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ВЛИЯНИЕ ОБРАБОТКИ СЕМЯН ЯЧМЕНЯ ШТАММАМИ БАКТЕРИЙ РОДА 
BACILLUS НА АКТИВНОСТЬ КОМПОНЕНТОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ  

В КОРНЯХ ПРОРОСТКОВ ПРИ СОЛЕВОМ СТРЕССЕ

Аннотация. Изучена активность компонентов антиоксидантной системы в корнях проростков ячменя в услови-
ях солевого стресса при обработке семян пятью штаммами спорообразующих бактерий рода Bacillus. Полученные 
данные позволяют сделать вывод о повышении устойчивости к засолению (4 %-ный раствор хлорида натрия, 24 ч) 
корневой системы проростков ячменя, проявляющейся в поддержании скорости роста и развития корней при дей-
ствии штаммов Bacillus amyloliquefaciens (B. am.) 78 ТМ, Bacillus subtilis (B. s.) 7 MP и B. s. М 9/6 в концентрации  
105 клеток/мл. Защитное действие штамма B. am. 78 ТМ сопровождается значительной аккумуляцией пролина,  
а в восстановительный период – накоплением пероксида водорода и активизацией супероксиддисмутазы и перокси-
дазы. Протекторное действие штаммов B. s. M 9/6 и B. s. 7 MP обусловлено, на наш взгляд, значительным накоплением 
пероксида водорода и активацией антиоксидантных ферментов в условиях стресса, а в период адаптации – сохране-
нием повышенного содержания перекиси в сравнении с таковым в стрессовом контроле.
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Abstract. It has been studied the activity components of the antioxidative system in barley roots to five strains bacteria 
Bacillus genus treatment of seeds under salt stress. The data obtained allow to conclude that the higher resistance to salinity 
(4 % NaCl solution, 24 h) the root system of barley seedlings, which manifests itself in maintaining the speed of growth and 
development of roots under the action of Bacillus amyloliquefaciens (B. am.) 78 TM, Bacillus subtilis (B. s.) 7 MP and B. s. M 9/6  
at a concentration of 105 cells/ml. The protective effect of strain B. am. 78 ТМ accompanied by a significant accumulation  
of proline, and in the recovery period the accumulation of hydrogen peroxide and increased superoxide dismutase and peroxi-
dase. The protective action of strains of B. s. M 9/6 and B. s. 7 MP is due, in our opinion, significant accumulation of hydrogen 
peroxide and activation of antioxidant enzymes under stress, and in the period of adaptation the preservation of the high con-
tent of hydrogen peroxide compared with stress control.
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lings under salt stress. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings of the 
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Введение. Основными абиотическими стрессами, ограничивающими рост и продуктивность 
сельскохозяйственных культур, являются засуха и засоление [1, 2]. Как правило, корневая систе-
ма первой подвергается засолению. Высокие концентрации Na+ и/или Cl– в почве вызывают  
у растений осмотический стресс, обусловленный резким падением водного потенциала кор- 
необитаемой среды, а избыточное поступление их в клетки сдвигает ионный баланс, нару- 
шает многие физиологические и биохимические процессы [3]. Осмотический стресс наступает 
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сразу же после повышения концентрации солей в почвенном растворе, что приводит к цепи по-
следовательных событий – ограничению поступления воды и нутриентов, прямому ингибирова-
нию деления и растяжения клеток и, в конечном итоге, к замедлению роста корней [4, 5]. Вторая 
фаза негативного влияния солей, наступающая через несколько дней, обусловлена накоплением  
в клетках солей и ряда промежуточных продуктов, вызывающих отравление растений [3, 6]. 
Кроме того, высокие концентрации Na+ и/или Cl– в клетках способствуют избыточной генерации 
активных форм кислорода (АФК), в том числе наиболее стабильного и способного диффундиро-
вать от места образования пероксида водорода [7]. Нарушение внутриклеточного баланса между 
про/антиоксидантными системами оказывает негативное воздействие на все жизненно важные 
процессы в клетке [8–10]. Формирование устойчивости к окислительному стрессу рассматрива-
ется в качестве одного из компонентов солеустойчивости [11]. 

C другой стороны, корневая система является экологической нишей для почвенных и ризо- 
сферных микроорганизмов, образуя с ними как внутри, так и на поверхности ткани корней сложные 
по таксономическому составу и структурно-функциональной организации ассоциации, оказыва-
ющие на растения полифункциональное воздействие [12]. Известно, что в растительно-микробных 
ассоциациях ризобактерии, в том числе из рода Bacillus, и их метаболиты способны стимулиро-
вать рост и развитие растений, а также повышать устойчивость организмов к биотическим и абио- 
тическим стресс-факторам, включая воздействие на растения засоления [13–15]. Однако до сих 
пор полностью не выяснены механизмы функционирования антиоксидантной системы в корнях 
растений при воздействии ростстимулирующих микроорганизмов в условиях засоления [16–18].

Цель работы – изучение активности компонентов антиоксидантной системы в корнях про-
ростков ячменя при обработке их семян штаммами спорообразующих бактерий рода Bacillus  
в условиях засоления и в восстановительный период.

Объекты и методы исследования. Объектами исследования служили проростки ярового 
ячменя сорта Батька. В работе использованы выделенные из почвы штаммы спорообразующих 
бактерий Bacillus subtilis (B. s.) 10/19, B. s. 7 МР, B. s. М 9/6, Bacillus amyloliquefaciens (B. am.)  
78 ТМ, B. am. 23 ТМ, проявляющие высокую антагонистическую активность к широкому спек-
тру фитопатогеннов. Условия культивирования бактерий детально изложены в работе [19].

Стерилизованные семена ячменя в течение 3 ч замачивали в водных растворах, содержащих 
клетки и споры штаммов бактерий в культуральной жидкости, доведенных до концентрации  
105 клеток/мл, а затем проращивали в рулонах в термостате до появления всходов, после чего 
переносили в световые камеры с освещенностью 13–15 тыс. лк (контролем служили необрабо-
танные семена). Часть 5-суточных проростков на 24 ч помещали в 4 %-ный раствор NaCl, затем 
снова в воду. Морфологические и биохимические параметры растений измеряли непосредствен-
но после действия стрессора (6-дневные проростки) и на 4-е сутки после его отмены (10-дневные 
проростки). Содержание пролина определяли по методу Bates с соавт. [20], общую активность 
растворимой пероксидазы оценивали по Бояркину [21], используя в качестве хромогенного суб-
страта бензидин. Активность супероксиддисмутазы (СОД) определяли по методу, основанному 
на способности нитросинего тетразолия конкурировать с СОД за супероксидные радикалы, об-
разующиеся в результате светоиндуцируемой реакции рибофлавина с метионином [22]. Содер- 
жание белка оценивали по методу Брэдфорд [23], перекиси водорода – по методу с использованием 
красителя ксиленовый оранжевый [24], окрашенных тиобарбитуровой кислотой (ТБК) продук-
тов ПОЛ – по методу, основанному на получении окрашенного комплекса МДА с тиобарбитуро-
вой кислотой (ТБК) при нагревании [25].

Статистическую обработку данных осуществляли общепринятыми методами [26]. В работе 
приведены средние значения и их отклонения, указывающие на величину стандартной ошибки 
средней арифметической.

Результаты и их обсуждение. Анализ физиологических особенностей современных сортов, 
способных давать высокие урожаи при стрессе, показал, что устойчивость у них сочетается  
с относительно высокой скоростью роста в условиях засухи [27]. С агрономической точки зрения  
в основе урожайности растений при стрессе лежит способность растений поддерживать рост. 
Важная роль в условиях дефицита воды и элементов минерального питания отводится корневой 
системе [28]. 
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В проведенном опыте действие стрессовых условий вызвало торможение роста и развития 
корневой системы относительно оптимального контроля (см. таблицу). Бактеризация семян изу-
чаемыми штаммами, за исключением B. s. 10/19, уменьшала негативное воздействие стрессора, 
что проявлялось в поддержании скорости роста корней, а также в накоплении ими биомассы.

Морфометрические показатели проростков ячменя
Morphometric parameters of barley seedlings

Вариант опыта
Длина корней, мм Масса корней, г

6-дневные проростки 10-дневные проростки 6-дневные проростки 10-дневные проростки

Контроль 173 ± 2,8 191 ± 4,6 0,124 ± 0,007 0,145 ± 0,010
Контроль стресс 133 ± 3,7a 139 ± 3,8а 0,089 ± 0,003a 0,098 ± 0,004a

B. am. 78 ТМ 147 ± 2,6ab 151 ± 2,6ab 0,107 ± 0,004ab 0,117 ± 0,006ab

B. am. 23 ТМ 150 ± 2,6ab 153 ± 2,2ab 0,108 ± 0,004ab 0,111 ± 0,005a

B. s. 7 MP 148 ± 2,5ab 153 ± 2,1ab 0,095 ± 0,003a 0,106 ± 0,006a

B. s. M 9/6 150 ± 2,3ab 153 ± 2,7ab 0,109 ± 0,004ab 0,128 ± 0,007b

B. s. 10/19 139 ± 4,3a 146 ± 3,0a 0,091 ± 0,005a 0,092 ± 0,007a

НСР05 8 9 0,013 0,018

П р и м е ч а н и е. Различия достоверны с вероятностью более 95 %: а – по сравнению с контролем; b –  
по сравнению со стрессовым контролем.

Защитное действие штаммов B. am. 78 ТМ, B. s. M 9/6 и в меньшей степени B. s. 7 MP в течение 
восстановительного периода привело к формированию проростков с более развитой корневой 
системой.

Ключевая роль в решении растением проблем осморегуляции в условиях засоления принад-
лежит совместимым осмолитам, к которым относятся такие органические соединения, как про-
лин, бетаины, сахара, сахаро-спирты и белки позднего эмбриогенеза (LEA) [29]. Содержание 
пролина многократно возрастает при действии абиотических факторов, инициирующих разви-
тие у растений водного дефицита. 

В ходе исследований выявлено значительное повышение накопления пролина в корнях при 
стрессовых условиях по сравнению с оптимальным контролем (на 26,9 %), а относительно стрес-
сового контроля тенденция к увеличению содержания пролина отмечалась во всех опытных вари-
антах, кроме варианта, когда семена обрабатывались B. s. М 9/6. Наиболее значимым (на 17,1 %) 
было увеличение после обработки семян штаммом B. am. 78 ТМ (рис. 1). 

Рис. 1. Содержание пролина в корнях проростков ячменя. На рис. 1–3 различия достоверны с вероятностью более 
95 %: а – по сравнению с контролем; b – по сравнению со стрессовым контролем

Fig. 1. The proline content in roots of barley seedlings. In fig. 1–3 differences significant with a probability of more than 95 %:  
a – compared to control; b – compared to stress control
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В литературных источниках имеются сведения о влиянии ризосферных микроорганизмов на 
аккумуляцию пролина в растениях. Так, внедрение гена proBA, полученного из Bacillus subtilus, 
в геном A. thaliana привело к увеличению уровня свободного пролина у трансгенных растений, 
что проявилось в повышении их толерантности к осмотическому стрессу [30]. У солеустойчи-
вых растений Zea mays, инокулированных Rhizobium и Pseudomonas [31], увеличение содержа-
ния пролина сопровождалось снижением выхода электролитов из тканей, поддержанием оводнен-
ности тканей листьев и селективным поглощением ионов калия. 

Способность тканей корней к биосинтезу пролина очень низкая, и в органы интактных про-
ростков последний транспортируется из эндосперма [32]. У 10-дневных проростков, уже пере-
шедших на автотрофное питание, пул аминокислот эндосперма истощен, поэтому в оптималь-
ных условиях уровень пролина в корнях был практически в 17 раз ниже, чем у 6-дневных про-
ростков контрольного варианта. В адаптационный период содержание пролина по сравнению со 
стрессовым контролем уменьшилось, однако значительно интенсивнее это снижение было при 
использовании всех вариантов обработки. Только при обработке семян штаммом B. am. 78 ТМ 
аккумуляция пролина соответствовала таковой при стрессовом контроле.

Одним из критериев оценки уровня окислительного стресса является интенсивность нако-
пления малонового диальдегида (МДА) – продукта перекисного окисления липидов (ПОЛ). 
Также известно, что пероксид водорода как сигнальный посредник задействован в активизации 
многих адаптивных реакций растений, в том числе необходимых для развития устойчивости  
к солевому стрессу [33, 34]. В частности, Н2О2 участвует не только в активации системы антиок-
сидантной защиты, но и в индуцировании накопления совместимых осмолитов, а также в регу-
ляции Na+/K+-гомеостаза в растительных клетках [34]. Вместе с тем в литературных источниках 
встречаются противоречивые сведения о содержании перекиси водорода в корнях растений при 
солевом стрессе [18]: одни исследователи наблюдали увеличение содержания пероксида, другие 
не обнаружили изменения уровня его накопления либо регистрировали его снижение. В нашем 
исследовании после 24 ч воздействия засоления отмечено снижение содержания пероксида водо-
рода в корнях растений на 28,2 %, а ТБК-продуктов ПОЛ практически в 2 раза (рис. 2, 3).

Рис. 2. Содержание перекиси водорода в корнях растений ячменя

Fig. 2. The hydrogen peroxide content in roots of barley seedlings
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Полученные нами результаты сходны с данными работы [35], согласно которым содержание 
перекиси водорода в корнях ячменя снижается на 30–50 % в течение первых двух дней засоления 
200 мМ раствором хлорида натрия. Вероятнее всего, в нашем исследовании увеличение интен-
сивности накопления перекиси водорода и продуктов ПОЛ в контрольном варианте произошло 
ранее, чем были проведены измерения. 

Косвенным подтверждением этому являются приведенные в работе [36] данные о неболь-
шом увеличении содержания пероксида водорода в листьях, а также о незначительном его по-
вышении в корнях уже через 30 мин после засоления (500 мМ NaCl в течение 6 ч). Через 1,5 ч Н2О2 
регистрировали только в листьях проростков проса, причем уровень его снижался, приближаясь 
к оптимальному контролю. В работе [18] при использовании нескольких концентраций NaCl  
и периодов засоления установлено, что перекись водорода быстро накапливается в течение пер-
вых 24 ч стресса, но на высоком уровне поддерживается только при длительном периоде засоления 
и высоких концентрациях соли. В работе [37] также показано, что под действием NaCl уровень 
ПОЛ в листьях и корнях шалфея увеличивался в первые 15 ч, затем интенсивность накопления 
ПОЛ в корнях снижалась, а содержание перекиси водорода существенно не изменялось.

Под воздействием штаммов B. am. 78 ТМ, B. s. 10/19 и B. s. 23 ТМ (рис. 2, 3) содержание пе-
роксида в корнях было выше, чем в стрессовом контроле, но на уровне оптимального контроля,  
а накопление продуктов ПОЛ оставалось на уровне стрессового контроля при обработке растений 
B. am. 78 ТМ и B. s. 10/19. Значительное количество перекиси водорода аккумулировалось при 
обработке штаммами B. s. 7 МР и особенно B. s. М 9/6 – на 25,4 и 42,9 % соответственно больше 
по отношению к оптимальному контролю и на 74,7 и 99,0 % больше по отношению к стрессово-
му контролю. Примечательно, что при обработке растений B. s. М 9/6 не выявлено накопления 
пролина. При применении этих же вариантов обработки, а также при обработке штаммом  
B. s. 23 ТМ содержание ТБК-продуктов оставалось на уровне оптимального контроля. 

В постстрессовый период содержание перекиси водорода снизилось при использовании всех 
вариантов обработки, в стрессовом контроле ее было меньше практически в 2 раза в сравнении  

Рис. 3. Содержание ТБК-продуктов ПОЛ в корнях растений ячменя

Fig. 3. The TBA-reactive-substances of lipid peroxidation content in roots of barley seedlings
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с таковым у 6-дневных проростков. Однако при использовании B. am. 78 ТМ, B. s. 7 МР и B. s. М 9/6 
содержание перекиси в тканях корней на 48,9; 55,9 и 80,6 % больше, чем в стрессовом контроле. 
Причем если при действии штаммов B. am. 78 ТМ и B. s. 7 МР оно было ниже оптимального кон-
троля, то на фоне B. s. М 9/6 содержание пероксида поддерживалось на уровне оптимального 
контроля. Содержание ТБК-продуктов ПОЛ было одинаковым во всех вариантах опыта.

В ответ на выработку АФК в растениях активируется система антиоксидантной защиты, 
включающая и антиоксидантные ферменты. Солевой стресс, действующий на проростки ячменя 
в течение суток, вызывал увеличение активности пероксидазы и СОД в корнях растений (рис. 4, 5). 
Значительное увеличение активности антиоксидантных ферментов относительно стрессового 
контроля происходило при обработке семян штаммами B. s. 7 МР, B. s. М 9/6, при этом отмечены 
и самые высокие уровни содержания перекиси. При обработке семян штаммами B. am. 78 ТМ  
и B. s. 10/19 активность СОД, напротив, была ниже, чем в корнях проростков из оптимального 
контроля, а активность пероксидазы приближалась к значениям оптимального контроля.

Установлено [37], что у растений с высокой пролин-аккумулирующей способностью актив-
ность СОД минимальна, и наоборот. Приводятся также сведения, что экзогенный пролин спосо-
бен модифицировать экспрессию генов СОД [38, 39] или снимать эффект транзиторного повыше-
ния пероксида водорода, наблюдавшийся после закаливающего воздействия [10]. Выявленное 
наиболее высокое содержание пролина при обработке семян штаммами B. am. 78 ТМ и B. s. 10/19, 
вероятно, указывает на имеющий место в этом случае  эффект «реципрокной координации» меж-
ду содержанием пролина и активностью СОД. 

В постстрессовый период активность СОД в корнях проростков из стрессового контроля 
снизилась, а активность пероксидазы оставалась на 11,4 % выше уровня оптимального контроля. 
При обработке  штаммами B. s. 7 МР и B. s. М 9/6 наблюдалось значительное увеличение актив-
ности ферментов при засолении, а в постстрессовый период – снижение их активности. При этом 
активность СОД была выше на 42,7 и 43,8 % соответственно, а активность пероксидазы остава-
лась на уровне стрессового контроля. Напротив, штаммы B. am. 78 ТМ и B. s. 10/19, не оказываю-
щие влияния на активность фермента при стрессе, в период адаптации способствовали увеличе-
нию активности энзимов практически в 2 раза. При обработке штаммом B. am. 23 ТМ актив-
ность СОД была высокой в течение всего эксперимента, а активность пероксидазы возрастала  
в период адаптации. 

Рис. 4. Активность СОД в корнях растений ячменя

Fig. 4. Superoxide dismutase activity in roots of barley seedlings
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Заключение. Действие 4 %-ного раствора хлорида натрия в течение суток на растения ячме-
ня на начальных этапах онтогенеза вызвало торможение роста и развития корневой системы 
проростков на фоне увеличения накопления пролина и активации антиоксидантных ферментов 
(СОД и растворимой пероксидазы). В то же время выявлено снижение содержания перекиси во-
дорода и продуктов пероксидации липидов. Вероятно, накопление АФК происходит на более 
ранних этапах действия стрессора. В период восстановления (через 4 сут после отмены повре-
ждающего действия засоления) наблюдали сохранение высокого уровня пролина и активности 
пероксидазы в корнях и, напротив, низкую активность СОД, при этом содержание перекиси во-
дорода было в 2 раза ниже, чем в условиях стресса. 

Действие штаммов B. am. 78 ТМ, B. s. M 9/6 и в меньшей степени B. s. 7 MP проявлялось  
в поддержании скорости роста корней, а также в накоплении ими биомассы, что привело к фор-
мированию проростков с более развитой корневой системой. Однако на биохимическом уровне 
выявлено несколько различное действие штаммов в условиях засоления. Так, штамм B. am. 78 ТМ 
в условиях стресса вызывал значительное накопление осмотически активного соединения – про-
лина, а протекторное действие штаммов B. s. M 9/6 и B. s. 7 MP было обусловлено в первую оче-
редь активацией антиоксидантных ферментов и значительным накоплением пероксида водоро-
да. В адаптационный период при всех вариантах опыта сохранялось повышенное содержание 
перекиси в сравнении со стрессовым контролем, содержание пролина при действии штамма  
B. am. 78 ТМ оставалось на уровне стрессового контроля, а активность ферментов возрастала, 
тогда как при обработке B. s. M 9/6 и B. s. 7 MP аккумуляция пролина и активность ферментов 
снижались.

В постстрессовый период обнаружено сходство действия штаммов B. s. 10/19 и B. s. 23 ТМ, 
которые не оказали значимого защитного влияния на корневую систему проростков, где выявле-
но уменьшение накопления пролина и увеличение активности ферментов при уровнях содержа-
ния перекиси водорода и продуктов ПОЛ, близких к значениям стрессового контроля. 

Таким образом, полученные данные позволяют сделать вывод о повышении устойчивости  
к засолению (4 %-ный раствор хлорида натрия, 24 ч) корневой системы проростков ячменя, про-

Рис. 5. Активность пероксидазы в корнях растений ячменя

Fig. 5. Peroxidase activity in roots of barley seedlings
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являющейся в поддержании скорости роста и развития корней при действии штаммов B. am. 78 ТМ, 
B. s. 7 MP и B. s. М9/6 в концентрации 105 клеток/мл. Защитное действие штамма B. am. 78 ТМ 
сопровождается значительной аккумуляцией пролина, а в восстановительный период – накопле-
нием пероксида и активизацией СОД и пероксидазы. Протекторное действие штаммов B. s. M 9/6 
и B. s. 7 MP обусловлено, на наш взгляд, значительным накоплением пероксида водорода и акти-
вацией антиоксидантных ферментов в условиях стресса, а в период адаптации – сохранением 
повышенного содержания перекиси водорода в сравнении с таковым при стрессовом контроле.
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