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Для создания условий осмотического стресса при культивировании типового штамма Azospirillum
brasilense Sp7 и его спонтанных вариантов Sp7.4 и Sp7.8 использовали полиэтиленгликоль (ПЭГ
6000), обеспечивающий стабильное снижение уровня водного потенциала, что позволяет модели-
ровать влияние условий засухи на бактериальную популяцию. ПЭГ блокировал подвижность азо-
спирилл, но не оказывал подобного влияния на способность Sp7 и Sp7.8 формировать биопленки, а
также на метаболическую активность биомассы пленок, сформированных без стресса. Осмотиче-
ский стресс, вызванный ПЭГ 6000, стимулировал формирование биопленок у Sp7.8. Биопленки ва-
рианта Sp7.4 оказались наиболее восприимчивыми к негативному влиянию водного стресса, однако
в планктонной культуре показатели роста этого варианта в данных условия превышали значения,
характерные для Sp7 и Sp7.8. В биопленках штаммы Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 продуцировали полисахариды
и фитогормон ИУК, формировали клеточные формы, устойчивые к высушиванию. Варианты Sp7.4
и Sp7.8, как и Sp7, колонизировали корни, формировали на них биопленки и оказывали влияние на
морфологию корневой системы проростков пшеницы. Результаты исследований показали, что
спонтанные варианты штамма Sp7 интересны для дальнейших исследований, направленных на от-
бор перспективных штаммов азоспирилл, повышающих устойчивость растений к засухе.
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Обитающие в ризосфере альфапротеобакте-
рии Azospirillum brasilense оказывают существен-
ное положительное влияние на рост растений и
их устойчивость к абиотическим и биотическим
стрессам: благодаря своей способности к фикса-
ции азота и синтезу фитогормонов, контролю
фитопатогенов, они улучшают минеральное пи-
тание растений, повышают их устойчивость к тя-
желым металлам и нейтрализуют токсические ве-
щества (Fibach-Paldi et al., 2012; Vurukonda et al.,
2016; Fukami et al., 2018). Засуха/водный стресс,
наряду с засолением почв и изменением климата,
относится к числу основных абиотических стрес-
сов, с которыми сталкиваются растения и ассоци-
ированные с ними бактерии (Vurukonda et al.,
2016; Ansari et al., 2021). В условиях стресса увели-
чивается потребление растениями ростовых фак-

торов, возникает дефицит ресурсов, приводящий
к замедлению роста и развития растений (Hsiao,
1973). Подобно растениям, ризосферные бакте-
рии из-за засухи также подвергаются стрессу, ко-
торый влияет на их жизнеспособность, физиоло-
гические и биохимические функции (Ansari et al.,
2021).

Создание условий осмотического стресса при
культивировании микроорганизмов и растений в
присутствии различных осмотических агентов,
обеспечивающих стабильное снижение водного
потенциала среды и блокирование поглощения
воды, позволяет моделировать влияние засухи на
бактериальную популяцию и растения (Chutia,
Borah, 2012; Ansari et al., 2021). Такой подход не-
обходим для изучения механизмов и способов за-
щиты микроорганизмов от данного вида стресса с
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целью отбора засухоустойчивых ризосферных
бактерий, способствующих повышению устойчи-
вости растений к условиям дефицита воды.

Определенное значение для успешного форми-
рования и функционирования растительно-мик-
робной ассоциации и противостояния микробов и
растений различным абиотическим стрессам явля-
ется способность бактерий формировать биоплен-
ки на корнях растения-хозяина (Шелудько и со-
авт., 2010, 2020; Fibach-Paldi et al., 2012; Bogino
et al., 2013; Ansari et al., 2021). В биопленках бакте-
рии заключены в матрикс, являющийся резервуа-
ром воды, ферментов и питательных веществ и иг-
рающий структурную и защитную роли (Flemming,
Wingender, 2010). Матрикс биопленок медленно
высыхает, чем предохраняет микроорганизмы от
изменений водного потенциала. Исследованы
состав, структура и функции основных биополи-
меров матрикса биопленок азоспирилл, обеспе-
чивающих фиксацию зрелых биопленок на твер-
дой поверхности и выполняющих каркасную
функцию, способствующих созданию в биоплен-
ках условий для фиксации азота (Wang et al., 2017;
Шелудько и соавт., 2018, 2020). Охарактеризован
морфологический и функциональный полимор-
физм клеточных форм в биопленках азоспирилл
(Wang et al., 2017; Шелудько и соавт., 2020). Нали-
чие покоящихся форм в биопленочной популяции
повышает устойчивость к таким негативным воз-
действиям, как высушивание и окислительный
стресс (Шелудько и соавт., 2020).

Можно ожидать, что ризобактерии, формиру-
ющие устойчивые к засухе биопленки, найдут
применение в борьбе со стрессом растений, обу-
словленным засухой (Ansari, Ahmad, 2019; Ansari
et al., 2021). Однако информация о роли таких
бактерий в ослаблении стресса от засухи у растений
фрагментарна. Таким образом, основная цель на-
стоящего исследования заключалась в оценке
устойчивости к водному стрессу и высушиванию
биопленок типового штамма A. brasilense Sp7 и его
спонтанных вариантов с изменениями в структу-
ре генома. В задачи исследования входили харак-
теристика и анализ устойчивости биопленок к
высушиванию, исследование влияния водного
стресса на их формирование и физиологическую
активность. В работе использованы описанные
ранее спонтанные варианты штамма Sp7 с изме-
нениями в структуре генома, затрагивающими
плазмидные перестройки (Петрова и соавт., 2010;
Кацы, Петрова, 2015). Поскольку фенотипические
вариации влияют на широкий спектр свойств
азоспирилл (Lerner et al., 2010; Петрова и соавт.,
2010; Volfson et al., 2013; Кацы, Петрова, 2015), можно
предположить, что устойчивость этих производных
к водному стрессу/засухе может отличаться от
устойчивости исходного штамма A. brasilense Sp7.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы бактерий и питательные среды. В ра-
боте использовали: штамм A. brasilense Sp7, выде-
ленный в Бразилии из ризосферы росички лежа-
чей (IBPPM 150; Tarrand et al., 1978), его произ-
водные Sp7.4 (IBPPM 573) и Sp7.8 (IBPPM 576)
(Петрова и соавт., 2010; Кацы, Петрова, 2015). В
скобках приведены регистрационные номера штам-
мов в Коллекции ризосферных микроорганизмов
ИБФРМ РАН (Саратов, Россия; http://collec-
tion.ibppm.ru/). Бактерии культивировали при 30°C
на малатно-солевой среде (МСС) (Döbereiner,
Day, 1976) с 1 г/л NH4Cl. При необходимости из
МСС исключали NH4Cl, добавляли агар (до кон-
центрации 0.3, 0.4, 0.5 и 20%) или до 5 мМ L-трип-
тофана. Для создания условий осмотическо-
го/водного стресса в среды добавляли непрони-
кающий осмотический агент полиэтиленгликоль
(ПЭГ) со средней молекулярной массой 6000
(Chutia, Borah, 2012). ПЭГ 6000 вносили до кон-
центрации 5, 10, 15, 20 и 25%, что соответствует
‒0.05 Мпа, –0.15 Мпа, –0.30 Мпа, –0.49 Мпа или
–0.73 Мпа (Ansari et al., 2021).

Определение подвижности бактерий и скорости
роста планктонных культур в условиях перемешива-
ния. Ночные (18 ч) культуры бактерий разводили до
значений А590 = 0.05–0.10 (l = 0.5 см) в стерильной
среде МСС и инкубировали при 140 об./мин и тем-
пературе 30°С на шейкер-инкубаторе Excella E24
(“New Brunswick Scientific”, США). Каждые 2 ч
измеряли оптическую плотность бактериальной
культуры при А590 (l = 0.5 см).

Для изучения бактериальной подвижности из
24 ч планктонных культур готовили препарат
“висячая” капля. Во время просмотра препаратов
на микроскопе Leica DM6000 B (“Leica-Microsys-
tems”, Германия) вели видеозапись. Оценивали
подвижность всех клеток в поле зрения микро-
скопа. Анализ видеоизображения выполняли с
помощью компьютерной программы, разработан-
ной в ИБФРМ РАН. Для изучения перемещения
бактерий в полужидких средах их инокулировали
уколом бактериальной петли в пластины МСС с
0.4% агара. Через 48–72 ч измеряли диаметр мак-
роколоний, сформированных подвижными клет-
ками.

Анализ формирования биопленок и респиратор-
ной активности их биомассы. Суточные (24-часо-
вые) культуры азоспирилл из жидкой МСС с
NH4Cl, выросшие в условиях аэрации, отмывали
50 мМ фосфатным буфером (ФБ) (pH 7.0), разво-
дили свежей средой МСС с NH4Cl или без него до
значений А590 = = 0.05–0.10 (l = 0.5 см). Среды с
инокулятом вносили в стеклянные пробирки (по
2 мл) или ячейки полистирольных планшетов с
96 плоскодонными лунками (по 0.2 мл) и инкуби-
ровали при 30°С в стационарных условиях. В каче-
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стве контроля в пробирки или ячейки планшетов
вносили стерильные среды. Для оценки относи-
тельного количества биомассы в зрелых биоплен-
ках проводили их окрашивание кристаллическим
фиолетовым (O’Toole, Kolter, 1998). К осторожно
промытым дистиллированной водой биопленкам
добавляли соответствующий объем (2 или 0.2 мл)
1% водного раствора кристаллического фиолето-
вого, инкубировали при комнатной температуре
10 мин и, после удаления раствора, опять промыва-
ли водой. Связавшийся с биомассой биопленок
краситель растворяли в 2 или 0.2 мл этанола и изме-
ряли оптическую плотность полученного раствора
при длине волны 590 нм на фотоколориметре
КФК-2 (“Загорский оптико-механический за-
вод”, Россия) или фотометре микропланшетного
формата Multiskan Ascent (“ThermoLabsystems”,
Финляндия). Уровень относительной респира-
торной активности клеток в биопленках опреде-
ляли флуориметрическим резазурин-тестом, с
модификациями. Из лунок планшета с биоплен-
ками отбирали планктонную культуру и вносили
по 0.2 мл раствора AlamarBlue (“Sigma”, США) в
ФБ (pH 7.0) (0.01 г/л). Планшеты инкубировали
24 ч при температуре 30°С. Интенсивность флуо-
ресценции регистрировали на спектрофлуори-
метре Cary Eclipse (“Agilent”, США) при следую-
щих параметрах: длина волны возбуждения 530
нм, длина волны эмиссии – 600 нм, ширина щели
– 10 нм. Аналогичные манипуляции проводили с
контрольными пробами.

Фазово-контрастную и просвечивающую
электронную микроскопию биопленок, суспен-
зий смытых биопленок и свободных клеток из
планктонных культур выполняли на приборах,
находящихся в ЦКП “Симбиоз” ИБФРМ РАН
(г. Саратов, Россия): Leica DM6000 B (“Leica-Mi-
crosystems”, Германия) и Libra 120 (“Carl Zeiss”,
Германия).

Оценка содержания углеводсодержащих компо-
нентов в матриксе биопленок. Выделение компонен-
тов матрикса проводили согласно рекомендациям,
описанным в работе (Wang et al., 2017). Биомассу
зрелых биопленок, сформированных на поверх-
ности стекла, после удаления планктонных бак-
терий промывали 50 мМ ФБ (pH 7.0) и смывали
пипетированием этим буфером, осаждали. Оса-
док дважды промывали ФБ (pH 7.0). Из отмытой
биомассы экстрагировали компоненты матрикса
0.5 М ЭДТА кипячением в течение 10 мин при
100°C. Содержание в экстрактах углеводсодержа-
щих компонентов определяли фенол-серным ме-
тодом (Wang et al., 2017).

Определение содержания индолил-3-уксусной
кислоты (ИУК). Биопленки выращивали под
МСС с 5 мМ L-триптофана в течение 7 сут, перед
окрашиванием пленок отбирали культуральную
жидкость, центрифугировали, в надосадочной

жидкости определяли содержание ИУК. Анализ
проводили методом обращенно-фазовой ВЭЖХ
на хроматографе Dionex Ultimate 3000 (“Thermo
Scientific”, США) c использованием колонки
Macherey-Nagel Nucleodur HTec С18, средний
диаметр частиц 5 мкм с порами 100 Å, геометрия
150 × 3.0 мм ВЭЖХ.

Экстракт хроматографировали в условиях гра-
диентного элюирования (растворитель А – ацето-
нитрил квалификации HPLC grade (“Panreac”,
Испания), растворитель В – раствор фосфорной
кислоты (рН 2.5) в воде MilliQ), растворитель С –
вода MilliQ: состав подвижной фазы изменялся
следующим образом: 0–1 мин – 40% А, 30% В,
30% С; 1–4 мин – 70% А, 15% В, 15% С; 4–7 мин –
70% А, 15% В, 15% С; 7–8 мин – 40% А, 30% В,
30% С; 8–12 мин – 40% А, 30% В, 30% С. Время
анализа составило 12 мин. Скорость протока
0.25 мл/мин. Объем вводимого образца 5 мкл. Де-
тектирование осуществлялось при длине волны
280 нм. Управление хроматографом и анализ дан-
ных выполнялся программой Chromeleon версии
7.1.2.1478 (“Thermo Scientific”, “Dionex”, США).
Идентификацию ИУК проводили сравнением
времени удерживания и спектров поглощения с
таковыми для стандартного образца. Количе-
ственное содержание в растворе устанавливали
по калибровочной кривой с коэффициентом кор-
реляции R2 = 0.9997 линейной аппроксимации то-
чек в диапазоне концентраций 0.78‒50.00 мкг/мл.

Определение численности колониеобразующих
единиц (КОЕ) в биопленках. Зрелые биопленки
осторожно промывали 50 мМ ФБ (pH 7.0). Опре-
деляли количество колониеобразующих единиц
(КОЕ) в промытых нативных (не подвергавшимся
каким-либо воздействиям) и сухих биопленках. В
последнем случае промытые биопленки сушили
при 30°С и хранили при 37°С (Шелудько и соавт.,
2020). Для определения КОЕ в пробирки с
биопленками вносили по 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0),
инкубировали 1 ч и смывали биомассу. Биомассу
ресуспендировали в 50 мМ ФБ (pH 7.0) и 1 мин
диспергировали на встряхивателе Vortex. Полу-
ченные суспензии контролировали при помощи
световой микроскопии на присутствие в них кле-
точных агрегатов. Из полученной суспензии гото-
вили серию десятикратных разведений и высевали
из них по 100 мкл на плотную МСС. Результаты с
учетом разведения пересчитывали на 2 мл, что со-
ответствует смыву 1 биопленки. В качестве кон-
троля использовали пробирки, в которых 7 сут
инкубировали стерильную питательную среду.
Результаты повторного проверочного окрашива-
ния поверхности стекла опытных пробирок после
смывания из них биопленок не отличались от
контрольных значений и не превышали 0.04 ед.
А590 (l = 0.5 см), что свидетельствовало о полноте
смывания биомассы биопленок.
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Анализ способности бактерий к колонизации
корней проростков пшеницы. Семена мягкой яро-
вой пшеницы сорта Саратовская 29, полученные
из ФГБНУ ФАНЦ Юго-Востока (Саратов, Рос-
сия), стерилизовали, проращивали в течение 3 сут
и инокулировали, выдерживая проростки с пока-
чиванием (25 об./мин) в суспензии бактерий
(ОП590 = 0.5 (l = 0.5 см)) в 50 мМ ФБ (pH 7.0), как
описано ранее (Шелудько и соавт., 2010). Иноку-
лированные проростки пшеницы однократно
промывали стерильным 50 мМ ФБ (pH 7.0) и по-
мещали над слоем жидкости в пробирки, содер-
жащие 10 мл стерильной среды для растений сле-
дующего состава (г/л): KH2PO4 – 4; CaCl2 – 1.25;
H3BO3 – 0.0016; CuSO4 · 5H2O – 0.00025; MgSO4 –
0.09; Na2MoO4 · 2H2O – 0.0025; KJ – 0.008; ZnSO4 –
0.015; FeSO4 · 7H2O – 0.028; этилендиаминтетра-
уксусной кислоты динатриевая соль – 0.037 (рН 6.0).
В жидкой среде инокулированные растения вы-
ращивали еще 7 дней при 22°С и освещении с фо-
топериодом 16/8 ч. Распределение бактерий и об-
разование биопленок на поверхности корней ис-
следовали с использованием микроскопа Leica
DM6000 B (“Leica Microsystems”, Германия) или
конфокального микроскопа (для микроскопии
корни помещали в 50% глицерин на 50 мМ ФБ;
pH 7.0).

Из навесок стерильно отмытых корней про-
ростков готовили гомогенат, в котором определя-
ли количество КОЕ посредством высевов серий-
ных десятикратных разведений на плотную МСС.
Нулевое и первое разведение центрифугировали,
удаляли надосадочную жидкость, сушили при
30°С и хранили при 37°С. В этих образцах выяв-
ляли устойчивые к высушиванию клетки, как
описано выше. Количество бактерий, высевае-
мых с корней, пересчитывали на одно растение.
Контролировали наличие посторонней микро-
флоры в гомогенатах корней. Образцы, в высевах
с которых встречались колонии с нехарактерной
для азоспирилл морфологией, отбрасывали.

Определение морфометрических и морфофизио-
логических параметров пшеницы. Для каждого рас-
тения определяли длину корневой системы (в мм),
процент разветвленных корней (корни с боковы-
ми отростками) в корневой системе и деформа-
цию корневых волосков (при микроскопии опре-
деляли процент искривленных от общего числа
волосков на 50–90 участках корня). Для опреде-
ления сырой и сухой массы (в мг) корневую си-
стему отделяли от надземной части, взвешивали и
высушивали при 70°С до постоянного веса.

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 па-
кета Microsoft Office Excel 2010; доверительные
интервалы определяли для 95% уровня значимо-
сти. Для выявления статистически значимых раз-
личий между средними значениями использовали
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA)
при уровне значимости 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование процесса формирования биопле-

нок. Сравнение роста штаммов A. brasilense Sp7,
Sp7.4 и Sp7.8 в жидких средах показало, что при
интенсивном перемешивании их планктонные
культуры после 24 ч инкубации находятся в ста-
ционарной фазе роста. Клетки из этих культур
несут полярный жгутик, при помощи которого в
среднем 85.5 ± 2.2% бактерий плавают со скоро-
стью 28–30 мкм/с (табл. 1). В случае штамма Sp7.4
длина планктонных клеток больше, чем у Sp7 и
Sp7.8 (рис. 1).

Охарактеризованные выше 24 ч планктонные
культуры инокулировали в среду МСС с NH4Cl
или без него и инкубировали статично в стеклян-
ных пробирках. При переходе планктонных кле-
ток всех исследованных штаммов (рис. 1; 0 сут
культивирования) к биопленочному существова-
нию происходило увеличение длины клеток уже
на этапе адсорбции/адгезии бактерий. В 7-днев-
ных пленках длина клеток у штаммов Sp7 и Sp7.8
изменялась в зависимости от присутствия азота в
среде (у Sp7.8 уменьшалась под средой с NH4Cl и
незначительно снижалась у Sp7 в условиях без
азота). В случае Sp7.4 длина клеток увеличивалась
на каждом этапе формирования биопленки под
средой с NH4Cl (рис. 1). На 7 сут культивирова-
ния все три штамма завершали процесс формиро-
вания биопленок на разделе жидкость‒твердая
поверхность (стабилизируется количество биомас-
сы, образующей пленку). Сравнение биомассы в
зрелых пленках показывало, что ее количество за-
висело от наличия NH4Cl в среде у штаммов Sp7 и
Sp7.8, но не уступало показателям Sp7.4 (табл. 2,
столбцы а). Биопленки Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 содер-
жали примерно одинаковое количество бактерий,
способных формировать КОЕ на плотных агаризо-
ванных средах. В смывах из пробирок с биопленка-
ми число КОЕ незначительно варьировало в пре-
делах порядка 1010 (КОЕ в биопленке, сформиро-
ванной в 1 пробирке), независимо от количества
биомассы биопленок и/или наличия источника
связанного азота в среде (табл. 2, столбцы а, б).

Также в биопленках оценили численность
клеточных форм, устойчивых к высушиванию.
Биопленки, выращенные на МСС с NH4Cl и без
него (содержали 1010 КОЕ; табл. 2, столбец б), бы-
ли высушены при 30°C и заложены на хранение
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Таблица 1. Влияние ПЭГ 6000 на клетки из планктонных культур A. brasilense и роение бактерий на полужидких
средах

Примечание. * Диаметр зоны инокуляции составлял 3.8 ± 0.2 мм. Н.п. – не перемещаются. Результаты однофакторного дис-
персионного (ANOVA) анализа представлены строчными буквами; разными буквами обозначены статистически значимые
различия между средними. В колонках (а‒в) сравнения проводили в строках; а или а – средние значения с наименьшей ве-
личиной.

Штамм

24 ч культивирования в жидкой МСМ при перемешивании (в)
* диаметр макроколоний, 

сформированных бактериями за 72 ч 
инкубации в МСМ с агаром

(а)
отношение A590 культуры с ПЭГ

к A590 культуры без ПЭГ, в %

(б)
скорость движения 

клеток, мкм/с 0.3% 0.4% 0.5%

ПЭГ 6000, % ПЭГ 6000, %

0 5 10 15 20 25 0 5 10 0 5 0 5 0 5

Sp7 100.0 ±
± 0.5

г

64.6 ±
± 13.0

в

40.2 ±
± 6.6

б

30.5 ±
± 2.2

б

12.5 ±
± 1.6

а

12.4 ±
± 1.8

а

30.1 ±
± 1.5

б

23.0 ±
± 0.9

а

Н.п. 31.9 ±
± 1.8

б

3.8 ±
± 0.5

а

22.9 ±
± 2.2

б

12.7 ±
± 1.7

а

13.9 ±
± 1.4

б

11.0 ±
± 0.8

а

Sp7.4 100.0 ±
± 4.2

в

92.0 ±
± 4.2

в

88.0 ±
± 4.9
в, б

78.2 ±
± 7.6

б

43.7 ±
± 3.4

а

43.5 ±
± 2.4

а

28.3 ±
± 1.6

б

23.1 ±
± 1.2

а

Н.п. 35.8 ±
± 1.9

б

3.9 ±
± 0.3

а

26.5 ±
± 2.4

б

10.4 ±
± 0.9

а

18.7 ±
± 2.8

б

10.2 ±
± 1.4

а

Sp7.8 100.0 ±
± 5.4

в

67.1 ±
± 7.5

б

58.5 ±
± 2.7

б

52.5 ±
± 3.1

б

20.6 ±
± 3.6

а

19.5 ±
± 0.5

а

29.3 ±
± 1.3

б

22.4 ±
± 1.1

а

Н.п. 37.1 ±
± 1.5

б

3.8 ±
± 0.2

а

27.0 ±
± 2.2

б

11.4 ±
± 1.0

а

18.4 ±
± 1.6

б

10.5 ±
± 1.0

а

при 37°C. Через 10 сут хранения КОЕ были обна-
ружены в биопленках всех трех штаммов. Макси-
мальная численность 104 КОЕ/биопленка сохра-
нялась в пленках Sp7, выращенных в среде без ис-
точника связанного азота. В аналогичных условиях
биопленки Sp7.8 содержали 103 КОЕ, а на среде с
NH4Cl этот показатель возрастал у этого штамма
до 104 (табл. 2, столбец в). В среде с NH4Cl у Sp7
количество КОЕ снижается более чем на порядок
(табл. 2, столбец в). В случае штамма Sp7.4
биопленки содержали минимальное число КОЕ
(101), независимо от содержания азота в среде.
Необходимо отметить, что бактериальные фор-
мы, устойчивые к высушиванию, являются ча-
стью системы механизмов, способствующих вы-
живанию микробной популяции в условиях засу-
хи/водного стресса (Berg et al., 1980; Sadasivan et al.,
1987; Malinich, Bauer, 2018; Шелудько и соавт., 2020).

Анализ влияния осмотического стресса на фор-
мирование бактериями биопленок. Для создания
модели осмотического/водного стресса исполь-
зовали непроникающий осмотический агент по-
лиэтиленгликоль (ПЭГ) со средним молекуляр-
ным весом 6000. Присутствие ПЭГ приводит к
снижению водного потенциала среды и блокиро-
ванию поглощения воды бактериями или корня-
ми растений (Chutia, Borah, 2012; Ansari et al.,
2021). Такой подход позволяет обеспечить ста-
бильное снижение уровня водного потенциала в
течение любых желаемых периодов времени и

моделировать влияние условий засухи на бакте-
риальную популяцию и растения (Chutia, Borah,
2012; Ansari et al., 2021).

На начальном этапе оценивали влияние раз-
личных концентраций ПЭГ 6000 на рост планк-
тонных культур Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 в жидкой МСС
среде при перемешивании. За ростом наблюдали
в течение 24 ч. Снижение показателей роста
планктонных культур (A590 бактериальной куль-
туры) на 50% и более происходит в присутствии
10% ПЭГ в случае штамма Sp7 и 20% ПЭГ у штам-
мов Sp7.4 и Sp7.8 по сравнению с показателями,
характеризующими рост культур, сформирован-
ных без ПЭГ (A590 бактериальной культуры без
ПЭГ) (табл. 1). Показатели роста планктонных
культур Sp7.4 в присутствии всех использованных
концентраций ПЭГ превышали значения, харак-
терные для культур Sp7 и Sp7.8 (табл. 1). Возмож-
но, устойчивость роста планктонных культур
Sp7.4 к осмотическому стрессу обусловлены мор-
фологией клеток этого штамма (рис. 1).

Присутствие ПЭГ влияло на подвижность азо-
спирилл. Так, в присутствии 5% ПЭГ существен-
но снижалась скорость движения плавающих
клеток Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 (табл. 1). Дальнейшее
повышение концентрации ПЭГ (10–25%) блоки-
ровало подвижность планктонных клеток. ПЭГ
также негативно влиял на формирование макро-
колоний бактериями всех исследованных штаммов
на полужидких агаризованных средах (табл. 1). На
полужидкой среде, содержащей 0.3% агара, ПЭГ
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Рис. 1. Изменение длины (а) и ширины (б) клеток в биопленках, формируемых штаммами A. brasilense Sp7 (1), Sp7.4 (2)
и Sp7.8 (3), на стекле под жидкой МСС с NH4Cl (1) или без связанного азота (2) в течение 7 сут. 0 сут
культивирование – размер планктонных клеток, использованных для инокуляции.
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в концентрации 5% блокировал подвижность
плавающих клеток (клетки оставались в точке
инокуляции в полужидкую среду) (табл. 1). При
увеличении плотности агара до 0.4–0.5% азоспи-
риллы перемещались в присутствии 5% ПЭГ,
формируя колонии роящихся бактерий, хотя и

меньшего диаметра, чем в контроле без стресса
(табл. 1).

Анализ формирования азоспириллами био-
пленок в условиях водного стресса (в присут-
ствии ПЭГ) показал, что концентрация ПЭГ по-



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 6  2022

АНАЛИЗ УСТОЙЧИВОСТИ К ОСМОТИЧЕСКОМУ СТРЕССУ БИОПЛЕНОК 701

разному влияет на накапливание биомассы в
биопленках разных штаммов исследуемых мик-
роорганизмов (рис. 2а). Штаммы Sp7 и Sp7.4 фор-
мировали биопленки с минимальным количеством
биомассы под МСС с NH4Cl, содержащей от 15
или от 10% ПЭГ соответственно. Под средой без
азота оба штамма накапливали минимальное ко-
личество биомассы в присутствии ПЭГ от 10%
(рис. 2а). В случае Sp7.8, независимо от присут-
ствия NH4Cl, меньше всего биомассы накаплива-
лось в пленках, сформированных под МСС с кон-
центрацией ПЭГ от 20%. Под средой с 5% ПЭГ
биопленки этого штамма содержали даже больше
биомассы, чем в контроле без стресса. Вариант
Sp7.8, формируя биопленки в присутствии ПЭГ
(5–15%), накапливал больше биомассы, чем
штаммы Sp7 и Sp7.4 (рис. 2а).

Анализ влияния осмотического стресса на респи-
раторную активность биопленок азоспирилл. В дру-
гой серии экспериментов было исследовано вли-
яние ПЭГ на уже сформированные (после 7 сут
культивирования) биопленки. Зрелые биопленки
инкубировали со средами, содержащими различ-
ные концентрации ПЭГ, в течение 10 дней. Затем
измеряли респираторную активность биомассы
биопленок (показатель метаболической активно-
сти клеток; Петрова и соавт., 2021). В биопленках
Sp7, сформированных под средой с азотом, сни-
жение респираторной активности более чем на
70% по сравнению с контролем (без стресса) про-
исходило при концентрации ПЭГ в среде 15–25%
(рис. 2б). У зрелых биопленок Sp7.8 из среды с

азотом существенное уменьшение респиратор-
ной активности наступало после их инкубации с
25% ПЭГ (рис. 2б). В пленках Sp7 и Sp7.8, образо-
ванных под МСС без азота, уменьшение дыха-
тельной активности на аналогичную величину
случалось при инкубации с ПЭГ в концентрации
от 10%. В случае Sp7.4 снижение уровня респира-
торной активности (более чем на 70%) происхо-
дило в присутствии 5% ПЭГ, независимо от нали-
чия азота в среде (рис. 2б).

Необходимо отметить, что уровень метаболи-
ческой активности в пленках Sp7.8, сформиро-
ванных без стресса под средой с азотом, превос-
ходил аналогичные показатели у родительского
штамма или варианта Sp7.4 в присутствии всех
исследованных концентраций ПЭГ (рис. 2б). По-
добный ответ на присутствие ПЭГ был характе-
рен для пленок Sp7, сформированных под средой
без азота (рис. 2б).

Определенный вклад в устойчивость азоспирилл
к водному стрессу могут вносить углеводсодержа-
щие составляющие матрикса (Vurukonda et al., 2016;
Шелудько и соавт., 2018; Gannesen et al., 2019), кото-
рые в биопленках являются частью многокомпо-
нентной системы, опосредующей сродство пленок
азоспирилл к различным субстратам и их струк-
турную целостность (Wang et al., 2017; Шелудько и
соавт., 2018). Оценка содержания углеводсодержа-
щих компонентов в матриксе, полученном из смы-
той с поверхности стекла биомассы биопленок, по-
казала, что из биопленок Sp7.4, по сравнению с Sp7
и Sp7.8, экстрагировалось меньше углеводных со-

Таблица 2. Влияние NH4Cl в среде МСС на относительное количество биомассы биопленок A. brasilense (а, д) и
ее характеристика (б‒г, е)

Примечание. * Биомассу биопленки смывали 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0), в полученной суспензии определяли КОЕ. ** 7-ми
дневные биопленки высушили и хранили 10 сут при 37°C, биомассу смывали 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0), в полученной суспензии
определяли КОЕ. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA) анализа представлены заглавными или строчными
буквами; разными буквами обозначены статистически значимые различия между средними. В колонке (а) сравнения прово-
дили в строке, в колонках (в‒е) сравнения проводили в столбце; а, А или А – средние значения с наименьшей величиной.

Штамм

Сформированные за 7 сут культивирования под жидкой МСС на стекле биопленки

(а)
A590 

кристаллического 
фиолетового, 

десорбированного 
после окрашивания 

биопленок

(б)
* количество
КОЕ × 1010 
в нативной 
биопленке

(в)
** количество КОЕ в 

сухой биопленке

(г)
содержание 

гликополимеров в 
матриксе,

мкг/биопленка

МСС + L-триптофан, 5 мМ

(д)
A590 

кристаллического 
фиолетового, 

десорбированного 
после окрашивания 

биопленок

(е)
продукция ИУК, 

мкг/мл

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

Sp7 0.79 ± 0.09
а

1.00 ± 0.08
б

1.3 ± 0.2 3.2 ± 0.5 (2.5 ± 0.5) ×
× 101

(4.4 ± 0.7) ×
× 104

72.4 ± 9.6
Б

44.8 ± 4.7
Б

0.57 ± 0.13
А

0.58 ± 0.07
А

23.8 ± 5.2
А

16.0 ± 0.7
А

Sp7.4 0.75 ± 0.10
а

0.81 ± 0.10
а

1.0 ± 0.2 1.3 ± 0.4 (2.3 ± 0.7) ×
× 101

(2.3 ± 0.6) ×
× 101

27.6 ± 3.0
А

36.3 ± 3.5
А

0.67 ± 0.14
А, Б

0.72 ± 0.16
Б

20.0 ± 2.4
А

24.4 ± 2.8
Б

Sp7.8 1.05 ± 0.09
б

0.80 ± 0.12
а

2.4 ± 0.4 1.3 ± 0.3 (1.8 ± 0.3) ×
× 104

(2.5 ± 0.9) ×
× 103

66.8 ± 11.4
Б

43.3 ± 4.0
Б

0.86 ± 0.08
Б

0.55 ± 0.12
А

20.1 ± 4.5
А

16.4 ± 0.6
А
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ставляющих, независимо от наличия азота в среде
выращивания пленок (табл. 2). Бактерии из на-
тивных биопленок этого штамма оказались наи-
более чувствительными к негативному влиянию
ПЭГ (рис. 2б).

Анализ адаптации штамма A. brasilense Sp7 и его
производных к существованию в корневой системе
проростков пшеницы. Количество клеток A. brasi-
lense, прикрепившихся к корням, стабилизирова-
лось в течение 3 ч инкубации суспензии бактерий
с трехсуточными проростками пшеницы. Число
адсорбировавшихся клеток Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 ва-
рьировало в пределах порядка 107 КОЕ/растение
(табл. 3).

После инокуляции штаммами Sp7, Sp7.4 и
Sp7.8 через 6–7 сут бактерии формировали моно- и
многослойные биопленки на поверхности клеток
эпидермиса корня. В зоне всасывания встречались
корневые волоски, покрытые биопленками вдоль
всей поверхности, бактериальные пленки распола-
гались у мест соединения корневых волосков с
поверхностью корня, на кончике корневого во-
лоска (рис. 3).

Охарактеризована численность устойчивых к
высушиванию клеток Sp7, Sp7.4 и Sp7.8, заселив-
ших корни проростков пшеницы и сформировав-
ших там биопленки (гомогенаты инокулирован-
ных корней были высушены при 30°C и заложены

Рис. 2. Влияние ПЭГ 6000 на формирование под жидкой средой штаммами A. brasilense Sp7 (1), Sp7.4 (2) и Sp7.8 (3)
биопленок (а) и респираторную активность (б) сформированных без стресса пленок. Использовали среду МСС с
NH4Cl (1) или без связанного азота (2). Относительное количество биомассы биопленок, сформированных за 7 сут,
оценивали, измеряя A590 кристаллического фиолетового, десорбированного после ее окрашивания. Респираторную
активность биомассы 7-ми сут биопленок, сформированных без стресса, определяли после их культивирования в те-
чение 10 сут с ПЭГ 6000. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA) анализа представлены строчными
буквами; разными буквами обозначены статистически значимые различия между средними. Анализировали влияние
ПЭГ на средние значения измеряемых параметров штамма. а – средние значения с наименьшей величиной.
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на хранение при 37°C). Сухие корни после 10 сут
хранения содержали 105 КОЕ Sp7 или Sp7.8 и
104 КОЕ в случае Sp7.4 (нативные корни до высу-
шивания содержали 109 КОЕ) (табл. 3). Для биоп-
ленок, сформированных на абиотической по-
верхности под МСС, наблюдалась более выра-
женная тенденция снижения численности клеток
в сухих образцах (табл. 2). Вероятно, у азоспи-
рилл, адаптировавшихся к корневой системе рас-
тений, формируется больше клеточных форм,
устойчивых к высушиванию (или в этих условиях
потенциал устойчивости клеток к данному виду
стресса возрастает), по сравнению с бактериями
из биопленок, сформировавшимися в абиотиче-
ских условиях – на стекле под МСС.

Присутствие всех исследованных штаммов
азоспирилл в корневой системе проростков вы-
зывало уменьшение ее длины, увеличение числа
разветвленных корней и деформированных кор-
невых волосков (табл. 3, рис. 3). В корневой си-
стеме перечисленные эффекты могли вызывать
продуцируемые биопленками штаммов Sp7, Sp7.4
и Sp7.8 полисахариды, ИУК или другие фитогор-
моны, модулирующие влияние которых хорошо
охарактеризовано для азоспирилл (Федоненко и
соавт., 2004; Fibach-Paldi et al., 2012; Vurukonda
et al., 2016; Fukami et al., 2018). Биопленки всех
трех штаммов продуцировали сходное количе-
ство ИУК (табл. 2, столбцы г, е).

Бактерии вида A. brasilense имеют многокомпо-
нентный геном, нередко претерпевающий спон-
танные перестройки, в частности, приводящие к
изменению плазмидных профилей штаммов. Пе-
рестройки в ДНК, в том числе изменение плаз-
мидного профиля азоспирилл, могут затрагивать:
морфологию колоний, агрегацию клеток и по-
движность; синтез капсулы и пигментов; продук-
цию экзополисахаридов (ЭПС) и липополисахари-
дов (ЛПС), различных метаболитов; устойчивость к
солевому стрессу, ампициллину и поверхностно-
активным веществам; способность к утилизации
углеводов (Lerner et al., 2010; Петрова и соавт.,
2010; Volfson et al., 2013; Кацы, Петрова, 2015). Ти-
повой штамм A. brasilense Sp7 имеет плазмиды с
молекулярной массой 90 (pRhico), 115 (p115) и бо-
лее 300 МДа. У использованных в настоящей ра-
боте спонтанных вариантов A. brasilense Sp7.4 и
Sp7.8 отсутствовала 115-МДа плазмида и измени-
лась кажущаяся молекулярная масса pRhico, состав-
ляющая соответственно ~131 и 124 МДа (Петрова и
соавт., 2010; Кацы, Петрова, 2015). В настоящем ис-
следовании мы наблюдали, что спонтанные вари-
анты A. brasilense Sp7.4 и Sp7.8, так же как и роди-
тельский штамм, колонизировали корни, форми-
ровали на них биопленки и оказывали влияние на
морфологию корневой системы. Биопленки ва-
риантов, как и Sp7, продуцировали полисахариды
и фитогормон ИУК. Адаптируясь в корневой си-
стеме проростков пшеницы, все три штамма фор-

Таблица 3. Влияние инокуляции A. brasilense на корневую систему проростков пшеницы

Примечание. * Сухие корни, хранившиеся 7 сут при 37°C. ** Cтерильные растения. Результаты однофакторного дисперсион-
ного (ANOVA) анализа в колонке (г) представлены строчными буквами; разными буквами обозначены статистически значи-
мые различия между средними. Сравнения проводили в столбце. А или А – средние значения с наименьшей величиной.

Штамм

Число 
прикрепивших

ся бактерий
Проросток после 7-ми дней культивирования с бактериями

(а)
КОЕ × 107, 

высеваемые из 
корневой 

системы 3-х 
дневных 

проростков

высеваемые из 
корневой системы

(г)
морфология корней

длина 
корней, мм

биомасса, мг

развет-
вленные 
корни, %

деформи-
рованные 
корневые 

волоски, %
сырая сухая

(б)
КОЕ × 109

(нативные 
корни)

(в)
КОЕ × 105

(сухие 
корни*)

к** 0 0 0 56.3 ± 10.5
Б

26.4 ± 4.4
А

5.2 ± 0.3
А

36.7 ± 4.1
А

16.3 ± 1.6
А

Sp7 3.1 ± 0.5 3.1 ± 0.4 1.3 ± 0.3 35.7 ± 7.0
А

32.5 ± 3.3
Б

5.1 ± 0.3
А

55.4 ± 4.1
Б

37.3 ± 2.8
Б

Sp7.4 1.3 ± 0.3 1.3 ± 0.3 0.4 ± 0.04 38.6 ± 6.7
А

37.9 ± 5.1
Б

5.7 ± 0.3
Б

52.4 ± 3.1
Б

35.6 ± 2.7
Б

Sp7.8 1.4 ± 0.3 2.0 ± 0.3 1.3 ± 0.2 43.4 ± 7.7
А

36.3 ± 4.5
Б

5.5 ± 0.3
Б

56.7 ± 3.0
Б

41.3 ± 2.6
В
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мировали клеточные формы, устойчивые к высу-
шиванию. Клеточные формы, устойчивые к высу-
шиванию, являются частью системы механизмов,

способствующих выживанию микробной попу-
ляции в условиях водного стресса. Такие клетки у
азоспирилл охарактеризованы как цистоподоб-

Рис. 3.  Морфология корневых волосков в корневой системе стерильных (а) и инокулированных штаммами A. brasi-
lense Sp7 (б), Sp7.4 (в) и Sp7.8 (г) проростков пшеницы после 7 дней культивирования в жидкой среде. Масштабная
метка ‒ 25 мкм.

(а)

(б)

(в)

(г)
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ные формы (ЦП-формы) (Sadasivan et al., 1987;
Malinich, Bauer, 2018; Шелудько и соавт., 2020).
ЦП-формы азоспирилл сравнивают с цистами
азотобактера (Berg et al., 1980). Заметным отличи-
ем ЦП-форм Azospirillum от цист Azotobacter явля-
ется отсутствие четкой дифференциации внеш-
него слоя на экзину и интину (Berg et al., 1980). В
биопленках A. brasilense Sp7 для ЦП-форм харак-
терен морфологический и функциональный по-
лиморфизм (Wang et al., 2017; Шелудько и соавт.,
2020). Очевидно, в сухих биопленках после гибе-
ли вегетативных клеток (Sadasivan et al., 1987; Ma-
linich, Bauer, 2018; Шелудько, 2020) жизнеспособ-
ность сохраняется только у цистоподобных форм.

В условиях, моделирующих осмотиче-
ский/водный стресс, подавлялась подвижность
планктонных и роящихся клеток штаммов Sp7,
Sp7.4 и Sp7.8. Непроникающий осмотический агент
ПЭГ, использованный для создания условий ос-
мотического стресса, в концентрации 10% блоки-
ровал движение клеток, плавающих при помощи
полярного жгутика (Fla) в жидкой планктонной
культуре. ПЭГ в концентрации 5% подавлял ско-
рость плавающих бактерий в планктонной куль-
туре, а на полужидкой среде, содержащей 0.3%
агара, блокировал. При увеличении плотности
агара до 0.4–0.5% азоспириллы синтезируют до-
полнительно многочисленные латеральные жгу-
тики (Laf) (Petrova et al., 2020). Бактерии на этих
средах продолжают перемещаться в присутствии
5% ПЭГ, формируя колонии роящихся клеток, но
меньшего диаметра, чем в контроле без стресса.

При достаточной влажности ризосферные
микроорганизмы слабо адсорбируются на по-
верхности частиц почвы и, следовательно, могут
перемещаться к корням растений (Oliveira et al.,
2004). Так, азоспириллы при 20% влажности поч-
вы мигрируют от растения к растению (Bashan,
1986). Экспериментальная модель, в которой для
стабильного и воспроизводимого снижения вод-
ного потенциала используется агаризованная
среда с инфузией ПЭГ, близка к агрономическим
засухе/водному стрессу в почве (Frolov et al.,
2017).

ПЭГ в концентрациях, подавляющих/блоки-
рующих подвижность плавающих/роящихся бак-
терий (5–10%), не оказывал значительного влия-
ния на способность Sp7 и Sp7.8 формировать
биопленки и не ингибировал метаболическую ак-
тивность клеток этих штаммов в биопленках,
сформированных без стресса. Показатели, харак-
теризующие устойчивость биопленок спонтанного
варианта Sp7.8 к условиям осмотического стрес-
са/высушиванию, превосходили аналогичные па-
раметры у родительского штамма или варианта
Sp7.4. Биопленки Sp7.4 оказались наиболее вос-
приимчивыми к негативному влиянию осмотиче-
ского стресса, однако при тех же концентрациях

ПЭГ планктонные культуры этого штамма росли
лучше, чем культуры Sp7 и Sp7.8.

Типовой штамм A. brasilense Sp7 используют в
качестве модели в исследованиях, направленных на
подбор ризосферных бактерий, способных повы-
шать устойчивость злаковых культур к негативному
влиянию засухи/водного стресса (Notununu et al.,
2022). Полученные нами данные свидетельствуют
о том, что бактерии этого штамма формируют
биопленки в условиях негативного воздействия
осмотического/водного стресса. В биопленках
клетки A. brasilense Sp7 приспосабливаются к
условиям, моделирующим засуху/изменение вод-
ного режима. Таким образом, наши результаты
анализа устойчивости биопленок A. brasilense Sp7
к осмотическому стрессу и имеющиеся литера-
турные данные (Ansari, Ahmad, 2019; Ansari et al.,
2021) позволяют использовать данный признак
при отборе ризобактерий, перспективных для
применения в борьбе со стрессом растений, обу-
словленном засухой. Варианты A. brasilense Sp7.4
и Sp7.8, являющиеся производными A. brasilense
Sp7, интересны для дальнейших исследований,
направленных на отбор перспективных штаммов,
повышающих устойчивость растений к засухе.
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Abstract—Polyethylene glycol (PEG 6000) was used to establish osmotic stress conditions during growth of
the type strain Azospirillum brasilense Sp7 and its spontaneous variants Sp7.4 and Sp7.8, because it causes a
stable decrease in the water potential and thus makes it possible to simulate the effect of drought on the bac-
terial population. While PEG suppressed the motility of azospirilla, it had no effect on the ability of strains
Sp7 and Sp7.8 to form biofilms, as well as on the metabolic activity of the biofilms formed in the absence of
stress. PEG 6000-caused osmotic stress promoted biofilm formation in Sp7.8. While the biofilms of the Sp7.4
variant were those most sensitive to the negative effect of the water stress, the growth variables of the plank-
tonic culture of this variant under stress conditions exceeded the values for both Sp7 and Sp7.8. In biofilms,
strains Sp7, Sp7.4, and Sp7.8 produced polysaccharides and the plant hormone IAA; desiccation-resistant
cell forms emerged. The variants Sp7.4 and Sp7.8, similarly to Sp7, formed biofilms during plant root colo-
nization and affected the morphology of the root system of wheat seedlings. Our results show that sponta-
neous variants of strain Sp7 may be of interest for further research directed at selection of promising Azospi-
rillum strains to enhance the drought resistance of plants.

Keywords: osmotic stress, water stress, drought, biofilms, dormant forms, drying
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