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В последние годы наметился повышенный спрос на бобовые культуры в России. Так, в 

2017 году размер площадей под сою вырос по отношению к 2016 году на 16.9% и до-

стиг рекордных отметок в 2 604.3 тыс. га. Многолетний накопленный научный и прак-

тический задел свидетельствуют о возможности эффективного возделывания этой 

ценной культуры в широком ареале.  

Еще одной ценной бобовой культурой является нут. В России посевы нута встреча-

ются на Северном Кавказе, в Ставропольском и Краснодарском краях, на юго-

востоке страны и в Западной Сибири. Посевная площадь его составляет около 

20 тыс. га.  

Важную роль в формировании высоких урожаев бобовых культур играют специфиче-

ские клубеньковые бактерии, вступающие в симбиоз с растением. В современных тех-

нологиях выращивания бобовых широко используются биопрепараты на основе высо-

коэффективных штаммов специфических ризобий, что позволяет получать высокие 

стабильные урожаи на биологическом азоте, т.к. он наиболее полно усваивается рас-

тениями [1]. 

Целью работы является выделение эндофитных бактерий из клубеньков растений бо-

бовых культур, получение чистых культур штаммов, их идентификация и изучение 

свойств. Объектом исследования являлись штаммы бактерий – Bradyrhizobium 

japonicum – вид клубеньковых бактерий, сапрофитный азотфиксирующий симбионт 

сои (Glycine max), а также штаммы бактерий – Mesorhizobium ciceri – вид клубеньковых 

бактерий, азотфиксирующий симбионт нута (Cicer arietinum).  

Штаммы были выделены из клубеньков сои и нута, возделываемой в Уфе на опытных 

полях. Выделение аборигенных клубеньковых бактерий проводили по стандартной 
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методике [2] в модификации В. А. Тильбы и С. А. Бегуна [3]. Для этого были отобраны 

хорошо развитые растения в фазе цветения – плодообразования и с их корней отбира-

ли крупные клубеньки.  

При идентификации клубеньковых бактерий на основе культурально-морфологи-

ческих методов нами выявлено 7 штаммов Bradyrhizobium japonicum и 5 штаммов 

Mesorhizobium ciceri. Идентификация по морфологическим признакам проводилась по 

определителю Берджи. Для выделения штаммов бактерий поверхностно стерильные 

клубеньки разрушали пинцетом, и выделяли срединную часть клубенька, которую ис-

пользовали для высева на поверхность твердой питательной среды, с последующим 

выделением колоний 

Определение вирулентности штаммов проводили по методике З. Г. Разумовской.  

Для этого приготовили питательную среду следующего состава: К2НРО4, МgSO4, CaCO3, 

FeSO4, HBO3, MnSO4, агар, разливали в большие биологические пробирки высотой сре-

ды 4 см, закрыв ватно-марлевыми пробками, стерилизовали при 121ºС в течение 

20 мин. Одновременно стерилизовали семена сои. Сначала семена обрабатывали 

спиртом (для лучшей их смачиваемости), затем промывали стерильной водой и по-

мещали в стерильные колбы с 0.1%-ным раствором сулемы и выдерживали семена в 

течение 10 мин. 

По истечении времени обработки семена 4-х кратно промывали стерильной водой. 

Затем семена переносили в среду с МПА на сутки для исключения контаминации. 

Отобранные простерилизованные семена помещали в чашки Петри с фильтровальной 

бумагой с тонким слоем стерильной воды на 3 суток. К тому времени семена прорас-

тали (длина проростков – 3–5 мм). После прорастания семена стерильным пинцетом 

переносили в условия in vitro с агаровой средой, инокулировали 1 мл суспензией куль-

туры (24 штаммов) клубеньковых бактерий титром 107, каждый вариант – в 3-х по-

вторностях. Пробирки снаружи обертывали черной пленкой на высоту 5 см, для созда-

ния корням затемненных условий. Растения in vitro выращивали в условиях искус-

ственного освещения 10 часового светового дня, при 23°С, влажности – 70%, на фито-

троне.  

Контроль – без инокуляции. При изучении процесса инфицирования в течение 

15 дней ежедневно проводились наблюдения за корневой системой инокулированных 

растении сои. Корни просматривали под световым микроскопом по всей длине участ-

ками по 3 мм, подсчитывали на каждом участке общее количество корневых волосков, 

число искривленных как ручка зонтика, число специфически искривленных.  

Определено, что среди выделенных штаммов вирулентными оказались 5 штаммов 

Bradyrhizobium japonicum и 4 штамма Mesorhizobium ciceri. 
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Эффективность данных штаммов по способности образовывать на растениях бобовых 

культур активные клубеньки учитывалась по наличию леггемоглобина в центральной 

части клубенька. 

Для этого семена растений бобовых культур (предварительно стерилизованных) зара-

жали штаммами выделенных клубеньковых бактерий и выращивали на светоплощад-

ке до стадии бутонизации. Далее растение извлекали из горшка, отмывали корень от 

субстрата и проводили визуальный анализ образовавшихся клубеньков. 

Измерена нитрогеназная активность каждого штамма методом газовой хроматогра-

фии. Отобраны штаммы с наибольшими показателями нитрогеназной активности: 

Bradyrhizobium japonicum штамм №3 и Mesorhizobium ciceri штамм №2. 

 

Таблица 1 

Штаммы Контроль Bradyrhizobium japonicum Mesorhizobium ciceri 

1 2 3 4 5 1 3 2 4 

Нитрогеназная 

активность 

(мкг/мл/ ч ) 

0.06 0.16 0.205 0.514 0.128 0.242 0.152 0.374 0.133 0.06 

 

Выводы 

Таким образом, на основании полученных данных вирулентности, нитрогеназной ак-

тивности штаммов и их способности образовывать активные клубеньки на корнях 

растений нами были отобраны наиболее эффективные штаммы Bradyrhizobium 

japonicum и Mesorhizobium ciceri. 

Культивирование селектированных штаммов проводили в 2 этапа. Первый – подра-

щивание в колбах на перемещивающем устройстве. Второй – культивирвоание в био-

реакторе.  

Подобраны методы промышленного культивирования селектированных штаммов ри-

зобий. Наработана культуральная жидкость перспективных штаммов ризобий и дока-

зана их эффективность в лабораторных и полевых опытах на инокуляции бобовых 

культур. 

Таким образом, изучены культурально-морфологические свойсва селектированных 

штамммов. Штаммы готовятся к депонированию. 
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