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Культурально-физиологическая характеристика 
штаммов Sinorhizobium fredii селекции ВНИИ 
сои и их способность продуцировать витамины 
В9 и В12
РЕЗЮМЕ
Актуальность.. Микроорганизмы, стимулирующие рост растений (PGPB), в том числе и ризобии,  
с помощью различного физиологического, молекулярного и биохимического воздействий улучшают 
продуктивность растений. Из вышеперечисленных факторов наименее изучена роль витаминов. 
Для оценки способности ризобий продуцировать витамины В9. и. В12 были отобраны штаммы вида 
Sinorhizobium. fredii, которые представляют собой однородную группу и имели хороший и обильный 
рост биомассы на различных  питательных средах.

Методы..Культурально-физиологические свойства штаммов изучали общепринятыми лабораторными 
микробиологическими методами. Пересевы коллекционных штаммов ризобий, изучение различных 
свойств этих бактерий проводили на питательной среде МДА и МРС, а также на производственных 
питательных средах RM и TY производства фирмы HIMEDIA (Индия). Определение чувствительности 
штаммов S..fredii к антибиотикам проводили диско-диффузным методом. Содержание в бактериальной 
массе ризобий витаминов В9. и. В12 определяли хемилюминесцентным иммунным методом  
с использованием иммунохимических систем Access на хемилюминесцентном анализаторе Access2.

Результаты.. Установлено, что изучаемые штаммы S.. fredii. имеют хороший или обильный рост 
бактериальной массы на питательных средах МРС, МДА, RM и TY. Они каталазоположительные, 
обладают   высокой и средней устойчивостью к АБП. Наибольшую концентрацию витамина В9  
в биомассе синтезировали штаммы СБ-39 (75,0 пг/мл), ББ-49 (66,6 пг/мл) и ТБ-488 (48,9 пг/мл),  
а витамина В12 —  штаммы ББ-49, СБ-39 (1500 пг/мл).

Ключевые слова: ризобии, витамины, культуральные свойства, питательные среды, антибиотики
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Cultural and physiological characteristics  
of Sinorhizobium fredii strains selected by  
the All-Russian Scientific Research Institute  
of Soybean and their ability to produce vitamins 
В9 and В12
ABSTRACT
Relevance. Microorganisms that stimulate plant growth (PGPB), including rhizobia, improve plant productivity 
through various physiological, molecular and biochemical effects. Of the above factors, the role of vitamins has 
been studied to a lesser extent. For assessing the ability of rhizobia to produce vitamins В9 и В12, Sinorhizobium.
fredii strains were selected, which represent a homogeneous group and had good and abundant biomass 
growth on various nutrient media.

Methods.. The cultural and physiological properties of the strains were studied using generally accepted 
laboratory microbiological methods. Passages of collection strains of rhizobia and the study of various 
properties of these bacteria were carried out on nutrient media MDA and MRS, and on production nutrient 
media RM and TY produced by HIMEDIA company (India). Determination of the sensitivity of S..fredii strains to 
antibiotics was carried out using the disc diffusion method. The content of vitamins B9 and B12 in the bacterial 
mass of rhizobia was determined by the chemiluminescent immune method with the use of paramagnetic 
particles, and by applying immunochemical Access systems, on the chemiluminescence analyzer Access2.

Results.. It was found that the studied strains S..fredii.have good or abundant growth of bacterial mass on 
nutrient media MRS, MDA, RM and TY. They are catalase-positive, have high and medium resistance to 
antibiotics. The highest concentration of vitamin B9.in biomass was synthesized by strains SB-39 (75.0 pg/ml), 
BB-49 (66.6 pg/ml) and TB-488 (48.9 pg/ml), and vitamin B12 — by strains BB-49 and SB-39 (1500 pg/ml).
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исследований) и специализируется на поддержании непатогенных клубеньковых бактерий сои — симбионтов сои. Официальный акроним 
коллекции ARSRIS_MIC, регистрационный номер в информационной системе «Парус» 820.00.У5615.
4 МР 2.3.2.2327-08 Методические рекомендации по организации производственного микробиологического контроля на предприятиях молочной 
промышленности (с атласом значимых микроорганизмов) МР (Методические рекомендации) от 07.02.2008 № 2.3.2.2327-08.
5 Клинические рекомендации. Определение чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам. Версия-2015-02.

Введение/Introduction
Микроорганизмы вносят фундаментальный вклад в 

рост и развитие растений, влияя на них с помощью мно-
жества физиологических, молекулярных и биохимиче-
ских путей [1–3].

Витамины — один из факторов, который участвует 
во взаимодействиях между растениями и ризосфер-
ными микроорганизмами [4–6], так как витамины яв-
ляются необходимыми кофакторами в различных ме-
таболитических путях [7, 8], вызывают устойчивость к 
патогенам, стимулируют рост растений, участвуют в 
преобразовании энергии в растении и служат антиок-
сидантами [9, 10].

Некоторые виды растений, в частности соя, горох, 
фасоль, люцерна и др., не могут вырабатывать опреде-
ленную часть витаминов, которые необходимы им для 
своего метаболизма, но с помощью своих молекуляр-
ных механизмов используют витамины, синтезирован-
ные почвенными микроорганизмами, в том числе ризо-
биями [11–13].

Испанский ученый J.J. Ravillas с соавт. предположил, 
что синтез витаминов группы В почвенными микроорга-
низмами и их экзогенное влияние на клеточные функ-
ции растений являются одним из положительных фак-
торов воздействия этих бактерий на растение [14, 15]. 
Наиболее известный фактор — это выработка кобала-
мина (витамина В12) ризобиями и их связь с ростом бо-
бовых [16, 17].

Кобаламин участвует в процессе азотфиксации, не-
обходим для выработки хлорофилла, обеспечивает нор-
мальное усваивание веществ и метаболизм, ускоряет 
рост, насыщает клетки кислородом, приходит на по-
мощь в длительные дождливые или пасмурные перио-
ды, когда растения страдают от недостатка солнечного 
света [18, 19].

Витамин В9.(фолиевая кислота) играет важную роль 
в метаболических процессах растений. Участвует в син-
тезе нуклеиновых кислот и аминокислот, а также в про-
цессах деления и роста клеток, играет решающую роль 
в процессах фотосинтеза, стимулирует рост растений, 
повышает их устойчивость к стрессу и болезням. Кроме 
того, фолиевая кислота способствует развитию крепкой 
и здоровой растительной ткани, улучшает качество уро-
жая [20, 21].

Многими исследователями установлено, что штам-
мы одного и того же вида микроорганизма могут разли-
чаться по количеству выработки витаминов [22–24].

Цель. исследований — изучить культурально-фи-
зиологические свойства чистых культур штаммов 
Sinorhizobium.fredii.и их способность синтезировать ви-
тамины.В12.и.В9.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Микробиологические исследования проводили в ла-

боратории биологических исследований Всероссийско-
го научно-исследовательского института сои в 2020–
2023 гг. в соответствии с рекомендациями С.А. Бегуна 
(2005 г.)1 с использованием классификатора бактерий 

Берджи2. Объектом исследования были штаммы ризо-
бий вида S..fredii.(ББ-49, СБ-39, СБ-43, ТБ-422, ТБ-488, 
ТБ-490, ТБ-496, ЗБ-79, 062), взятые из коллекции чистых 
культур ризобий ФНЦ ВНИИ сои3. В качестве стандарта 
использовали типовой штамм 5851 S..fredii из коллекции 
микроорганизмов и клеточных культур Института Лейб-
ница (DSMZ, Германия). Изучение различных свойств 
этих бактерий проводили на питательной среде МДА 
(маннито-дрожжевой агар) следующего состава, г/л: 
К2НРО4 — 0,5; МgSO4 — 0,2; СaСO3 — 0,1; NaCl — 0,1; 
маннит — 10,0; агар-агар — 20,0; дрожжевой экстракт — 
2,0; на минерально-растительной среде (МРС) с соевой 
мукой следующего состава, г/л: К2НРО4 — 0,5; КН2РО4 — 
0,5; MgSО4 — 0,1; CaSO4 — 0,1; NaCl — 0,2; соль молиб-
дена — следы; маннит — 20,0; соевая мука — 10,0; агар- 
агар — 20,0; на производственных микробиологических 
средах Rhizobium Medium (RM) следующего состава, г/л: 
маннитол — 10,0; K2HPO4 — 0,50; MgSO4 —0,20; NaCl — 
0,10; агар — 20,0; дрожжевой экстракт 1,0 и Tryptone 
Glucose Yeast Extract Agar (TY) (HIMEDIA, Индия).

Для контроля чистоты бактериальной культуры ис-
пользовали мясопептонный агар (МПА) следующе-
го состава, г/л: агар сухой питательный — 20,0; агар- 
агар — 10,0. Каждый штамм оценивали визуально по 
показателям интенсивности роста, окраске и конси-
стенции штриха. Интенсивность роста штриха ризобий 
определяли по 4-балльной шкале: 0 — нет роста; 1 — 
слабый; 2 — умеренный; 3 — хороший; 4 — обильный4.

Для определения каталазной активности в пробирки 
с культурой ризобий, выросшей на среде МРС, вноси-
ли 1 мл 3%-ной перекиси водорода и смотрели за об-
разованием пузырьков. По интенсивности образования 
пузырьков кислорода в пробирках с чистой культурой 
ризобий оценивали каталазную активность штамма — 
высокая (+++), средняя (++), умеренная (+) и ее отсут-
ствие (–)4.

Определение чувствительности штаммов S.. fredii к 
антибиотикам проводили диско-диффузным методом5, 
содержание в бактериальной массе ризобий витаминов 
В12.и.В9.— хемилюминесцентным иммунным методом с 
использованием парамагнитных частиц, с использова-
нием иммунохимических систем Access (США) на хемо-
люминесцентном анализаторе Access2 фирмы Beckman 
Coulter (США) в клинико-диагностической лаборатории 
Дальневосточного научного центра физиологии и пато-
логии дыхания (ДНЦ ФПД).

Статистическую обработку проводили с помощью 
программы BioStat, версия 7.6.5 (США).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
В серии лабораторных опытов в 2023 году изучали 

способность чистых культур S.. fredii.синтезировать ви-
тамины группы В, в частности В9,. В12. Для исследова-
ний были взяты штаммы ББ-49, СБ-39, СБ-43, ТБ-422, 
ТБ-488, ТБ-490, ТБ-496, ЗБ-79, 062, показавшие обиль-
ный рост бактериальной массы на различных питатель-
ных средах.

В качестве стандарта использовали типовой штамм 
5851 S..fredii из коллекции микроорганизмов и клеточных 
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культур Института Лейбница 
(DSMZ, Германия). Все изучае-
мые штаммы росли на МПА, име-
ли обильный или хороший рост на 
различных питательных средах и 
были каталазоположительными, 
за исключением штаммов ТБ-422 
и ТБ-496 (табл. 1). Все штаммы не 
сильно различались между собой 
окраской и консистенцией штри-
ха и в основном имели прозрач-
но-белый или прозрачно-кремо-
вый цвет штриха маслообразной, 
сметанообразной или сливко-
образной консистенции.

Проведенная оценка чувстви-
тельности штаммов к антибиоти-
кам показала, что штаммы 062, 
СБ-39 и СБ-43 имели высокую 
степень антибиотикорезистентно-
сти. Штамм 062 был устойчив к 6 
антибиотикам, а штаммы СБ-39 и  
СБ-43 — к 5 (табл. 2). Остальные 
изучаемые штаммы имели сред-
нюю степень чувствительности к 
антимикробным препаратам.

Все изучаемые штаммы, вклю-
чая типовой, продуцировали ви-
тамины В9, В12. Концентрация ви-
тамина В9 в бактериальной массе 
типового штамма S..fredii.5851 со-
ставила 7,9 пг/мл (рис. 1). 

По количеству производимого 
витамина В9 аборигенные штаммы 
превзошли типовой. И если кон-
центрация витамина В9 в биомас-
се штамма ТБ-496 была на 2 пг/мл 
выше, чем у типового, то в био-
массе остальных изучаемых штам-
мов этот показатель превысил типовой в 4 (ЗБ-79) —  
9,6 (СБ-39) раза. Так, концентрация витамина В9..
в биомассе штамма ББ-49 составляла 66,6 пг/мл, что 
выше концентрации этого витамина у типового штам-
ма в 8,4 раза. В биомассе штамма ТБ-490 количество 

Таблица.1. Отдельные физиолого-биохимические свойства штаммов ризобий сои  
S. fredii, 2020–2023 гг.

Table.1. Selected physiological and biochemical properties of soybean rhizobia strains 
S. fredii, 2020–2023

Штамм
Происхождение, 
культура, сроки 

выделения

А
кт

и
вн

о
ст

ь 
ка

та
л

аз
ы

Показатели 
роста штамма 

на 7-е сутки 
после посева

на питательную 
среду

Р
о

ст
 н

а 
М

П
А Культуральная характеристика 

штаммов, 180-е сутки после посева 
на МДА

М
Д

А

М
Р

С

RM TY Окраска  
штриха

Консистенция 
штриха

5851
типовой

Германия, Институт 
Лейбница, DSMZ, 
2020 г.

+ 4 3 4 2 + прозрачно-белая маслообразная

СБ-39

Амурская обл., 
Свободненский р-н,
с. Буссе, сорт Октябрь 70, 
1991 г. 

+++ 4 4 4 3 + топленое молоко маслообразная

СБ-43

Амурская обл., 
Свободненский р-н,
с. Буссе, сорт Октябрь 70,
1991 г.

++ 4 4 3 3 + Прозрачно-
бесцветная вязкая

ББ-49
Амурская обл., 
Благовещенск, дикая соя, 
1992 г.

+++ 4 4 4 3 + прозрачно-кремовая сметанообразная

ТБ-422

Амурская обл., 
Тамбовский р-н,  
с. Садовое, соя Гибрид 
260, 1994 г.

– 4 4 4 3 + молочно-белая маслообразная

ТБ-488

Амурская обл., 
Тамбовский р-н,  
с. Садовое,  
сорт Октябрь 70, 1998 г.

++ 4 4 4 4 + прозрачно-кремовая маслообразная

ТБ-490

Амурская обл., 
Тамбовский р-н, с. 
Садовое, сорт Октябрь 
70, 1998 г.

+++ 4 4 4 3 + молочно-белая сливкообразная

ТБ-496

Амурская обл., 
Тамбовский ра-н,  
с. Садовое,  
сорт Октябрь 70, 1998 г.

– 4 4 4 3 + молочно-белая сливкообразная

062
Китай, г. Удалянчи, 
культурная соя, 
2005 г.

+ 4 4 3 3 + прозрачно-кремовая сметанообразная

ЗБ-79 Амурская обла, .г. Зея, 
дикая соя, 2007 г. + 4 4 3 3 + прозрачно-кремовая маслообразная

Примечание: активность каталазы: +++ — высокая, ++ — средняя, + — умеренная,  
– — отсутствует; рост штриха (баллы): 4 — обильный, 3 — хороший, 2 — умеренный,  
1 — слабый, 0 — нет роста.

Таблица.2. Чувствительность штаммов ризобий сои S. Fredii  
к антибиотикам, 2023 г.

Table.2. Sensitivity of soybean rhizobia strains S. fredii  
to antibiotics, 2023

Штамм

Антибиотические препараты

Н
ал

и
д

и
кс

о
ва

я 
ки

сл
о

та

ка
р

б
ен

и
ц

и
л

л
и

н

ст
р

еп
то

м
и

ц
и

н

эр
и

тр
о

м
и

ц
и

н

р
и

ф
ам

п
и

ц
и

н

те
тр

ац
и

кл
и

н

5851типовой R R S R I HS

СБ-39 R R R R R S

СБ-43 R R R R R S

ТБ-422 S S R S R S

ББ-49 R I R S R S

ТБ-488 I I R R R I

ТБ-490 R R I S R R

ТБ-496 R I R R I S

062 R R R R R R

ЗБ-79 S R I I R I

Примечание: R — резистентные, I — умеренно резистентные, 
S — чувствительные, HS – высокочувствительные.

вырабатываемого витамина В9 по сравнению с типо-
вым была выше в 6,8 раза (53,3 пг/мл), в биомассе штам-
ма ТБ-488 — в 6,2 раза (48,9 пг/мл), в биомассе штамма  
ТБ-422 и ТБ-062 — в 5,6 раза (44,4 пг/мл).

Показатели концентрации витамина В12 в бактери-
альной массе изучаемых штаммов варьировали в более 
широких пределах. Минимальная концентрация вита-
мина В12.(19 пг/мл) отмечена у штамма ТБ-496. У типо-
вого штамма S..fredii.5851 количество вырабатываемо-
го витамина составило 247 пг/мл. У штаммов ТБ-422 и  
ЗБ-79 синтез витамина В12 был выше в среднем 
в 1,4 раза, чем у типового (333 пг/мл и 323 пг/мл 

Рис. 1. Концентрация витаминов B9 и B12 в биомассе изучаемых 
штаммов S..fredii, пг/мл

Fig. 1. Concentration of vitamins B9 и B12 in the biomass of the studied 
S..fredii.strains, pg/ml
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соответственно). Наибольшую концентрацию В12 в био-
массе (1500 пг/мл) показали штаммы ББ-49, СБ-39.

Выводы/Conclusions
В результате исследований установлено, что изучае-

мые штаммы S..fredii.представляют собой однородную 
группу микроорганизмов, имеют хороший или обиль-
ный рост бактериальной массы на питательных средах 

МРС, МДА, RM и TY, высокую и среднюю устойчивость к 
антибактериальным препаратам и являются  каталазо-
положительными.

Все исследуемые штаммы S..fredii, включая типовой, 
синтезируют витамины В9 и В12. Наибольшая концентра-
ция витамина В9 отмечена в биомассе штаммов СБ-39 
(75,0 пг/мл), ББ-49 (66,6 пг/мл), ТБ-488 (48,9 пг/мл), ви-
тамина.В12 — штаммов ББ-49, СБ-39 (по 1500 пг/мл).
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