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Резюме 
Pseudomonas sp. обладают большим потенциалом как ризосферные бактерии, стимулирующие 
рост растений (PGPR) (в том числе и для получения микробиологических биопрепаратов) для 
защиты растений от фитопатогенов, тяжелых металлов, увеличения урожайности растений и 
роста растений в стрессовых условиях. Целью данной работы было определение ингибирующей 
концентрации солей кадмия на рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 и анализ его влияния на 
рост и прорастание семян растений гороха посевного (Pisum sativum L.) при разных 
концентрациях солей кадмия. Исследуемый штамм был идентифицирован как Pseudomonas sp., 
была показана его сидерофорная активность и способность к образованию биопленок. Кроме 
того, обработка данным штаммом семян растений гороха привела к увеличению средней длины 
проростков в 2,6 раз по сравнению с необработанными семенами. При выращивании семян 
гороха с обработкой псевдомонадами в присутствии 100 мкМ CdCl2 длина проростков 
увеличилась на 62 %, при 200 мкМ – на 20 %, при 300 мкМ – на 36 %, при 400 мкМ – на 51 %, 
при 500 мкМ – на 118 % относительно контрольных неинокулированных семян. Полученные 
результаты показывают, что штамм Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 способствует улучшению роста 
и развития семян гороха Pisum sativum L. при кадмиевом стрессе, что может быть использовано 
с целью создания биопрепаратов комплексного воздействия, предназначенных как для защиты 
сельскохозяйственных растений от воздействия тяжёлых металлов, так и для использования в 
биоремедиации. 
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Resume 
Bacteria Pseudomonas sp. have great potential as rhizospheric bacteria that stimulate plant growth (PGPR) 
(including for obtaining microbiological biological products) to protect plants from phytopathogens, heavy 
metals, increase plant yield and plant growth under stress conditions. The purpose of this work was to 
determine the inhibitory concentration of cadmium salts on the growth of the strain Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 and to analyze its effect on the growth and germination of seeds of pea (Pisum sativum L.) at different 
concentrations of cadmium salts. The studied strain was identified as Pseudomonas sp., its siderophoric 
activity and the ability to form biofilms were shown. In addition, treatment with this strain of seeds of pea 
plants led to an increase in the average length of seedlings by 2.6 times compared with untreated seeds. 
When growing pea seeds with Pseudomonas treatment in the presence of 100 µM of CdCl2, the length of 
seedlings increased by 62%, at 200 µM – by 20%, at 300 microns – by 36%, at 400 µM – by 51%, at 500 
µM – by 118% relative to control uninoculated seeds. The results obtained show that the strain 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 improves the growth and development of pea Pisum sativum under cadmium 
stress, which can be used to create complex biological products designed both to protect agricultural plants 
from the effects of heavy metals and for use in bioremediation. 
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Введение 
PGPR (от Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria – ризосферные бактерии, 
стимулирующие рост растений) включают в себя 
различные таксономические группы, которые 
обладают широким набором полезных для растений 
свойств. К таким PGPR бактериям относятся 
почвенные микроорганизмы рода Pseudomonas. Они 
активно колонизируют корни растений, стимулируют 
их рост, активируют иммунный ответ растений и 
подавляют почвенные фитопатогенные грибы и 
бактерии. Псевдомонады в отличие от других 
ризосферных бактерий имеют высокую скорость 
роста. Практический интерес представляют PGPR из 
рода Pseudomonas: P. fluorescens, P. aureofaciens, 
P. chlororaphis, P. corrugate, P. putida и другие. В
настоящее время особо актуальны штаммы, имеющие
прикладные значения, которые можно использовать в
качестве ростостимулирующих агентов, а также в
качестве защиты растений от негативного влияния
тяжелых металлов (ТМ) на их рост, развитие и
урожайность [Кочетков и др. (Kochetkov et al.), 2018].

Как известно кадмий (Cd) является 
токсичным ТМ для организма человека и значительно 

снижает урожайность сельскохозяйственных культур. 
Биоремедиация с помощью PGPR является 
эффективной экологической мерой для улучшения 
очистки почв, загрязненной ТМ. Есть работы, 
показывающие положительное влияние Cd-Zn-
толерантного PGPR Bacillus sp. штамма ZC3-2-1 на 
растения риса (Oryza sativa). Обработка данным 
штаммом значительно увеличила биомассу риса, но 
содержание Cd2+ и Zn2+ существенно не изменилось. 
Этот факт доказывает, что штамм Bacillus sp. ZC3-2-1 
может повышать эффективность ремедиации почв, 
загрязненной Cd-Zn, способствуя фитоэкстракции и 
иммобилизации металла, что не влияет на содержание 
ТМ в пищевых продуктах [Liu et al., 2022]. 

В качестве растений-фиторемедиантов чаще 
всего рекомендуются растения семейства 
Крестоцветные (Brassicaceae), так как они имеют 
относительно высокую устойчивость к ТМ и 
способность к их аккумуляции [Gisbert et al., 2006; 
Vamerali et al., 2009; Dar et al., 2014]. Но главным их 
недостатком в применении для фиторемедиации 
является низкая скорость роста и низкий выход 
биомассы. В качестве альтернативы возможно 
рассмотреть растения из семейства Бобовые 
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(Fabaceae), которые быстро растут и набирают 
большую биомассу, но имеют относительно низкую 
толерантность к ТМ [Inouhe et al., 1994; Mazen, 1995]. 
Кроме того, они образуют азотфиксирующий симбиоз 
с клубеньковым бактериями и ассоциативный симбиоз 
с PGPR, которые оказывают положительное влияние 
на рост и питание растений [Belimov et al., 2020]. 
Такие взаимодействия бобовых с полезными 
бактериями [Artursson et al., 2006; de-Bashan et al., 
2012; Gomez-Sagasti, Marino, 2015; Ullah et al., 2014; 
Sharma, Archana, 2016] повышают адаптацию 
растений к стрессам, что дает возможность их 
использования для биоремедиации загрязненных почв 
[Belimov et al., 2020]. 
Цель исследований – определение ингибирующей 
концентрации солей кадмия на рост штамма 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 и анализ его влияния на 
прорастание и рост семян гороха посевного (Pisum 
sativum L.) сорта Кельведонское чудо при различных 
концентрациях кадмия. 

Материалы и методы. 
Выделение штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. 
Штамм Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 получен при 
выделении микроорганизмов из ризосферы 
остролодочника башкирского (Oxytropis 
baschkiriensis) с помощью гомогенизации образцов 
почв в стерильной среде LB (масс. % в водном 
растворе: бактотриптон – 1, дрожжевой экстракт – 0.5, 
NaCl – 0.5, агар –1), дальнейшим пересевом и росте 
при 28°C [Desoky et al., 2020]. ДНК из бактерий 
выделяли лизированием клеток в 1% Triton X100 и 
1%-ной суспензии Chelex100 [Чубукова и др. 
(Chubukova et al.)., 2021]. 
Молекулярно-генетическая идентификация 
бактериальных штаммов. Для идентификации 
выделенных бактерий был амплифицирован ген 16S 
рРНК с использованием универсальных праймеров 
fD1 5'-cccgggatccaagcttaaggaggtgatccagcc-3' и rD1 5'-
ccgaattcgtcgacaacagagtttgatcctggctcag-3' [Баймиев и др. 
(Baymiev et al.), 2019]. Для амплификации фрагмента 
гена rpoD были использованы праймеры PsEG30F5'-
ATYGAAATCGCCAARCG-3' и PsEG790R5'-
CGGTTGATKTCCTTGA-3' [Mulet et al., 2009; 
Чубукова и др. (Chubukova et al.), 2022]. 

Определение нуклеотидных последовательностей 
проводили на автоматическом секвенаторе Applied 
Biosystems 3500 фирмы «Applied Biosystems, Inc.» 
(США) с использованием наборов «Big Dye Terminator 
v. 3.1». Анализ проводили с помощью пакета
компьютерных программ Lasergene фирмы 
«DNASTAR, Inc.» (США). Нуклеотидные 
последовательности для сравнительного анализа были 
взяты из базы данных GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Компьютерный анализ 

фрагментов последовательностей ДНК проводили с 
использованием метода множественного 
выравнивания Clustal W в программе Megalign 
Lasergene (DNASTAR, США). 
Биопленкообразование на инертных поверхностях. 
Для получения биопленок использовали среду LB с 
применением 24-луночных пластиковых планшетов 
(полистирол) («Corning Inc.», США). Для этого 
бактерии выращивали 24 ч в жидкой среде при 28°С и 
140 об/мин. Культуру разводили до 106 КОЕ/мл и 
переносили по 1 мл в лунки планшета, инкубировали 
при температуре 28°С и 50 об./мин в течение 7 сут. 
Для определения относительных показателей 
плотности биопленки использовали метод 
окрашивания генцианом фиолетовым («Агат-Мед», 
Россия) [Вершинина и др. (Vershinina et al.), 2021]. 
Оптическую плотность образцов измеряли с помощью 
прибора Enspire Model 2300 Multilabel Microplate 
Reader («Perkin Elmer», США). 
Фосфатмобилизация и сидерофорная активность 
штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. Определение 
способности штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 к 
мобилизации неорганического фосфора проверяли на 
чашках со средой Муромцева (глюкоза 10 г/л, 
аспарагин 1 г/л, K2SO4 0.2 г/л, MgSO4 0.2 г/л, 
кукурузный экстракт 0.02 г/л, агар 20 г/л; рН 6.8), 
содержащей нерастворимый фосфат. В качестве 
источника фосфора в среду добавляли Ca3(PO4)2 в 
концентрации 5 г/л [Егоршина и др. (Egorshina et al.), 
2011]. Суточную культуру бактерий наносили в виде 
капли на поверхность агаризованной среды, 
инкубировали при температуре 28°С.  

Минимальную среду с CAS-реактивом (синий 
агар) готовили как описано у Schwyna (1986) с 
некоторыми модификациями. Для приготовления 100 
мл среды 6,5 г хромазурола S растворяли в 5 мл воды 
и смешивали с 1 мл раствора, содержащего 1мМ FeCl3 
и 10мМ HCl. После этого к раствору хромазурола 
добавляли 4 мл раствора, содержащего 7,3 мг 
HDTMA. Полученную смесь автоклавировали и 
добавляли в стерильную среду LB. На полученном 
«синем агаре» выращивали бактерии в течение 2 
суток. Изменение окраски на желтую, оранжевую или 
розовую выявляло выделение сидерофоров. 
Обработка растений штаммом Pseudomonas sp. 
OBA 2.4.1. Семена растений гороха сорта 
Кельведонское чудо стерилизовали в течение 1 мин в 
70% спирте, а после – 20 мин в 10% растворе 
гипохлорита натрия [Вершинина и др. (Vershinina et 
al.), 2021]. Далее семена обработали штаммом 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 и проращивали на 
фильтровальной бумаге в стерильной воде (контроль) 
и в различных концентрациях солей кадмия (CdCl2): 
100, 200, 300, 400, 500 мкМ. Для инокуляции 
суспензию бактерий разбавляли до 107 КОЕ/мл 
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стерильной жидкой средой LB. Все 
морфометрические измерения проводили через 7 дней 
культивирования семян растений с бактериями, 
энергию прорастания смотрели через 3 дня. Для 
определения ростостимулирующего эффекта штамма 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 у семян, инокулированных 
псевдомонадами, и у контрольных необработанных 
семян измеряли длину побега. Для анализа было 
использовано по 50 растений в каждом варианте 
опыта при трехкратной повторности. 
Статистическая обработка результатов. Результаты 
обрабатывали с использованием пакета Microsoft 
Office Excel 2010, доверительные интервалы 
определяли для 95% уровня значимости. 

Результаты и обсуждение 
На основе сравнительного анализа полученных 

нуклеотидных последовательностей фрагментов генов 
16S рРНК и rpoD с уже известными аналогичными 
структурами из базы данных GenBank было 
установлено, что полученный штамм бактерий 
относится к роду Pseudomonas sp. [Чубукова и др. 
(Chubukova et al.), 2022]. Далее данный штамм был 
зарегистрирован в коллекции ризосферных 
микроорганизмов «Симбионт» ИБГ УФИЦ РАН как 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. 

Для успешной колонизации корней растений 
бактерии должны иметь ряд свойств, способствующих 
повышению их конкурентоспособности. Например, 
способность образовывать биопленки положительно 
сказывается на стратегии выживании бактерий. Есть 
работы, показывающие, что при образовании 
бактериями P. aeruginosa биопленки, они становились 
более устойчивыми к ионам ТМ (Cu2+, Pb2+, Zn2+) по 
сравнению с одиночными бактериями, благодаря 

тому, что полимерные соединения связывают ионы 
металлов, предотвращая их попадание внутрь 
биопленки [Teitzel, Parsek, 2003; Пищик, 2016]. 
Исследуемый штамм Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 
также имеет способность к биопленкообразованию 
(рис. 1), что характеризует его как PGPR с хорошей 
конкурентоспособностью. 

Рис. 1. Образование биопленки штаммом Pseudomonas 
sp. OBA 2.4.1 
Fig. 1. Biofilm formation by Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 

Фосфатмобилизация и сидерофорная 
активность также показательны для PGPR. 
Мобилизация фосфатов помогает растениям усваивать 
фосфор, а выделяемые сидерофоры, подавляют рост 
патогенных грибов за счет уменьшения количества 
доступного для них железа в окружающей корни 
растений почве. 

С помощью качественных реакций была 
обнаружена сидерофорная активность штамма 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1, реакция на 
фосфатмобилизацию была отрицательной (рис. 2). 

Рис. 2. Определение фосфатмобилизующей и сидерофорной активностей штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1: А 
– отрицательная реакция на фосфатмобилизацию; Б – положительная сидерофорная активность.

Fig. 2. Determination of phosphate mobilizing and siderophore activities of Pseudomonas sp. OBA 2.4.1: A - negative 
reaction to phosphate mobilization; B - positive siderophore activity. 

Влияние штамма Pseudomonas sp. на горох при действии кадмия 



105 

Рисунок 3. Рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 при стрессовом воздействии CdCl2:  
А – контроль; Б – CdCl2 0.5 мМ; В – CdCl2 1 мМ; Г – CdCl2 1.5 мМ; Д – CdCl2 2 мМ. 

Figure 3. Growth of Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 with CdCl2:  
A – control; B – CdCl2 0.5 mM; C – CdCl2 1 mM; D – CdCl2 1.5 mM; E – CdCl2 2 mM. 

При посеве штамма Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 на различные концентрации CdCl2 было 
выявлено заметное ингибирование роста в 
присутствии CdCl2 до 1 мМ, при 1.5 и 2 мМ рост 
бактерий сильно угнетался (рис. 3). 

Для проверки влияния штамма Pseudomonas 
sp. OBA 2.4.1 на рост и развитие растений гороха, 
была проведена обработка семян и анализ 
морфометрических показателей проростков гороха 

при стрессовом воздействии CdCl2. На рисунке 4 
показан рост растений гороха в присутствии CdCl2 в 
концентрациях 100, 200, 300, 400, 500 мкМ. Визуально 
угнетение роста семян начиналось при 300 мкМ 
CdCl2. Обработка штаммом Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 стимулировало рост семян гороха, в присутствии 
CdCl2 наблюдалось постепенное ухудшение роста и 
развития проростков. 

Рисунок 4. Рост растений гороха при стрессовом воздействии CdCl2:  
А – без обработки бактериями; Б – обработка штаммом Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. 

Figure 4. Growth of pea plants with CdCl2:  
A – without inoculation with bacteria; B – inoculation with Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. 
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В результате инокуляция штаммом 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 привела к увеличению 
длины проростков как при кадмиевом стрессе, так и 
без него. При прорастании на стерильной воде 

обработка бактериями привела к увеличению длины 
проростков гороха в среднем в 2,6 раз по сравнению с 
необработанными семенами (рис. 5). 

Рисунок 5. Средняя длина проростков растений гороха на разных концентрациях  
солей кадмия с обработкой Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 и без обработки. 

Figure 4. Average length of seedlings of pea plants at different concentrations of CdCl2  
treated with Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 and without inoculation. 

При выращивании на концентрации CdCl2 100 
мкМ после обработки псевдомонадами длина 
проростков увеличилась на 62 %, при 200 мкМ – на 
20 %, при 300 мкМ – на 36 %, при 400 мкМ – на 51 %, 
при 500 мкМ – на 118 % относительно контрольных 
неинокулированных семян. 

Полученные данные показали, что 
инокуляция бактериями семян гороха оказывала 
положительное влияние на длину проростков, что 
может свидетельствовать о повышении устойчивости 
растения к кадмиевому стрессу на начальном этапе 
роста растений. 

Ранее нами были проведены подобные опыты 
на растениях люцерны посевной (Medicago sativa L.), 
где штамм Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 показал себя 
как эффективный стимулятор роста в присутствии 
ТМ. Так при выращивании с добавлением CdCl2 100 
мкМ длина проростков увеличилась на 38,6 %, при 
200 мкМ – на 23,9 %, при 300 мкМ – на 21,5 %, при 
400 мкМ – на 21,6 %, при 500 мкМ – на 64,6 % 
относительно контрольных неинокулированных 
растений [Хакимова и др. (Khakimova et al.), 2022]. 

Многие исследования показывают, что 
обработка PGPR положительно сказывается на 
растениях даже в присутствии ТМ в среде. Например, 
у растений люцерны посевной Medicago sativa L., 
обработанных PGPR и выращенных в присутствии Cu, 

Pb и Zn, увеличивалась длина побегов на 22-77%, а 
биомасса побегов – до 220% по сравнению с 
необработанными растениями [Raklami et al., 2019; 
Konkolewska et al., 2020]. Обработка растений Atriplex 
halimus и Arthrocnemum macrostachyum, растущих в 
присутствии ТМ, показало улучшение их 
морфометрических показателей по сравнению с 
необработанными контролями. Это может быть 
связано с тем, что микроорганизмы улучшают 
питание растений за счет растворения фосфатов, 
железа, фиксации азота, и, кроме того, они могут 
стимулировать рост растений за счет секреции 
ауксинов [Glick, 2013; Goswami et al., 2016; Navarro-
Torre et al., 2017; Paredes-Páliz et al., 2018; Mesnoua et 
al., 2018; Odoh et al., 2019]. 

Таким образом, устойчивость растений к 
токсическому действию кадмия может быть 
обусловлена более эффективным ростом корней, 
благодаря положительному действию веществ, 
выделяемых микроорганизмами, и уменьшением 
концентрации и аккумуляции ТМ в корневой системе 
растений. Преимущественная аккумуляция кадмия в 
корнях по сравнению с его аккумуляцией в надземных 
органах растений определяется барьерными 
функциями корневой системы растений по 
отношению к токсичным ТМ [Титов и др. (Titov et al.), 
2007; Шабаев и др. (Shabayev et al.), 2019]. 
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Таким образом, был идентифицирован новый 
штамм Pseudomonas sp. OBA 2.4.1, который показал 
себя как эффективный стимулятор роста семян гороха 
на начальных этапах развития растений при 
кадмиевом стрессе до 500 мкМ. Обработка штаммом 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 привела к увеличению 
длины проростков в 2,6 раз по сравнению с 
необработанными семенами. 

Полученные данные демонстрируют 
возможность использования различных PGPR 
Pseudomonas spp. в агробиотехнологии в качестве 
ростостимулирующих агентов, которые могут 
способствовать улучшению роста и питания растений, 
что, в конечном итоге, может привести к увеличению 
их биомассы и продуктивности. Подобные свойства 
псевдомонад позволяют говорить о перспективах их 
применения в сельском хозяйстве, а также в экологии 
для использования в фиторемедиации почв, 
загрязненных кадмием.  

Работа была выполнена в рамках госзадания 
(тема № AAAA-A21-121011990120-7) с привлечением 
приборного парка ЦКП «Биомика» (Отделение 
биохимических методов исследований и 
нанобиотехнологии РЦКП «Агидель») и Программы 
создания и функционирования карбонового полигона 
на территории Республики Башкортостан 
«Евразийский карбоновый полигон» на 2022-2023 гг. 
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