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Для эпифитных и эндофитных ризобактерий, стимулирующих рост растений, формирование био-
пленок имеет равноценное адаптационное значение в связи с их первичной локализацией на по-
верхности растительной корневой системы. Азотфиксирующие штаммы Azospirillum brasilense в
жидких средах в условиях лимита по азоту переходят преимущественно к биопленочному существо-
ванию. Впервые выявлены общие черты ультраструктуры клеток в составе биопленок вида A. brasi-
lense и охарактеризованa их устойчивость к высушиванию и окислительному стрессу. Обнаружены
нескольких типов одиночных и неразделившихся клеток, цистоподобные формы с выраженным
морфологическим разнообразием у штаммов Sp7, Cd и Sp245. Устойчивость биопленочной популя-
ции этих бактерий к высушиванию и окислительному стрессу выше, чем у планктонных азоспи-
рилл. После 4 мес. хранения сухих биопленок Sp245, Sp7 и Cd, сформированных на среде без азота,
покоящиеся формы остаются жизнеспособными, а в случае биопленок, сформированных в присут-
ствии азота, – после 4, 3 и 2 мес. соответственно штамму. В случае биопленок величина МИК H2O2
составляет 1.0% для штаммов Sp7, Cd и 0.1% для Sp245. Покоящиеся формы, как и биопленки штам-
ма Sp245, более чувствительны к негативному воздействию H2O2, чем у штаммов Sp7 и Cd. Впервые
в биопленках азоспирилл выявлена пероксидазная активность.
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Azospirillum brasilense – почвенные бактерии,
вступающие в продуктивные ассоциативные от-
ношения с разнообразными культурными расте-
ниями (Bashan, de-Bashan, 2010). Азоспириллы
способны обеспечить растения фиксированным
азотом, синтезировать фитогормоны, улучшать
минеральное питание растений, повышать их
устойчивость к тяжелым металлам, контролиро-
вать фитопатогены и нейтрализовать токсические
вещества (Bashan, de-Bashan, 2010; Fibach-Paldi
et al., 2012). Перечисленные свойства делают эти
бактерии привлекательными для включения в со-
став биоудобрений, использование которых пер-
спективно в практике аграрных биотехнологий.
Определенное значение для успешного функцио-
нирования растительно-микробной ассоциации
может иметь способность азоспирилл формиро-
вать биопленки на поверхности подземных орга-
нов растения-хозяина, что способствует не толь-
ко адаптации микроорганизмов к существованию

в динамичной почвенной среде, но и приносит
пользу растению (Fibach-Paldi et al., 2012; Bogino
et al., 2013). Бактериальные биопленки являются
пространственно и метаболически структуриро-
ванными сообществами заключенных в матрикс
микроорганизмов (Flemming, Wingender, 2010).
Матрикс биопленок, помимо структурного кар-
каса, является резервуаром ростовых факторов,
ферментов и питательных веществ, играет защит-
ную роль. Он представляет собой сильно гидрати-
рованную структуру, медленно высыхает, чем
предохраняет микроорганизмы от изменений
водного потенциала. Структурной основой вне-
клеточного матрикса биопленок является смесь
экзополисахаридов, белков и нуклеиновых кис-
лот. Жгутики и пили бактерий также интегриро-
ваны в матрикс и поддерживают его архитектуру.
Так, сохранение полярного жгутика клетками
штамма A. brasilense Sp245, интегрированными в
зрелую биопленку, способствует поддержанию ее
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целостности в условиях гидродинамического
сдвига (Shelud’ko et al., 2019). Разнообразие
структурных компонентов матрикса биопленок
сопоставимо с количеством видов бактерий, об-
разующих биопленки (Flemming, Wingender, 2010;
Bogino et al., 2013). Бактериальные клетки в
биопленках также характеризуются морфологиче-
ским и функциональным разнообразием (Hunter,
Beveridge, 2005). Исследованы состав, структура и
функции основных биополимеров матрикса
биопленок азоспирилл, обеспечивающих фикса-
цию зрелых пленок на твердой поверхности и вы-
полняющих каркасную функцию, способствую-
щих созданию в биопленках условий для фикса-
ции азота (Ramírez-Mata et al., 2016; Wang et al.,
2017; Шелудько и соавт., 2018; Shelud’ko et al.,
2019). Морфологический и функциональный по-
лиморфизм клеточных форм в биопленках азо-
спирилл практически не охарактеризован, хотя
типичен для вегетативных клеток этих бактерий,
выросших в жидких или на плотных средах (Dö-
bereiner, Day, 1976; Eskew et al., 1977; Tarrand et al.,
1978; Sadasivan, Neyra, 1987). Так, покоящиеся
формы повышают устойчивость бактериальной
популяции к таким негативным воздействиям,
как нагревание и высушивание, окислительный
стресс и др., в том числе, и в случае азоспирилл
(Pope, Wyss, 1970; Eskew et al., 1977; Sadasivan, Ney-
ra, 1987). Почвенные микроорганизмы, инфици-
рующие/заселяющие корневую систему, сталки-
ваются с окислительным стрессом, обусловлен-
ным продукцией растениями активных форм
кислорода, в частности, H2O2 (Васильева и соавт.,
2007; Прадедова и соавт., 2011). Таким образом, ха-
рактеристика клеточных форм в биопленках необ-
ходима для понимания механизмов формирования
и функционирования бактериальных биопленок,
их устойчивости к внешним воздействиям, подбора
способов управления данными процессами в эко-
логических и биотехнологических целях. Анализ
устойчивости биопленок к негативному влиянию
перекиси водорода также интересен для осмысле-
ния их роли в адаптации азоспирилл к существо-
ванию не только в динамичной почвенной среде,
но и в ассоциации с растениями.

Объектом нашего исследования стали штаммы
Sp7, Cd и Sp245, являющиеся модельными в ис-
следованиях способов и механизмов адаптации
бактерий A. brasilense к жизнедеятельности в раз-
личных условиях существования, в том числе, и в
ассоциации с растениями (Eskew et al., 1977; Tar-
rand et al., 1978; Baldani et al., 1983; Schloter et al.,
1998; Shelud’ko et al., 2009; Bashan, de-Bashan,
2010; Петрова и соавт., 2010; Шелудько и соавт.,
2010; Fibach-Paldi et al., 2012; Шелудько и соавт.,
2015; Tugarova et al., 2017; Wang et al., 2017;
Shelud’ko et al., 2019). Все использованные в рабо-
те штаммы фиксируют атмосферный азот (при
отсутствии его связанных форм в среде инкуба-

ции), синтезируют фитогормоны, формируют
биопленки на корнях растений, абиотических по-
верхностях и на разделе фаз жидкость/воздух
(Петрова и соавт., 2010; Шелудько и соавт., 2010,
2015; Tugarova et al., 2017; Wang et al., 2017;
Shelud’ko et al., 2019). Штамм Sp245 способен
проникать внутрь корней и заселять межклетни-
ки проводящей системы и корневые волоски
пшеницы (Schloter et al., 1998); выделение штам-
ма Cd из стерилизованных с поверхностей корней
свинороя пальчатого (Cynodon dactylon) (Eskew et
al., 1977) также предполагает способность этой
бактерии к проникновению в корневую систему
растения-партнера.

Цель данной работы – исследовать полимор-
физм клеточных форм в биопленках A. brasilense
Sp7, Cd и Sp245 и охарактеризовать покоящиеся
формы. В задачи исследования входил анализ
ультраструктуры биопленок, сформированных на
средах со связанным азотом и без него (условия,
способствующие фиксации азоспириллами атмо-
сферного азота), характеристика устойчивости
биопленочных популяций к высушиванию и
окислительному стрессу.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Штаммы бактерий и питательные среды. В ра-

боте использовали штаммы A. brasilense: Sp7, вы-
деленный в Бразилии из ризосферы росички ле-
жачей (Digitaria decumbens) (Tarrand et al., 1978),
Cd, выделенный в США из корней cвинороя
пальчатого (Cynodon dactylon) после инокуляции
Sp7 (Eskew et al., 1977), и Sp245, выделенный в
Бразилии из корней пшеницы (Triticum aestivum)
(Baldani et al., 1983). Бактерии культивировали
при 30°C на малатно-солевой среде (МСС) (Dö-
bereiner, Day, 1976) с 1 г/л NH4Cl. При необходи-
мости в среду добавляли агар (до 1.8% или 0.3%)
или исключали из нее NH4Cl.

Определение скорости роста планктонных куль-
тур, подвижности и агрегации бактерий в условиях
аэрации. Ночные (18 ч) культуры бактерий разво-
дили до значений ОП590 = 0.05–0.10 (l = 0.5 см) в
100 мл стерильной МСС с NH4Cl, разлитой в ко-
нические колбы объемом 250 мл. Для создания
условий интенсивной аэрации колбы помещали
на горизонтальную платформу шейкера-инкуба-
тора Excella E24 (“New Brunswick Scientific”,
США) и инкубировали при 140 об./мин и темпе-
ратуре 30°С. Каждые 2 ч измеряли оптическую
плотность бактериальной культуры при ОП590 (l =
= 0.5 см).

В процессе культивирования планктонные
культуры отбирали и использовали для определе-
ния степени агрегации клеток (Madi, Henis, 1989).
Жидкие культуры отстаивали 30 мин, осторожно
декантировали надосадочную среду, а из осевших
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клеточных агрегатов готовили взвесь в 50 мМ
фосфатном буфере (ФБ; pH 7.0). После отстаива-
ния полученной взвеси в течение 2 ч измеряли
ОП590 надосадочной жидкости; затем бактерии дис-
пергировали 2 мин на магнитной мешалке и опять
определяли оптическую плотность взвеси. Для
оценки процента агрегации клеток использовали
формулу: А = {[(ОП590)2 – (ОП590)1]/(ОП590)1]} ×
× 100%, где (ОП590)1 – оптическая плотность на-
досадочной жидкости после оседания агрегатов, а
(ОП590)2 – оптическая плотность взвеси, полу-
ченной после диспергирования осевших агрега-
тов бактерий.

Для изучения бактериальной подвижности 24-ч
планктонные культуры разводили до ОП590 = 0.2–
0.3 (l = 0.5 см), готовили препарат “висячая” капля.
Предметные стекла просматривали в просвечиваю-
щий микроскоп JENAVAL (“Carl Zeiss Jena”, Герма-
ния) (техника фазово-контрастной микроскопии),
используя объектив с широким охватом поля зре-
ния. Во время наблюдений вели видеозапись с
помощью видеокамеры DCR-TRV900E (“SONY”,
Япония). Оценивали подвижность всех клеток в
поле зрения микроскопа. Анализ видеоизображе-
ния выполняли с помощью компьютерной про-
граммы, разработанной в ИБФРМ РАН (Schelud’ko
et al., 2009).

Анализ роста в статичных условиях планктон-
ных культур, процесса формирования и микро-
структуры биопленок азоспирилл. 24-ч культуры
азоспирилл из жидкой МСС с азотом, выросшие
в условиях аэрации, отмывали 50 мМ ФБ (pH 7.0),
разводили свежей МСС с азотом или без него до
значений ОП590 = 0.05–0.10 (l = 0.5 см), вносили в
стеклянные пробирки (по 2 мл) и полистирольные
чашки Петри (по 3 мл), на дне которых находились
стеклянные покровные стекла для микроскопии, и
инкубировали в течение 6 сут при 30°С в стацио-
нарных условиях. У азоспирилл к 6 сут инкубации
стабилизируется относительное количество био-
массы биопленок и завершается процесс их форми-
рования на поверхности стекол (зрелые биоплен-
ки), находящихся в жидкой среде (Шелудько и со-
авт., 2015). Покровные стекла с образовавшимися
на них биопленками использовали для анализа
микроструктуры биопленок методами световой
микроскопии.

Для оценки относительного количества био-
массы в зрелых биопленках их окрашивали кри-
сталлическим фиолетовым (O’Toole, Kolter,
1998). Перед окрашиванием биопленок из проби-
рок отбирали планктонные бактерии, которые
использовали для определения оптической плот-
ности (ОП590; l = 0.5 см) жидких культур, окружа-
ющих биопленки. К осторожно промытым ди-
стиллированной водой биопленкам (в процессе
промывания удаляли остатки планктонной куль-
туры и незакрепленные на поверхности стекла

фрагменты пленок, сформированных азоспирил-
лами на разделе жидкая МСС/воздух, добавляли
2 мл 1% водного раствора кристаллического фио-
летового, инкубировали при комнатной темпера-
туре 10 мин и, после удаления раствора, опять
промывали водой. Связавшийся с биомассой
биопленок краситель растворяли в 2 мл этанола и
измеряли оптическую плотность полученного
раствора при длине волны 590 нм на фотоколори-
метре КФК-2 (“Загорский оптико-механический
завод”, Россия). В качестве контроля окрашивали
пробирки, которые инкубировали 6 сут со сте-
рильной средой. В контроле ОП590 (l = 0.5 см) де-
сорбированного красителя не превышала 0.04 ед.
Контрольные значения ОП590 (l = 0.5 см) вычита-
ли из результатов окрашивания биомассы био-
пленок.

В ряде экспериментов биопленки промывали,
смывали, суспендировали в 50 мМ ФБ (pH 7.0) и
наносили флотацией на сетки с формваровой
подложкой (аналогичным образом наносили клет-
ки из планктонной культуры). Сетки с нанесенны-
ми препаратами высушивали и использовали для
анализа с применением просвечивающей элек-
тронной микроскопии.

Фазово-контрастную, флуоресцентную и про-
свечивающую электронную микроскопию
биопленок, суспензий смытых биопленок и от-
дельных клеток из планктонных культур выпол-
няли на приборах, находящихся в ЦКП “Симби-
оз” ИБФРМ РАН (г. Саратов, Россия): Leica
DM6000 B (“Leica-Microsystems”, Германия) и Li-
bra 120 (“Carl Zeiss”, Германия).

Приготовление ультратонких срезов. Зрелые
биопленки промывали и осторожно смывали ас-
пирацией 50 мМ ФБ (pH 7.0), смывы, содержащие
фрагменты пленок, осаждали центрифугировани-
ем в течение 15 мин при 6000 об/мин. Также оса-
ждали 24-ч планктонные культуры из жидкой
МСС с азотом, выросшие в условиях аэрации.
Осадки биопленок или планктонных клеток фик-
сировали в 2.5%-ном растворе глутарового альде-
гида в 0.1 М какодилатном буфере (КБ; pH 7.2)
12 ч при 4°С, затем трижды отмывали 0.1 М КБ
(pH 7.2) и фиксировали 1%-ным раствором OsO4
в том же буфере 4 ч при 20°С, проводили дегидра-
тацию последовательно в спиртах (от 30 до 100%),
в ацетоне и окиси пропилена. Обезвоженный ма-
териал заключали в эпоксидную смолу Epon 812.
Срезы получали на ультратоме, переносили на се-
точки и при необходимости контрастировали в
3% растворе уранилацетата в 70% спирте. Ультра-
тонкие срезы просматривали в просвечивающем
электронном микроскопе Libra 120 (“Carl Zeiss”,
Германия) при ускоряющем напряжении 120 кВ.

Определение численности жизнеспособных
форм в биопленках и их устойчивости к высушива-
нию. После удаления планктонных культур зре-
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лые биопленки осторожно промывали 50 мМ ФБ
(pH 7.0). Промытые пробирки использовали для
определения количества колониеобразующих еди-
ниц (КОЕ) в нативных (не подвергавшихся ка-
ким-либо воздействиям) и сухих биопленках. В
последнем случае промытые биопленки сушили
при 30°С и хранили при 37°С (Sadasivan et al.,
1987; Malinich, Bauer, 2018). Для определения
КОЕ в пробирки с биопленками вносили 2 мл
50 мМ ФБ (pH 7.0), инкубировали 1 ч и смывали
биомассу. Биомассу ресуспендировали и в тече-
ние 1 мин диспергировали на встряхивателе Vor-
tex. Из полученной суспензии серию разведений
по 100 мкл высевали на плотную МСС с азотом.
Результаты с учетом разведения пересчитывали
на 2 мл, что соответствует смыву 1 биопленки.
Для контроля эффективности смывания биомас-
сы биопленок пробирки после удаления пленок
окрашивали кристаллическим фиолетовым (см.
выше) и сравнивали с результатами окрашивания
пробирок, которые инкубировали 6 сут со сте-
рильной средой (контроль). Результаты окраши-
вания поверхности стекла после смывания пле-
нок не отличались от контрольных значений и не
превышали 0.04 ед. ОП590 (l = 0.5 см).

Для определения продолжительности сохра-
нения жизнеспособности покоящихся форм про-
бирки с сухими биопленками, хранившиеся бо-
лее 7 сут, каждые 15 дней заполняли полужидкой
МСС (с 0.3% агара) без источника связанного
азота и инкубировали. Данные условия культиви-
рования способствуют прорастанию цистоподоб-
ных форм азоспирилл (Sadasivan et al., 1987). Че-
рез 24–48 ч инкубации в полужидкой среде жиз-
неспособные особи делятся и, перемещаясь в
агаре, формируют полосу, сосредоточенную у по-
верхности полужидкого агара. Пробирки, в кото-
рых отсутствовал рост, продолжали инкубировать
до 7 сут. Затем полужидкую среду из пробирок, в
которых отсутствовал видимый рост, высевали на
плотные среды. Отсутствие роста и в этом случае
свидетельствует о гибели популяции.

Определение каталазной, пероксидазной актив-
ностей биомассы биопленок и анализ влияния пере-
киси водорода на жизнеспособность азоспирилл.
Зрелые биопленки после удаления планктонных
клеток осторожно промывали 50 мМ ФБ (pH 7.0).
Буфер удаляли. Для оценки активности перокси-
дазы в пробирки вносили 1 мл раствора 0.03%
о-фенилендиамина и 0.02% перекиси водорода в
0.1 М натрий-цитратном буфере (рН 4.5), инку-
бировали 10 мин и добавляли 2 мл 1 н H2SO4 для
остановки реакции. В контрольных пробах к
биопленкам добавляли о-фенилендиамин без пе-
рекиси водорода. Измерение оптической плотности
(ОП490) исследуемых проб проводили на фото-
метре Multiskan Ascent (“ThermoLabsystems”,
Финляндия) в ЦКП “Симбиоз” ИБФРМ РАН

(г. Саратов, Россия). ОП490 контрольных проб
(биопленки + о-фенилендиамин) вычитали из
ОП490 образцов, в которых присутствовала пере-
кись водорода (биопленки + о-фенилендиамин +
+ H2O2). О характерной для азоспирилл каталазной
активности судили по образованию пены после до-
бавления к нативным биопленкам 1 или 2%-го рас-
твора H2O2 (Tarrand et al., 1978; Методы общей
бактериологии, 1983).

Для определения влияния H2O2 на жизнеспо-
собность азоспирилл 24 ч планктонные культуры,
выросшие в условиях перемешивания, или зре-
лые биопленки инкубировали 18 ч с раствором
H2O2 (0.001, 0.01, 0.1 и 1%) в 50 мМ ФБ (pH 7.0).
Пробирки с биопленками предварительно осто-
рожно промывали этим же буфером, а затем по-
сле его удаления вносили 2.5 мл раствора H2O2. В
случае планктонных бактерий 2 мл жидких куль-
тур, разведенных до ОП590 = 0.3–0.4 (l = 0.5 см)
(содержат (5.5 ± 0.5) × 109/мл жизнеспособных
особей), осаждали и ресуспендировали в 2.5 мл
раствора H2O2. После 18 ч инкубации удаляли
H2O2 из пробирок с биопленками, в случае планк-
тонных культур клетки собирали центрифугиро-
ванием. В пробирки с биопленками вносили
2.5 мл полужидкой МСС (0.3% агара) без азота.
Осадок планктонных клеток вносили в стериль-
ные пробирки с аналогичной средой. Через 24–48 ч
инкубации фиксировали наличие роста под по-
верхностью агара. Отсутствие роста свидетель-
ствует о гибели популяции.

Статистическая обработка результатов. Во всех
случаях количественных измерений проводили
не менее трех независимых экспериментов как
минимум в двух повторностях. Оценку биомассы
биопленок каждого штамма выполняли не менее
шести раз. Каждый раз окрашивали биопленки,
сформированные в пяти стеклянных пробирках.
Результаты обрабатывали с использованием паке-
та Microsoft Office Excel 2010; доверительные ин-
тервалы определяли для 95% уровня значимости.
Для выявления статистически значимых различий
между средними значениями использовали одно-
факторный дисперсионный анализ (ANOVA) при
уровне значимости 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование формирования биопленок. Срав-

нение роста штаммов A. brasilense Sp7, Cd и Sp245
в жидких средах показывает, что при интенсив-
ном перемешивании их планктонные культуры
после 24 ч инкубации находятся в стационарной
фазе роста. Клетки из этих культур несут длин-
ный жгутик, располагающийся на одном из по-
люсов клетки, при помощи которого бактерии
плавают прямолинейно со случайным изменени-
ем направления движения. В случае Sp7, Cd или
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Sp245 соответственно, (85.5 ± 2.2), (87.3 ± 2.6) или
(85.8 ± 3.8)% бактерий в культуре подвижны. Сте-
пень агрегации клеток планктонных культур
Sp245 может достигать (42.4 ± 7.2)%, что превы-
шает отмеченную у Sp7 или Cd. У Sp7 и Cd агрега-
ция клеток достигает (21.6 ± 3.5)% и (17.7 ± 3.2)%
соответственно. Таким образом, бактерии из
планктонных культур штаммов Sp7, Cd и
Sp245 существенно различаются свойствами кле-
точной поверхности, опосредующими клеточную
агрегацию.

Охарактеризованные выше 24-ч планктонные
культуры инокулировали в МСС с азотом или без
него и инкубировали статично в стеклянных про-
бирках. Процесс формирования биопленок иссле-
дованными штаммами на поверхности раздела
жидкой (МСС) и твердой (гидрофильная поверх-
ность стекла) фаз включает последовательно ад-
сорбцию и адгезию клеток (2–3 сут), прирост и
стабилизацию биомассы биопленки (с 5 и 6 сут;
зрелые биопленки). В первые сутки инкубации
бактерии формируют тонкие пленки, при микро-
скопии которых просматриваются разрозненные
клеточные агрегаты (микроколонии), легко смы-
ваемые при аспирации водой. С 3-х сут инкуба-
ции микроколонии сливаются в биопленку с бо-
лее ровной поверхностью. Стоит отметить, что
начиная со вторых суток инкубации, азоспирил-
лы колонизируют не только твердую поверх-
ность, но и образуют биопленку на разделе воз-
дух/жидкость, которая с течением времени может
оседать под толщу жидкости (на дно пробирки).

На среде с азотом количество биомассы зре-
лых пленок Sp7 и Sp245 не различается, а в случае
Cd превышает показатели этих штаммов (табл. 1,
столбцы б). Отсутствие азота в среде культивиро-

вания стимулирует накопление биомассы у Sp7 и
Cd, но не влияет на биомассу биопленок Sp245
(табл. 1, столбцы б). Зрелые биопленки Sp7, Sp245
и Cd содержат примерно одинаковое количество
жизнеспособных бактерий. В смывах из проби-
рок с биопленками число КОЕ варьирует в преде-
лах порядка 1010 (КОЕ в биопленке, сформиро-
ванной в 1 пробирке), независимо от количества
биомассы биопленок и/или наличия источника
связанного азота в среде (табл. 1, столбцы б, в).

Оптическая плотность планктонных культур,
выросших параллельно с биопленками на среде
без источника связанного азота, уступает данно-
му показателю культур со среды с азотом у всех
исследованных штаммов (табл. 1, столбцы а). В
свою очередь, биомасса биопленок либо возрас-
тает (у Sp7 и Cd), либо остается неизменной (у
Sp245). Таким образом, наблюдаемые тенденции
влияния азота на показатели, характеризующие
интенсивность роста планктонных культур и фор-
мирования биопленок, свидетельствуют о том, что
все исследованные штаммы, контактирующие с
гидрофильной поверхностью, в условиях лимита
по азоту переходят преимущественно к биопле-
ночному существованию (табл. 1, столбцы а, б).

Анализ ультраструктуры клеток в составе био-
пленок. Анализ ультраструктуры планктонных
клеток штаммов Sp7, Cd и Sp245 из 24-ч жидких
культур, выросших при перемешивании в МСС с
азотом, показывает, что “вегетативные клетки”
(“В-клетки”) являются вибрионами (рис. 1а, 1б;
3а; 4а) с минимальным количеством включений,
которые, как сообщается, могут являться грану-
лами полигидроксибутирата (ПГБ) (Berg et al.,
1980). Тонкий слой капсулы тесно связан с липо-
полисахаридом наружной мембраны клеток

Таблица 1. Рост планктонных культур (а), биомасса (б) и количество КОЕ (в) в зрелых биопленках A. brasilense,
сформированных в стеклянных пробирках под жидкой МСС

Примечание. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA) анализа в колонках (а) или (б) представлены заглавны-
ми буквами; разными буквами обозначены статистически значимые различия между средними. В колонках (а) или (б) срав-
нения последовательно проводили в столбце и строке. А или А – средние значения с наименьшей величиной.
* Биомассу биопленки смывали 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0), в полученной суспензии определяли КОЕ.

Штамм

(а)
ОП590 (l = 0.5 см)

планктонных культур

(б)
ОП590 (l = 0.5 см) 

кристаллического фиолетового, 
десорбированного после 
окрашивания биопленок

(в)
*Количество КОЕ в нативной 

зрелой биопленке

+NH4Cl –NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl

Sp7 0.21 ± 0.03
Б

0.15 ± 0.03
А

0.79 ± 0.09
А

1.12 ± 0.08
В

(1.3 ± 0.2) × 1010 (3.2 ± 0.5) × 1010

Cd 0.24 ± 0.03
Б

0.17 ± 0.02
А

0.96 ± 0.09
Б

1.19 ± 0.06
В

(2.7 ± 0.3) × 1010 (2.9 ± 0.1) × 1010

Sp245 0.32 ± 0.03
В

0.14 ± 0.03
А

0.78 ± 0.05
А

0.73 ± 0.12
А

(3.8 ± 0.6) × 1010 (2.2 ± 0.2) × 1010
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(рис. 1а; 4а). Также присутствуют клетки, лишен-
ные выраженной капсулы (рис. 1б; 3а). Необхо-
димо отметить, что среди клеток присутствуют
делящиеся особи и длинные клетки (“Дл-клет-
ки”). Наличие Дл-клеток наиболее заметно в по-
пуляции планктонных культур Sp245 (рис. 4б).

Исследование с помощью просвечивающей
электронной микроскопии суспензий смытой с
поверхности стекла биомассы зрелых биопленок
Sp7, Cd и Sp245 показало, что среди нативных
клеток присутствуют особи с полярным жгути-
ком. Сохранение полярного жгутика бактериями
может способствовать поддержанию структурной
целостности биопленок. Так, у Sp245 полярный
жгутик является одним из элементов матрикса,
повышающих устойчивость биопленок этого
штамма к гидродинамическому сдвигу (Шелудь-
ко и соавт., 2015, Shelud’ko et al., 2019). Анализ
ультратонких срезов биопленок показал, что бак-
терии в их составе имеют выраженный полимор-
физм размера и формы (рис. 1–4) в случае всех
исследованных штаммов. По форме их можно си-
стематизировать как “В-клетки” (рис. 1в, 1д, 1з;
3г; 4д, 4ж), характерные для вегетативных особей
планктонных культур, длинные и/или неразде-
лившиеся клетки – “Дл-клетки” (рис. 1е–1з, 1к,
1л; 3б, 3г–3е; 4б, 4г, 4ж), “утолщенные клетки”
(рис. 1и; 2б, 2в) и яйцевидные формы (рис. 1в, 1д,
1к, 1м; 2г–2е; 3б–3е; 4в, 4г, 4е) средних и больших
размеров – “ЦП-формы” (цистоподобные фор-
мы), которые описаны в старых культурах азо-
спирилл (Berg et al., 1980), в частности, в среде без
источника связанного азота. Часть “Дл-клеток”
покрыты выраженным внешним слоем (рис. 3д).

В биопленках также выявлены лизированные
клетки, крупные (рис. 1м) и мелкие везикулы и
электронно-плотные гранулы (см., например,
рис. 1). Клеточные чехлы встречаются без четкой
стратиграфии распределения интактных и лизи-
рованных особей (рис. 1в, 1з, 1к, 1м). Наличие в
биопленках клеток с признаками разрушения ча-
стично может объяснять отсутствие зависимости
между количеством биомассы биопленок и чис-
ленностью КОЕ (табл. 1), высеваемых из них (не-
обходимо также учитывать, что матрикс биопле-
нок тоже вносит вклад в количество биомассы).
Помимо клеток с явными признаками разруше-
ния, обнаружены чехлы с сохранившейся клеточ-
ной стенкой, содержащие электронно-плотные
гранулы в центральной части (рис. 4з), однако не-
ясно, являются ли они мертвыми клетками.

На рис. 2 показаны срезы “ЦП-форм” A. brasi-
lense Sp7 из биопленок, сформированных в жидкой
среде без источника связанного азота. У данных кле-
точных форм центральное тело с неравномерной
текстурой цитоплазмы содержит электронно-
прозрачные крупные гранулы ПГБ и темные элек-
тронно-плотные гранулы небольшого размера.

Видно, что центральное тело (цI-вариант) окруже-
но слабо дифференцированным толстым внешним
слоем. “ЦП-формы” со сложной организацией
имеют более одного тела (цII- (рис. 2в, 2г), цIII-
(рис. 2д) и цIV-варианты (рис. 2е), содержат соот-
ветственно два, три и более тел), которые находятся
под толстым слоем, в котором можно выявить зо-
ны: внешнюю, похожую на экзину, и менее элек-
тронно-плотную интину (рис. 2а, 2д, 2е).

Количество тел увеличивается после их деления
непосредственно под покрывающим ЦП-форму
толстым внешним слоем (см. рис. 2). Встречают-
ся формы, у которых центральное тело окружает
тонкий внешний слой, как правило, это цI-вари-
анты (рис. 1д, 1к; 3г, 3е; 4е). Внешний слой, ва-
рьирующий по толщине, могут окружать мелкие
черные электронно-плотные гранулы, которые,
по-видимому, отвечают за пигментацию. Яйце-
видные клетки азоспирилл сравнивают с цистами
азотобактера (Pope et al., 1970; Berg et al., 1980).
Заметным отличием ЦП-форм Azospirillum от
цист Azotobacter является отсутствие четкой диф-
ференциации внешнего слоя на экзину и интину
(Berg et al., 1980). Однако у штамма Sp245 форми-
рование ЦП-форм с четко дифференцированным
внешним слоем происходит после перевода куль-
тур, выращенных на средах с минимальным со-
держанием азота, в условия полного голодания
(Мулюкин и соавт., 2009). Формированию цисто-
подобных форм азоспирилл способствуют увели-
чение сроков культивирования (получение “ста-
реющих культур”), интенсивная аэрация, замена
источника углерода (например, легкодоступного
для метаболизма малата на фруктозу) или азота
(аммония на нитрат), перевод бактериальной
культуры в условия лимита по азоту или фосфору,
создание стресса голоданием (Sadasivan et al.,
1987; Berg et al., 1980; Мулюкин и соавт., 2009).

Мы сравнили морфотипы клеточных форм
трех штаммов в биопленках, сформированных в
стандартной малатной синтетической среде с азо-
том и без него. Наибольшее разнообразие форм
встречается в биопленках Sp7 из среды без азота:
“В-клетки”, “Дл-клетки”, “ЦП-формы”, разли-
чающиеся по количеству центральных тел (вари-
анты от цI- до цIV-). Практически все ЦП-формы
из этой среды покрыты толстым внешним слоем
(рис. 1 и 2). Формы с тонким внешним слоем
встречаются реже – в основном, у цI-вариантов.
Морфотип клеток Sp7 в биопленках из среды с
азотом менее разнообразен и характеризуется от-
сутствием цIII- и цIV-вариантов, а цI-варианты
преимущественно имеют тонкий внешний слой
(рис. 1). В биопленках Cd присутствуют В- и Дл-
клетки, цI- и цII-варианты ЦП-форм (рис. 3). От-
сутствие азота способствует формированию в
биопленках этого штамма лишь ЦП-форм с тол-
стым внешним слоем (на среде с азотом преобла-
дали варианты с тонким внешним слоем).
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Рис. 1. Просвечивающая электронная микроскопия ультратонких срезов клеток A. brasilense Sp7 из планктонных 24-ч
культур (а, б) и фрагментов зрелых биопленок (в–м). Бактерии и биопленки культивировали в жидкой МСС с NH4Cl
(а, б, з–м) или без связанного азота (г–ж). Масштабная линейка соответствует 1 мкм. Обозначения: В – “В-клетки”,
Д – “Дл-клетки”, ЦП – “ЦП-формы”, КВ – крупные везикулы, (кс) – слой капсулы, (вм) и (нм) – внутренняя и на-
ружная мембраны, (пгб) – полигидроксибутират.
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У штамма Sp245 независимо от наличия азота
в среде биопленки содержат “В-клетки”, боль-
шое количество “Дл-клеток” и цI-варианты ЦП-
форм с тонким/толстым внешним слоем (рис. 4).
Биомасса биопленок азоспирилл из МСС с 1 г/л
NH4Cl содержит ПГБ, накопление которого в за-
метных количествах у планктонных культур инду-
цируется, в основном, дефицитом азота (результаты
ИК-Фурье-спектроскопии: Kamnev et al., 2012; Tu-
garova et al., 2017). По нашим наблюдениям, Дл- и
ЦП-формы Sp245 содержат крупные электронно-

прозрачные гранулы (рис. 4), характерные для
ПГБ (Berg et al., 1980), в случае штаммов Sp7 и Cd
гранулы небольшого размера присутствуют, пре-
имущественно, в ЦП-формах.

Обнаруженные в биопленках ЦП-формы мор-
фологически сходны с ранее описанными для
азоспирилл цистоподобными формами, которые
являются стойкими к голоду, окислительному
стрессу и высыханию (Sadasivan et al., 1987; Му-
люкин и соавт., 2009; Malinich, Bauer, 2018). Оче-
видно, в сухих биопленках после гибели вегета-

Рис. 2. Просвечивающая электронная микроскопия ультратонких срезов цистоподобных форм A. brasilense Sp7 из
фрагментов зрелых биопленок. Биопленки культивировали в жидкой МСС без NH4Cl. Масштабная линейка соответ-
ствует 1 мкм. Обозначения: (ц) – “центральное тело” (цI- (блок а, б), цII- (блок в, г), цIII- (блок д) и цIV- (блок е) ва-
рианты), (вс) – внешний слой, (пгб) – полигидроксибутират.
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тивных клеток (для достижения максимального
эффекта высушенные культуры хранят не менее
1 недели ‒ см. Sadasivan et al., 1987; Malinich, Bau-
er, 2018) жизнеспособность сохранится только у
цистоподобных форм. Определение КОЕ в таких
образцах позволит количественно оценить чис-
ленность покоящихся форм и получить представ-
ление о влиянии азота в среде культивирования
на этот показатель.

Анализ влияния связанного азота в среде культи-
вирования на численность жизнеспособных форм в
биопленках и их устойчивость к высушиванию.
Биопленки, выращенные на средах со связанным
азотом и без него, были высушены при 30°C и за-
ложены на хранение при 37°C (оптимальная тем-
пература для культивирования A. brasilense ‒ см.
Tarrand et al., 1978). Через 7 сут хранения коло-
ниеобразующие покоящиеся формы были обна-
ружены в биопленках всех трех штаммов. Мак-
симальная численность 104 КОЕ сохранялась в
пленках, выращенных в среде без источника

связанного азота (табл. 2). В среде с NH4Cl коли-
чество КОЕ снижается на порядок (у Sp245) и
более (табл. 2). Необходимо отметить, что покоя-
щиеся формы из биопленок, устойчивые к высу-
шиванию, сохраняют жизнеспособность продол-
жительное время (в исследованном временном
диапазоне). Так, в биопленках Sp245, Sp7 и Cd
жизнеспособные формы сохраняются после
4 мес. хранения сухих образцов из среды без азо-
та, а в случае сухих биопленок из сред с азотом по-
сле 4, 3 и 2 мес. соответственно штамму (табл. 2).
При определении длительности сохранения жиз-
неспособности покоящихся форм пробирки с су-
хими биопленками заполняли полужидкой МСС
(0.3% агара) без источника связанного азота и ин-
кубировали. Данные условия культивирования
способствуют прорастанию цистоподобных форм
этих бактерий (Sadasivan et al., 1987). Через 24–48 ч
после внесения в пробирки с сухими биопленка-
ми полужидкой среды делящиеся особи форми-
руют полосу, сосредоточенную под поверхностью

Рис. 3. Просвечивающая электронная микроскопия ультратонких срезов клеток A. brasilense Cd из планктонных 24-ч
культур (а) и фрагментов зрелых биопленок (б–е). Бактерии и биопленки культивировали в жидкой МСС с NH4Cl (а,
г–е) или без (б, в). Масштабная линейка соответствует 1 мкм. Обозначения как на рис. 1.
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Рис. 4. Просвечивающая электронная микроскопия ультратонких срезов клеток A. brasilense Sp245 из планктонных 24-ч
культур (а, б) и фрагментов зрелых биопленок (в–з). Бактерии и биопленки культивировали в жидкой МСС с NH4Cl (а, б,
д–з) или без (в, г). Масштабная линейка соответствует 1 мкм. Обозначения как на рис. 1.
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агара, что характерно для азоспирилл, являющих-
ся микроаэрофилами (Wasim et al., 2009; Bashan,
de-Bashan, 2010). Высеянные на плотные среды из
этой зоны бактерии формируют колонии, харак-
терные для вегетативных форм азоспирилл.

Таким образом, в случае трех штаммов A. brasi-
lense наличие азота в среде культивирования не
влияет на формирование в их биопленках покоя-
щихся форм, сохраняющих жизнеспособность
продолжительный период после высушивания
(табл. 2). В отличие от пленочных, покоящиеся
формы азоспирилл из жидких сред (планктонные
культуры) с азотом при длительном хранении по-
сле высушивания быстрее теряют жизнеспособ-
ность (к 4-ым суткам бактерии гибнут), по срав-
нению с цистоподобными формами, сформиро-
ванными в условиях инкубации без связанного
азота (Sadasivan et al., 1987).

Анализ устойчивости биопленок к окислитель-
ному стрессу. Мы сравнили устойчивость иссле-
дованных штаммов к перекиси водорода в каче-
стве агента окислительного стресса, оценивая
действие различных концентраций H2O2 на жиз-
неспособность бактерий из планктонных куль-
тур, находящихся в стационарной фазе роста, или
из зрелых биопленок. Для обработки H2O2 объем
планктонных культур подобрали таким образом,
чтобы суммарно число КОЕ составляло 1010 (в 2 мл
суспензии), что соответствует содержанию КОЕ в
1 пленке (табл. 1). Значения КОЕ в сухих пленках
представлены в табл. 2, столбец а.

Анализ чувствительности к окислительному
стрессу, вызванному H2O2, показал, что планк-
тонные культуры штаммов Sp7, Cd или Sp245 об-
ладают сходной устойчивостью и сохраняют
жизнеспособность в присутствии 0.001% H2O2
(например, в присутствии этой концентрации
H2O2 около 10% клеток штамма Sp245 сохраняют

жизнеспособность при культивировании в жид-
кой минимальной синтетической среде ‒ см.
Wasim et al., 2009). МИК H2O2 для всех трех штам-
мов составила 0.01% (табл. 3, столбец а).

В случае нативных зрелых биопленок устойчи-
вость азоспирилл к окислительному стрессу воз-
растает. Так, величина МИК 1.0% H2O2 характер-
на для бактерий из биопленок штаммов Sp7, Cd,
независимо от наличия азота в среде (табл. 3,
столбцы б). Для Sp245 состав среды также не вли-
яет на МИК, но ее показатель снижается до 0.1%
H2O2. Стоит отметить, что после добавления H2O2
к нативным биопленкам наблюдается образование
пены, свидетельствующее о выраженной каталаз-
ной активности, характерной для азоспирилл (Tar-
rand et al., 1978). Пенообразование становится ин-
тенсивным через 5–10 мин после внесения H2O2.
Несомненно, ферменты, позволяющие клеткам
справиться с негативным воздействием окисли-
телей, вносят определенный вклад в устойчи-
вость бактерий к стрессу, вызванному H2O2. Для
азоспирилл помимо каталазной характерна ак-
тивность супероксиддисмутазы; алкилгидропе-
роксидредуктаза тоже обеспечивает устойчивость
этих бактерий к окислительному стрессу (Nur
et al., 1982; Clara, Knowles, 1984; Wasim et al.,
2009). Нативные биопленки Sp7, Cd и Sp245 так-
же обладают ферментативной активностью, ха-
рактерной для пероксидазы (табл. 3, столбцы г). В
случае каждого штамма активность пероксидазы
не зависит от количества биомассы биопленок
(показатель, на который у Sp7 и Cd влияет нали-
чие связанного азота в среде; см. табл. 1). Фер-
ментативная активность в нативных биопленках
Sp245 уступает таковой у Sp7 и Cd, что характерно
для экстраклеточных пероксидаз фенолоксидаз-
ного комплекса этих штаммов (Никитина и со-
авт., 2010). Предстоит выяснить роль этих фер-
ментов в биопленках. Вполне вероятно, что они

Таблица 2. Влияние продолжительности хранения при 37°C на жизнеспособность A. brasilense в сухих зрелых
биопленках

* Биомассу биопленки смывали 50 мМ ФБ (pH 7.0) объемом 2 мл, в полученной суспензии определяли КОЕ.
** Сухие биопленки инкубировали 48 ч в МСС с 0.3% агара без источника связанного азота, результаты воспроизведены в
3 независимых экспериментах.

Штамм

(а)
*КОЕ из сухих биопленок

после 7 сут хранения

(б)
**Наличие бактериального роста под поверхностью полужидкой 

среды при культивировании сухих биопленок из МСС

+NH4Cl –NH4Cl

+NH4Cl –NH4Cl

хранение сухих биопленок при 37°C, сут

7 37 67 97 127 7 37 67 97 127

Sp7 (2.5 ± 0.6) × 101 (4.7 ± 0.7) × 104 (+) (+) (+) (+) (–) (+) (+) (+) (+) (+)

Cd (5.3 ± 0.9) × 101 (4.6 ± 0.4) × 104 (+) (+) (+) (–) (–) (+) (+) (+) (+) (+)

Sp245 (4.9 ± 0.9) × 103 (1.1 ± 0.1) × 104 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
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помимо окисления токсических фенольных со-
единений участвуют в комплексном ответе бак-
терий на H2O2.

Покоящиеся формы Sp245 в сухих биопленках
способны сохранять жизнеспособность после ин-
кубации с 0.001% H2O2, а МИК для них составля-
ет, как и для планктонных культур, 0.01% H2O2
(табл. 3, столбцы а, в). Для покоящихся форм Sp7
и Cd МИК составляет 0.1% H2O2, что превышает
показатель, характеризующий устойчивость планк-
тонных клеток этих штаммов, но уступает концен-
трации H2O2, вызывающей гибель бактерий в
биопленках (табл. 3). Таким образом, по сравне-
нию с планктонными культурами биопленочная
популяция A. brasilense обладает большим потен-
циалом устойчивости к окислительному стрессу.
Покоящиеся формы, являются частью механиз-
мов, способствующих выживанию популяции в
условиях данного стресса. По сравнению с Sp7 и
Cd, покоящиеся формы, как и биопленки штам-
ма Sp245, оказались более чувствительными к не-
гативному воздействию H2O2, что может являться
следствием особенностей адаптации к данному
фактору стресса этого штамма, который способен
проникать внутрь корней и заселять межклетни-
ки проводящей системы (Schloter et al., 1998).

Ткани корневой системы пшеницы обладают ак-
тивной системой, регулирующей уровень H2O2
(Прадедова и соавт., 2011).

Таким образом, на примере штаммов Sp7, Cd и
штамма Sp245, заселяющего корневые волоски и
межклетники проводящей системы растительно-
го корня, удалось выявить общие черты уль-
траструктуры биопленок Azospirillum brasilense.
Для биопленок бактерий данного вида свой-
ственно наличие нескольких структурных типов
одиночных (В- и Дл-клетки), неразделившихся
(Дл-клетки) клеток, длинных клеток, покрытых
толстым внешним слоем, и ЦП-форм, характеризу-
ющихся выраженным морфологическим разнооб-
разием (варианты с различиями в количестве тел и
толщине “внешнего слоя”, изолирующего их от
внешней среды). Наибольшее морфологическое
разнообразие цистоподобных форм обнаружено у
штамма Sp7 в пленках, сформированных в усло-
виях лимита по азоту. Цистами называют непо-
движные, лишенные метаболической активности
бактериальные формы, которые часто окружены
толстым слоем капсулы. Для них характерны дол-
госрочное сохранение жизнеспособности при от-
сутствии деления, термостойкость, стойкость к
высыханию, голоду и окислительному стрессу

Таблица 3. Устойчивость к окислительному стрессу 24 ч планктонных культур (а) и зрелых биопленок A. brasi-
lense (б и в), сформированных в стеклянных пробирках под жидкими средами

Примечание. В случае планктонных культур результаты воспроизведены в 7 независимых экспериментах, влияние H2O2 на
биопленки (б, в) воспроизведено в 5 независимых экспериментах. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA)
анализа в колонке (г) представлены заглавными буквами. Сравнения последовательно проводили в столбце и строке. А –
средние значения с наименьшей величиной.

* Планктонные культуры или биопленки после 18 ч инкубации с H2O2 48 ч культивировали в МСС с 0.3% агара без источ-
ника связанного азота, планктонные культуры (а) и нативные биопленки (б) содержали 109 КОЕ (в 2 мл суспензии или
1 биопленке соответственно), КОЕ в сухих биопленках (в) см. значения в табл. 2.
** Биопленки (а) высушили и хранили 7 сут при 37°C.

Штамм

*Наличие бактериального роста под толщей полужидкой
среды после инкубации в растворе H2O2

(г)
Активность 

пероксидазы

(а)
планктонные 
культуры из

(б)
нативные биопленки

из МСС

(в)
**сухие биопленки

из МСС

нативные биопленки
из МСС

МСС + NH4Cl +/– NH4Cl +/– NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl

H2O2, % ОП490

о-фенилендиамина
в присутствии 0.02% 

H2O2
0.001 0.01 0.001 0.01 0.1 1 0.001 0.01 0.1

Sp7 (+) (–) (+) (+) (+) (–) (+) (+) (–) 0.17 ± 0.01
Б

0.19 ± 0.02
Б

Cd (+) (–) (+) (+) (+) (–) (+) (+) (–) 0.21 ± 0.04
Б

0.18 ± 0.02
Б

Sp245 (+) (–) (+) (+) (–) (–) (+) (–) (–) 0.13 ± 0.01
А

0.14 ± 0.02
А
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(Sadoff, 1975). Обычно бактериальная циста фор-
мируется из одной бактериальной клетки. Мы об-
наружили у азоспирилл делящиеся клетки под
толстым внешним слоем, покрывающим цисто-
подобные формы. Покрытые толстым внешним
слоем длинные клетки азоспирилл потенциально
могут также являться клеточными формами,
устойчивыми к внешним воздействиям (Мулю-
кин и соавт., 2009).

Необходимо отметить, что морфотип цисто-
подобных форм, переход вегетативных активно
делящихся клеток азоспирилл в цистоподобные,
часто является следствием одновременного изме-
нения нескольких параметров состава сред и
условий культивирования (Sadasivan et al., 1987;
Мулюкин и соавт., 2009). В биопленках азоспи-
рилл из стандартной минимальной среды культи-
вирования этих бактерий (Döbereiner, Day, 1976)
присутствуют цистоподобные формы, морфоло-
гия которых разнообразна, что вероятно заложе-
но в “программу” формирования биопленок, как
один из способов адаптации популяции к изменя-
ющимся условиям и воздействию экстремальных
факторов. Отсутствие азота в среде способствует
увеличению численности морфотипов цистопо-
добных вариантов, что может объясняться необхо-
димостью адаптации к этим условиям. Так, для
покоящихся форм азоспирилл характерна неко-
торая метаболическая активность (выявлена с по-
мощью транскриптомного анализа) (Malinich,
Bauer, 2018). Предполагают, что клетки, морфо-
логически похожие на цистоподобные, фиксиру-
ют азот воздуха в биопленках (Wang et al., 2017).
Мы показали, что покоящиеся цистоподобные
формы являются частью механизмов, способ-
ствующих выживанию биопленочной популяции
в условиях окислительного стресса. Бактерии,
устойчивые к высушиванию даже при низкой чис-
ленности (в присутствии азота в среде) в биопленках
трех штаммов A. brasilense, сохраняют жизнеспособ-
ность продолжительное время (в исследованном
временном диапазоне – 4 мес.), что, несомненно,
способствует устойчивости популяции в целом к
данному виду стресса. Покоящиеся формы азо-
спирилл из жидких сред с азотом при длительном
хранении после высушивания быстрее теряют
жизнеспособность, по сравнению с клеточными
формами, сформированными в условиях без азо-
та (Sadasivan et al. 1987).

В заключение необходимо отметить, что ци-
стоподобные формы азоспирилл обнаружены на
корнях растений, заселенных этими бактериями
(Bashan et al., 1991; Assmus et al., 1995). Получен-
ные нами данные на модели биопленки/жид-
кость/стекло, не только согласуются с представ-
лениями о морфологии азоспирилл, живущих на
поверхности корня, но и дополняют их сведения-
ми об ультраструктуре и устойчивости к экстре-
мальным факторам биопленок, формирование

которых является частью процесса колонизации
растений, в том числе и эндофитными штаммами
(Eskew et al., 1977; Schloter et al., 1998; Петрова и
соавт., 2010; Шелудько и соавт., 2010).
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Cell Ultrastructure in Azospirillum brasilense Biofilms
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Abstract—Due to the primary localization of both epiphytic and endophytic plant growth-promoting rhizo-
bacteria on the surface of the plant root system, biofilm formation is an adaptive trait for these microorgan-
isms. Under conditions of nitrogen limitation in liquid media, nitrogen-fixing Azospirillum brasilense strains
switch mainly to the biofilm mode of growth. Overall ultrastructural similarities of the cells within A. brasi-
lense biofilms were revealed, and their resistance to desiccation and oxidative stress was characterized. In
strains Sp7, Cd, and Sp245, several types of single and undivided cells were revealed, as well as cystlike cells
with pronounced morphological diversity. Resistance to desiccation and to oxidative stress was higher in the
biofilm populations of these strains than in planktonic cultures. Dormant forms remained viable in dry bio-
films of strains Sp245, Sp7, and Cd formed in a nitrogen-free medium after storage for 120 days. Viability of
the biofilms of the same strains formed in the presence of nitrogen was retained for 120, 90, and 60 days, re-
spectively. The minimal inhibitory concentration of H2O2 for biofilms was 1.0% for strains Sp7 and Cd and
0.1% for strain Sp245. Both the dormant forms and biofilms of strain Sp245 were more sensitive to H2O2 than
those of strains Sp7 and Cd. Peroxidase activity was not previously reported in Azospirillum biofilms.

Keywords: biofilms, ultrastructure, dormant forms, desiccation, oxidative stress
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