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Аннотация. Изоляты клубеньков фасоли Ф4, Ф5 и Ф6 содержали помимо ризобий бактерии других видов (бациллы), которые 
проявляли к ним нейтрализм и слабую фунгистатическую активность против Fusarium oxysporum. Обработка семян изолятами в дозе 
107 кл./мл в два раза стимулировала рост осевых органов проростков по сравнению с контролем без инокуляции, но при внесении пре-
парата в дозе 109 кл./мл данный эффект не выявлялся. Полевая эффективность бактериальных препаратов зависела как от сорта, так 
от гидротермических условий среды. При обработке сорта Золотистая изолятами Ф4 и Ф6 масса семян увеличилась на 19 и 28 % по 
сравнению с контролем в широком диапазоне гидротермических условий. Обработка сорта Уфимская положительно влияла на урожай 
семян только при взаимодействии с изолятом Ф5 при ГТК≥1. Инокуляция фасоли сорта Эльза была неэффективна. При достаточном 
влагообеспечении (ГТК=1) в отдельных сорт-штаммовых комбинациях замечено как увеличение, так и снижение количества клубень-
ков по сравнению с неинокулированным контролем, коррелирующее с урожаем. При ГТК < 1 в большинстве вариантов бактериальных 
обработок клубеньки не образовались, а у растений с клубеньками в этих условиях урожай был ниже контроля. Обработки растений 
сорта Уфимская изолятом Ф6 и сорта Золотистая изолятом Ф4 положительно влияли на снижение развития корневых болезней.
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Abstract. Bean nodule isolates F4, F5, and F6 contained, in addition to rhizobia, bacteria of other species (bacilli), which showed 
neutralism to them and weak fungistatic activity against Fusarium oxysporum. Treatment of seeds with isolates at a dose of 107 cells / ml 
twice stimulated the growth of the axial organs of seedlings compared to the control without inoculation, but this eff ect was not detected 
when bacteria were added at a dose of 109 cells / ml. The fi eld eff ectiveness of bacterial biologicals depended both on the variety and on the 
hydrothermal conditions of the environment. Inoculation of variety Zolotistaya with isolates F4 and F6 contributed to increase of the mass 
of seeds by 19 and 28 % in comparison with the control in a wide range of hydrothermal conditions. Treatment of the Ufi mskaya variety had 
a positive eff ect on the seed yield only when interacting with isolate F5 at GTC ≥1. Elsa bean inoculation was ineff ective. With suffi  cient 
moisture supply (GTC 1) in individual cultivar-strain combinations, both an increase and a decrease in the number of nodules were observed in 
comparison with non-inoculated control, which correlated with the yield. At GTC <1, in most variants of bacterial treatments, nodules were not 
formed, and the yield was lower than the control in plants with nodules under these conditions. Treatment of plants of the Ufi mskaya variety 
with isolate F6 and the variety Zolotistaya with isolate F4 had a positive eff ect on reducing the development of root diseases.
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Введение. Фасоль – важная продовольственная культура для производства полноценного белка. Плоды и семена 
фасоли богаты углеводами, витаминами, минеральными веществами, ненасыщенными жирными кислотами, такими 
как линолевая и олеиновая кислоты [11]. В России в последние годы фасоль стали активнее внедрять в сельскохозяй-
ственное производство. Для этого создаются новые сорта и линии с улучшенными адаптивными свойствами [7, 8], 
изучаются различные агротехнологические приемы возделывания фасоли [5].

Одним из способов повышения продуктивности и устойчивости бобовых растений к стрессам является обра-
ботка семян клубеньковыми бактериями (ризобиями) и бессимптомно живущим внутри различных растительных 
тканей эндофитными бактериями [2, 14]. В клубеньках эндофитные бактерии соседствуют с ризобиями и могут фор-
мировать с ними либо нейтральные, либо антагонистические взаимоотношения [12, 18]. Совместимые между собой 
консорциумы микроорганизмов могут являться основой биопрепаратов [19]. Показано, что не образующим клубень-
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ки эндофитным бактериям, выделенным из корней фасоли, присущ ряд свойств, определяющих их биоконтрольное 
воздействие на возбудителей болезней и стимулирующее влияние на рост растений [20]. Следовательно, положи-
тельное влияние на урожай бобовых растений может оказывать обработка семян не только азотфиксирующими риз-
обиями [1], но и природными ассоциациями ризобий и эндофитных бактерий, обеспечивающими синергетический 
эффект повышения продуктивности растений [17, 19]. Но при этом важно учитывать роль абиотических факторов, 
которые могут изменять характер симбиотических отношений [10], а также сортовые предпочтения растений к опре-
деленному эндофитному микробиому [13]. Целью данной работы являлось изучение свойств изолятов эндофитных 
бактерий, выделенных из клубеньков фасоли, и влияния инокуляции ими разных сортов фасоли на семенную продук-
тивность, клубенькообразование и корневые болезни в различных агроклиматических условиях Предуралья.

Методика исследований. Объектом исследования являлись районированные сорта фасоли Уфимская и Золоти-
стая, а также сорт Эльза (образец № к-14693 из коллекции ВИР). Эталонные штаммы Fusarium oxysporum и Rhizobium 
leguminosarum bv. phaseoli 2630 (ВНИИСХМ) получены из коллекции БНИИСХ УФИЦ РАН. Изоляты эндофитных бак-
терий Ф4, Ф5 и Ф6 были выделены на бобово-глюкозный агар (БГА) и мясо-пептонный агар (МПА) из поверхностно 
стерилизованных клубеньков растений фасоли сорта Уфимская, выращенных на серой лесной почве, согласно протоколу, 
описанному ранее [3]. Для оценки ростстимулирующего действия изолятов бактериальную массу смывали с питательно-
го агара стерильной водой, заданную плотность клеток получали при сравнении со стандартом мутности и проведении 
кратных разведений. Семена фасоли сорта Золотистая поверхностно стерилизовали 10 минут раствором диацида и про-
мывали стерильной водой. По 30 семян каждого варианта обработки погружали на 30 мин в суспензию бактерий, затем 
раскладывали на влажные бумажные фильтры в чашки Петри с 10 мл воды. Инкубировали при 22 С в темноте. Длину 
осевых органов проростков измеряли на 4-е сутки. Антагонистическую активность по отношению к Fusarium oxysporum 
и Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli оценивали методом агаровых блоков, инкубируя культуры при 28 С.

Полевые исследования проводили в период с 2007 по 2010 г. в различных агроклиматических условиях Южного Преду-
ралья на территории Республики Башкортостан (РБ). Благоприятные условия (ГТК 1,0-1,5) для роста растений отмечались в 
2008–2009 гг. (Иглинский район). Развитие растений в 2007 г. (Иглинский район) проходило в условиях избыточного увлаж-
нения (ГТК более 1,5). Засушливые условия (ГТК 0,5–1,0) наблюдались в 2009 г. (Чишминский район) и в 2008 г. (Уфимский 
район), 2010 год являлся критически засушливым (ГТК<0,5) для всех районов РБ. Экспериментальные участки были разме-
щены на разных типах почв: серой лесной почве с содержанием гумуса 3,8–4,8 % и pH 5,9–6,2 (Иглинский, Чишминский и 
Уфимский районы РБ), черноземе выщелоченном с содержанием гумуса 6,8–8,5 % и pH 6,4–6,8 (Уфимский и Бакалинский 
районы РБ), черноземе типичном с содержанием гумуса 7,4–8,1 %; pH 6,7–6,8 (в Мелеузовском и Баймакском районах). По-
сев семян фасоли проводили вручную широкорядным способом с междурядьями 45 см и нормой высева 15 штук всхожих 
семян на 1 п.м. (333 тыс. шт./га), размещая делянки с учетной площадью 1,8 м2 в трех повторах. Сроки посева – 1-я декада 
июня. Сроки уборки – 1-я декада сентября. Характеристики продуктивности и болезни корней анализировали индивидуаль-
но у 60 растений с каждого варианта обработки в фазе полного созревания семян. Клубенькообразование учитывали по числу 
активных розовых клубеньков у каждого из 20 растений в стадии бутонизации. Статистическая обработка включала вычи-
сление средних арифметических значений, стандартные ошибки и наименьшие существенные различия (НСР) при р<0,05.

Результаты исследований. В изолятах клубеньков Ф4, Ф5, Ф6 из 2–5 морфотипов бактерий доминировали два. 
Бактерии первого морфотипа под микроскопом имели форму грамотрицательных палочек, не образующих спор, на сре-
де БГА отличались прозрачно-кремовыми слизистыми колониями с ровным краем, при этом на среде МПА рост таких 
бактерий отсутствовал. При инокуляции стерилизованных семян фасоли чистыми культурами этих бактерий на 24-днев-
ных растениях фасоли формировались округлые клубеньки. По совокупности признаков эти бактерии были отнесены к 
Rhizobium leguminosarum. Бактерии второго морфотипа на обеих средах БГА и МПА характеризовались кремовыми полу-
сухими колониями с морщинистой сердцевиной и волнистым краем, под микроскопом представляли собой грамположи-
тельные споробразующие палочки, сходные по морфологии с бактериями рода Bacillus. В течение длительного хранения 
смешанных культур изолятов наблюдалось относительное постоянство бактериального состава.

Изоляты Ф4 и Ф6 на 3-и сутки сдерживали развитие Fusarium oxysporum: зона подавления патогена составила 2 
и 3 мм от края агарового блока с бактериями до грибного газона (табл. 1). Изолят Ф5 не проявлял антигрибного воз-
действия. На 5-е сутки антагонистическое влияние бактерий ослабло. Таким образом, исследованные культуры ока-
зали временное фунгистатическое действие на развитие Fusarium oxysporum. По отношению к эталонному штамму 
Rhizobium leguminosarum 2630 со стороны изолятов Ф4, Ф5 и Ф6 антагонизма не наблюдалось. Положительное вли-
яние бактерий на рост осевых органов зависело от дозы вносимых клеток: при внесении бактерий в дозе 107 кл./мл 
длина инокулированных проростков был в 2 раза больше, чем у контрольных растений. При обработке семян бакте-
риями в дозе 109 кл./мл, во всех вариантах инокуляции длина осевых органов проростков не отличалась от контроля.

Таблица 1

Способность изолятов клубеньков фасоли к биоконтролю патогена и стимуляции роста
растений фасоли сорта Золотистая в модельных условиях

Вариант инокуляции
Зона подавления Fusarium oxysporum, мм Длина осевых органов проростков, мм

на 3-и сутки на 5-е сутки 107 кл./мл 109 кл./мл

Без инокуляции – – 11,4 ± 1,8 13,3 ± 2,6

Эталонный штамм 2630 0 0 14,2 ± 2,5 11,3 ± 2,1

Изолят Ф4 2 ± 0,3 0 24,0 ± 4,1 11,9 ± 2,4

Изолят Ф5 0 0 24,5 ± 3,3 9,3 ± 1,8

Изолят Ф6 3 ± 0,4 0 22,0 ± 3,2 14,1 ± 2,1

Примечание: здесь и далее в таблицах указаны среднеарифметические и их стандартные ошибки при р<0,05
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В исследованиях микробиома корней фасоли в отношении потенциала к биоконтролю корневых болезней было 
показано, что из 90 изолятов эндофитных и ризосферных бактерий фасоли только 12 штаммов ингибировали рост 
грибных фитопатогенов Fusarium sp., Macrophomina sp. и Alternaria sp. [20]. Следовательно, выявленное в нашем 
исследовании отсутствие высокой антифунгальной активности у изолятов клубеньков, является их обычным свой-
ством. Биоконтрольное влияние эндофитных бактерий часто связывают с индукцией ими фитоиммунитета [16]. По-
давление роста грибного патогена бактериальными эндофитами клубеньков гороха может быть направлено и по 
отношению к ризобиям [4], что нежелательно. Поскольку изоляты Ф4, Ф5 и Ф6 были отобраны нами по сохранности 
ризобий в консорциумах, отсутствие антагонистической активности против грибного патогена было ожидаемым.

Зависимое от концентрации бактериальных клеток росторегулирующее действие изученных изолятов на рост ра-
стений может быть связано с влиянием бактериальных фитогормонов, например, индолил-3-уксусной кислоты (ИУК). 
Для растений гороха был установлен пороговый уровень экзогенной ИУК, выше которого стимулирующий эффект 
менялся на противоположный [6]. На растениях гвоздики инокуляция растений ИУК-продуцирующими бактериями 
Klebsiella SGM81 только в дозах от 102 до 105 КОЕ/мл приводила к фенотипу улучшенного роста корней, тогда как 
внесение бактерий в дозе 108 КОЕ/мл ухудшало показатели роста корней [15]. Эти данные свидетельствуют о необходи-
мости эмпирически подбирать дозу клеток в инокулянте для каждого вида растений. В дальнейшем для инокуляции в 
полевых условиях нами была использована плотность бактерий в инокулюме, не превышающая 107 кл./мл.

Результат предпосевной инокуляции семян в полевых условиях зависел от сорта фасоли и гидротерми-
ческих условий сезона (табл. 2). Растения сорта Золотистая при обработке изолятами Ф4 и Ф6 увеличили 
семенную продуктивность на 19 и 26 % по сравнению с неинокулированным контролем в нормальных условиях 
влагообеспеченности. Обработка этими изолятами на 28 и 38 % повысила урожай семян данного сорта при умеренной 
(Ф4) и при сильной засухе (Ф6). У растений сорта Уфимская увеличение массы семян по сравнению с контролем 
без инокуляции отмечено при обработке только изолятом Ф5 и только в условиях нормальной влагообеспеченности: 
при ГТК≥1 – на 29 % и в засуху при поливе – в 3 раза. При недостатке влаги инокуляция сорта Уфимская снижала 
семенную продуктивность. Сходная реакция на инокуляцию была замечена и для сорта Эльза. Возможно, при уме-
ренной засухе (ГТК = 0,9) происходит разбалансировка заложенной в генотипе сорта программы защиты от стресса 
и индуцируемой бактериями программы стимуляции роста, которая в данных условиях оказывается энергетически 
невыгодной. Более широкий диапазон колебаний в урожайности инокулированных растений был замечен у сортов 
Эльза и Золотистая, которые отличались меньшим адаптивным потенциалом по сравнению с сортом Уфимская [9].

Таблица 2
Семенная продуктивность (г/раст.) фасоли при инокуляции бактериальными ассоциациями в различных климатических условиях

Сорт Без инокуляции Эталонный штамм 2630 Ф4 Ф5 Ф6

Опт и ма л ьные ги д р от е рм и че ск ие ус лови я,  ГТК ≥  1,0

Золотистая 8,1  0,7 8,0  0,6 9,7  0,7 9,3  0,6 10,2  0,6

Уфимская 7,3 ± 0,5 5,5 ± 0,4 7,1 ± 0,8 9,4 ± 0,5 6,5 ± 0,4

Услови я у ме ренной за с у х и ГТК = 0,9

Золотистая 6,5 ± 0,3 7,9 ± 0,4 8,3 ± 0,7 3,3 ± 0,2 6,5 ± 0,4

Уфимская 7,6 ± 0,8 4,8 ± 1,0 4,7 ± 1,4 5,7 ± 1,0 4,0 ± 0,4

Эльза 8,4 ± 0,6 5,1 ± 0,9 4,5 ± 0,5 1,7 ± 0,2 5,9 ± 0,8

Услови я же с ткой засу хи  ГТК < 0,5

Золотистая 1,6 ± 0,8 2,5 ± 0,8 1,2 ± 0,3 1,4 ± 0,5 2,2 ± 0,6

Уфимская 2,1 ± 0,6 0,7 ± 0,3 0,3 ± 0,2 0,3 ± 0,2 1,0 ± 0,4

Уфимская* 2,8 ± 0,9 2,5 ± 0,4 2,7 ± 0,5 9,3 ± 1,4 3,0 ± 0,3

Эльза 0,6 ± 0,2 1,1 ± 0,4 0,8 ± 0,2 1,2 ± 0,6 1,1 ± 0,4

Примеча ние: опыт проводился с поливом до стадии бутонизации

Продукционный процесс бобовых растений зависит от многих факторов, в том числе от симбиотической азотфик-
сации. Эффективность бобово-ризобиального симбиоза, в свою очередь, тесно связана с условиями водообеспеченно-
сти. При ГТК ≥ 1,0 увеличение симбиотического потенциала под влиянием инокуляции отмечено только у растений 
сорта Золотистая (табл. 3), а у растений сорта Уфимская бактеризация либо незначимо влияла на клубенькообразу-
ющую активность по сравнению с контролем (изолят Ф5), либо снижала способность образовывать клубеньки (изо-
ляты Ф4 и Ф6), что, возможно, обусловило отсутствие прибавки урожая в этих вариантах (см. табл. 2). При уменьше-
нии влагообеспеченности (ГТК 0,9) как в контроле без инокуляции, так и во всех вариантах бактериальных обработок 
за исключением изолята Ф5 клубеньки на корнях фасоли всех исследуемых сортов не образовывались (см. табл. 3). 
Это можно связать как с уменьшением экссудации корнями растений аттрактивных веществ для привлечения бактерий, 
так и с сухостью почвы, в которой затруднен таксис бактерий к корням.

Снижение клубенькообразования при инокуляции изолятами эндофитных бактерий может быть связано с анта-
гонистическими взаимоотношениями, возникающими между неризобиальными эндофитами и ризобиями [12]. Хотя 
изученные изоляты не подавляли рост эталонного штамма Rhizobium leguminosarum 2630, но в отношении абориген-
ных ризобий, которые также участвуют в образовании клубеньков, такое влияние нельзя исключить. 

Сорт Уфимская по сравнению другими сортами был больше подвержен корневым гнилям (развитие болезней 
52 %), но при инокуляции изолятом Ф6 заболеваемость снизилась в 4 раза (табл. 4). У растений сорта Золотистая 
(развитие болезней 40 %) отмечено существенное снижение заболеваемости при инокуляции изолятом Ф4. Влияние 
обработок изолятами на корневые гнили устойчивого к ним сорта Эльза было незначимым, тогда как эталонный 
штамм усиливал проявление болезней.
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Таблица 3

Клубенькообразование, шт./раст., фасоли при инокуляции бактериальными ассоциациями 
в различных климатических условиях

Сорт Контроль Эталон 2630 Изолят Ф4 Изолят Ф5 Изолят Ф6

ГТК ≥ 1,0

Золотистая 28,4±3,4 34,1±3,2 41,0±4,0 40,1±4,3 30,3±3,3

Уфимская 22,9±8,6 14,8±5,3 3,1±0,8 20,3±6,0 6,5±1,6

ГТК = 0,9

Золотистая 0 0 0 10,3±2,8 0

Уфимская 0 0 0 0 0

Эльза 0 0 0 13,8±2,9 0

Таблица 4

Заболеваемость корневыми гнилями разных сортов фасоли при инокуляции 
бактериальными ассоциациями при ГТК ≥ 0,9

Сорт Контроль Эталонный штамм 2630 Изолят Ф4 Изолят Ф5 Изолят Ф6

Расп рост раненнос ть боле зн и , %;  НСР
05

 =  6 ,3

Золотистая 76,6 70,0 63,3 63,3 86,6

Уфимская 86,6 70,0 76,6 86,6 43,3

Эльза 54,8 79,3 63,3 46,8 45,2

И н тенси внос ть (ст епен ь) поражени я ра стен ий, ба л л;  НСР
05

 =  0 ,2

Золотистая 2,1 2,4 1,8 1,6 2,4

Уфимская 2,4 2,0 1,7 2,0 0,9

Эльза 1,7 2,1 1,8 1,3 1,4

Ра зви тие болезни,  %; НСР
05

 =  6 ,2

Золотистая 40,2 33,6 28,5 33,7 52,0

Уфимская 52,0 35,0 43,4 57,7 13,0

Эльза 24,1 40,2 28,5 21,7 13,1

Несмотря на выявленное в данном исследовании отсутствие прямого антагонизма по отношению к F. oxyspo-
rum in vitro, бактериальные изоляты снижали интенсивность поражения корневыми гнилями у инокулированных 
растений в полевых условиях. Это может быть связано с участием бактерий в индукции защитных фитоиммунных 
реакций растений и/или в конкуренции с патогенами за свою экологическую нишу [16].

Заключение. Выделенные из клубеньков фасоли целостные изоляты клубеньков Ф4, Ф5 и Ф6 содержали помимо 
ризобий другие виды бактерий, которые находились с ризобиями в нейтральных отношениях, проявляли слабую фунги-
статическую активность против Fusarium oxysporum. Инокуляция семян фасоли изолятами Ф4, Ф5 и Ф6 в дозе 107 кл./мл 
in vitro способствовала стимуляции роста корня по сравнению с контролем, но при увеличении этой дозы на два порядка 
данный эффект не выявлялся. В полевых условиях влияние инокуляции фасоли изолятами клубеньков на семенную про-
дуктивность зависело от сорта растений и применяемых бактерий. Сорт Золотистая положительно отзывался на инокуля-
цию изолятами Ф4 и Ф6 в широком диапазоне гидротермических условий. Сорт Уфимская давал урожай выше контроля 
только при инокуляции изолятом Ф5 при достаточной влагообеспеченности. Сорт Эльза реагировал на инокуляцию либо 
негативно, либо нейтрально по сравнению с контролем. Инокуляция отдельными изолятами способствовала увеличению 
клубенькообразования при взаимодействии с сортом Золотистая и привела к снижению развития болезней у растений 
сорта Уфимская. Бактериальные изоляты клубеньков рассматриваются как перспективный объект для разработки на их 
основе биопрепаратов с учетом специфичности определенных сорт-штаммовых комбинаций и гидротермических усло-
вий, оказывающих существенное влияние на эффективность симбиоза.
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