную 
кислоту (Рис. 1).

В условиях стресса у контрольных расте-
ний (К 12°С) отмечено снижение сырой массы 
листьев на 26%, а корней – на 13%. В варианте 
с бактериальной обработкой (БП 12°С) значения 
сырой массы листьев превысили контрольные по-
казатели оптимального варианта (БП 25°С) на 8% 
(за счет увеличения ширины листовой пластин-
ки), а корней – на 37.5% (за счет развития боковых 
корешков). 

Таким образом, при обработке семян кукурузы 
сорта «Краснодарский» биопрепаратом, содержа-
щим ризосферные бактерии, интенсифицируется 
развитие корневой системы и повышается устой-
чивость проростков к низкой температуре. 

Фотосинтетический аппарат растений явля-
ется одним из наиболее чувствительных к абио-
тическому стрессу клеточных систем. Для опре-
деления влияния бактериальной обработки на 
растения кукурузы в условиях пониженной тем-
пературы, кроме морфометрических параметров 
были изучены количественный и качественный 
(изменение микроокружения каротиноидов) пиг-
ментный состав, а также эффективность протека-
ния фотохимических реакций. 

Экспериментально было установлено, что 
обработка семян биопрепаратом приводит к уве-
личению концентрации как светособирающих 
(хлорофиллов а, b), так и защитных (каротинои-
дов) пигментов в листьях растений. В условиях 
нормальной температуры у опытных растений 
концентрация хлорофилла (а+b) увеличивается в 
среднем на 13%, а в условиях холодового стресса 
– на 10% относительно контрольных. Обработка 

Рис. 1. Корневая система проростков кукурузы, выращенных:   а – при оптимальной температуре; 
б – при пониженной температуре

биопрепаратом способствовала увеличению кон-
центрации каротиноидов у проростков в условиях 
холодового стресса на 14.5% (Рис.2). 

Эффект увеличения концентрации светособи-
рающих и защитных пигментов можно объяснить 
воздействием бактериальных фитогормонов, сти-
мулирующих рост и развитие растения в целом. 
Оба эти процесса в свою очередь невозможны 
без потребления энергии, запасаемой при фото-
синтезе в форме АТФ и НАДФН+. Вероятность 
этого процесса увеличивается при повышении 
концентрации светособирающих пигментов. 
Практически пропорционально увеличивающу-
юся концентрацию каротиноидов при холодовом 
стрессе в сравнении с контролем можно объяс-
нить усилением защиты фотосинтетического ап-
парата против АФК [22, 23], образующихся при 
реакции молекулярного кислорода и триплетных 
форм хлорофилла [24], содержание которого так-
же увеличилось (1,2):
1Chl + hv→1Chl*→3Chl*→3Car*→тепло ( 1 )
1Chl + hv→1Chl*→3Chl* →1O2 →фотооксидатив-
ное разрушение    ( 2 )

Известно, что каротиноиды играют роль фото-
протекторов внутри фотосинтетического аппара-
та хлоропластов, диссипируя излишнюю энергию 
в тепло и инактивируя АФК, будучи связанными 
как с белками фотосистем, так и находясь в тила-
коидных мембранах [22]. Непосредственно в ци-
топлазме растительной клетки каротиноиды мо-
гут экранировать солнечную энергию, находясь 
в основном  в виде липидных пластоглобул [25], 
которые также имеют место и в хлоропластах. 
Для выяснения возможных молекулярных транс-
формаций каротиноидов были исследованы спек-
тры КР. Идентифицированы следующие полосы 
валентных колебаний, которые соответствуют 
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Рис. 2. Изменение концентрации пигментов в 
листьях  кукурузы

В ходе проведенного исследования нами было 
установлено отсутствие достоверных изменений 
делокализации π-электронов в системе конъюги-
рованных двойных связей (I1521/I1160), количества 
каротиноидов, связанных с белком (I960/I1003), вы-
раженности валентных колебаний метильных 

Рис. 3. Спектры КР каротиноидов из листьев 
кукурузы в условиях нормальных и пониженных 
температур

Рис. 4. Изменение соотношения амплитуд по-
лос спектра КР каротиноидов из листьев кукуру-
зы при различном температурном режиме

каротиноидам: около 1523 см-1 – валентные коле-
бания С=С связей, около 1153 см-1 – валентные ко-
лебания С-С связей, около 1003 см-1 – валентные 
колебания С-СН3 и около 960 см-1 – характеризует 
внеплоскостные колебания С-Н около С-С связи 
(Рис. 3). Увеличение интенсивности последной 
полосы наблюдается при нарушении плоской 
конфигурации молекулы, обычно это связано с 
увеличением количества каротиноид-белковых 
комплексов и/или  увеличении прочности связи 
пигмента с белком [26, 27].

групп (I1003/I1156) (Рис. 4). Однако можно отметить 
тенденцию к увеличению количества каротин-
связанного белка у обоих вариантов в условиях 
холодового стресса в сравнении с контрольными 
растениями. В том случае если бы различия были 
достоверными, то можно было бы выдвигать 
предположение о том, что при понижении темпе-
ратуры происходит увеличение количества каро-
тинсвязанного белка в фотосинтентическом аппа-
рате (ФСА), что явилось бы одним из механизмов 
его защиты в ответ на стресс.

В связи с тем, что концентрация светособира-
ющих пигментов в листьях растений увеличена, 
важным являлось установить, способствует ли 
это более эффективной работе ФСА. В следующей 
серии экспериментов устанавливалось эффектив-
ность использования квантов света фотосисте-
мой 2. Из индукционных кривых были рассчита-
ны квантовые выходы фото- и нефотохимического 
тушения флуоресценции хлорофилла (ФХ). 

Согласно рисунку 5 при помещении растений 
кукурузы в условия низкотемпературного стресса 
происходит увеличение квантового выхода фотохи-
мического тушения ФХ (Y(II)) у биообработанных 
растений на 21.7%, а у необработанных на 31.1% 
относительно контрольных, выдерженных при оп-
тимальной температуре. Вероятно, при снижении 
температуры окружающей среды происходит уси-
ленный синтез органического вещества необходи-
мого для поддержания метаболических процессов 
на высоком уровне, что обуславливает возможность 
адаптации растений к стрессовым условиям.

Влияние ризосферных бактерий
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Высокий показатель несветиндуцированного 
нефотохимического тушения ФХ (Y(NO)) в кон-
трольных образцах биообработанных растений 
кукурузы (БП-25°С), может быть обусловлен тем, 
что у них в вакуолях, цитоплазме и пластоглобу-
лах содержится большое количество экранирую-
щих пигментов (в т. ч. и каротиноидов), которые 
отражают избыточный свет, предотвращая его 
доступ к реакционным центрам фотосистем 1 и 2.  

Достоверное увеличение ΔрН-зависимого не-
фотохимического тушения ФХ (Y(NPQ)) на 43.9% 
в опытном варианте растений кукурузы в условия 
пониженной  температуры, может объясняться 
накоплением каротиноидов в ФСА, которые так-
же способствуют отведению излишней энергии 
возбуждения от хлорофилла реакционного цен-
тра, нейтрализации АФК.

Согласно вышеописанным данным, можно за-
ключить, что ризосферные бактерии в условиях 
низкотемпературного стресса, обогащая растения 
кукурузы фитогормонами (ИУК, цитокинины и 
др.) способствуют накоплению в клетках кароти-
ноидов, которые в свою очередь защищают ФСА 
от АФК, посредством отведения от него избыточ-
ной энергии с использованием механизмов ΔрН-
зависимого нефотохимического тушения ФХ. 

Таким образом, регулируя баланс энергии меж-
ду фотохимическими и нефотохимическими про-
цессами, листья растений кукурузы успешно при-
спосабливаются к изменяющимся условиям среды.

Улучшение морфометрических и физиолого-
биохимических характеристик при биообработке 
семян кукурузы делает перспективным использо-
вание ассоциативных ризосферных бактерий для 
увеличения роста и стрессоустойчивости растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Резюмируя вышеописанные данные физиоло-

го-биохимического состояния растений кукурузы 
сорта «Краснодарский» в условиях холодового 
стресса можно заключить:

1. У растений, семена которых были обрабо-
танны биопрепаратом, происходит увеличение 
количества как защитных (каротиноидов), так и 
светособирающих (хлорофиллов) пигментов, что, 
вероятно, связано с действием бактериальных фи-
тогормонов, обеспечивающих их стрессоустойчи-
вость.

2. Выявлено достоверное отсутствие связи меж-
ду увеличенной концентрацией каротиноидов и их 
возможными молекулярными транформациями.

3. Увеличение концентрации светособираю-
щих пигментов в условиях холодового стресса 
не связано с увеличением эффективности работы 
ФСА. 

4. Установлено, что предварительная обработ-
ка семян биопрепаратом на основе ризосферных 
бактерий снижает отрицательное воздействие 
пониженной температуры на прорастание семян 
и развитие проростков кукурузы сорта «Красно-
дарский» и способствует увеличению их стрессо-
устойчивости.
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INFLUENCE OF RHIZOSPHERE BACTERIA ON THE 
GROWTH AND RESISTANCE OF CORN PLANTS IN THE 

CONDITIONS OF LOW TEMPERATURE STRESS
S. A. Ibragimova,  V. F. Astaykina, V. V. Revin 

National Research Mordovia State University 

Abstract. During the growing season the plants are subject to the adverse effects of various stresses, 
which is accompanied by a decrease in productivity due to the inhibition of growth and photosynthesis. 
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Corn plants belongs to the heat-loving plants and the temperature change in a variety of limits is very 
dangerous stress factor limiting its productivity.

Purpose. Study of the role of rhizosphere bacteria in stimulating of growth and formation of corn plants 
resistance to low-temperature stress.

Methods. In study, the growth parameters of corn seeds and seedlings of variety "Krasnodarsky", the 
concentration of pigments (chlorophylls and carotenoids), the efficiency of photochemical reactions by the 
induction of fluorescence of chlorophyll, changes in the microenvironment of carotenoids by the Raman 
scattering method were determined.

Results. Preliminary treatment of seeds with a biopreparation based on bacteria Pseudomonas 
aureofaciens B-11634 and Azotobacter vinelandii D-08 reduces the negative effect of low temperature on 
the development of corn seeds (the germination energy in the experiment is 10% higher relative to control) 
and promotes an increase in plant resistance to low-temperature stress (12 ° C).

The length of the plants leaf pretreated by biopreparation decreased only 8%, while the root length 
increased by 18% relative to control at optimum temperature conditions. Presowing treatment of seed 
by biopreparation increase the number of light-harvesting pigments and protective as under optimal 
conditions of development and in low-temperature stress conditions, which presumably due to increased 
photoprotective function of the photosynthetic apparatus by non-photochemical quenching of chlorophyll 
fluorescence. The improvement of the morphometric and physiological and biochemical characteristics of 
bioprocessed corn seeds has the prospect of using associative rhizosphere bacteria in order to increase the 
stress-resistance of heat-loving crop plants under low-temperature stress conditions. 

Conclusions. Preliminary treatment of corn seeds with a biopreparation promotes an increase in growth 
indices and plant resistance to low-temperature stress. In experimental plants increased the amount of both 
protective (carotenoids) and light-harvesting (chlorophylls) pigments, which is probably due to the action 
of bacterial phytohormones that ensure of corn plants stress resistance.

Keywords: biopreparation, rhizosphere bacteria, corn, stress, temperature, resistance, pigments.
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