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За последнее время во всем мире, в том
числе и в России, неизмеримо вырос интерес к
проблемам микробиологии в сельском хозяй�
стве. Значительно расширилось представле�
ние о роли микроорганизмов в жизни расте�
ний [1]. Все большее значение отводится за�
мене химических средств защиты биологичес�
кими. Широкое применение находит исполь�
зование микробов�антагонистов, эффектив�
ных в малых концентрациях [2]. Стимуляцию
роста и развития растений, а также их защи�
ту от фитопатогенов можно усилить искусст�
венным внесением в почву биопрепаратов на
основе бактерий рода Pseudomonas, синтези�
рующих большое количество различных ме�
таболитов и  являющихся наиболее изучен�
ными и применяемыми в области биометода.
Флуоресцирующие псевдомонады синтезиру�
ют большое количество соединений, оказыва�
ющих ростостимулирующее действие на рас�
тения, либо угнетающих развитие фитопато�
генных грибов [3, 4]. Для культивирования
бактерий требуются богатые по составу пи�
тательные среды с дрожжевым экстрактом,
глюкозой, пептоном. С целью снижения себе�
стоимости конечного продукта возможно ис�
пользование более дешевых субстратов, на�
пример, отходов пищевого производства –
послеспиртовая барда [5], свекловичная ме�
ласса, молочная сыворотка. Однако нестан�
дартное сырье имеет несбалансированный
состав минеральных веществ, повышенную
кислотность. Поэтому при использовании в
качестве основы питательной среды необхо�
димо оптимизировать его состав и условия
культивирования микроорганизмов.

Цель работы
Изучение роста бактерии  Pseudomonas

aureofaciens 2006 на мелассной среде и опреде�
ление ростостимулирующих и фунгицидных
свойств полученной бактериальной суспензии.

Задачи исследования:
1. Оптимизировать состав питательной

среды на основе мелассы, обеспечивающий мак�
симальный прирост биомассы бактерии в усло�
виях глубинного культивирования.

2. Определить влияние полученной бакте�
риальной суспензии на развитие семян пшени�
цы в лабораторных условиях и изучить ее ан�
тифунгальные свойства.

Объект и методы исследования
Объектом исследования служила бактерия

Pseudomonas aureofaciens 2006, выделенная из по�
чвы и отселекционированная на кафедре биотех�
нологии ФГБОУ ВПО «Мордовский государ�
ственный университет имени Н.П. Огарева» (по�
дана заявка на депонирование). В ходе экспери�
мента по оптимизации состава среды рассмат�
ривали варианты с концентрацией мелассы 10,
20, 30, 40, 50 и 60 г/л, полученной с Ромодановс�
кого сахарного завода Республики Мордовия.

Известно, что бактерии используют как
нитратный, так и аммонийный азот [6]. При
оптимизации в раствор мелассы добавляли
NaNO3, (NН4)2SO4 и NH4NO3 в концентрации 1,
2 и 3 г/л. В качестве источника фосфорного пи�
тания вносили КН2РО4 с содержанием 1; 1,5; 2 и
2,5 г/л. Культивирование микроорганизма про�
водили в термостатируемом шейкере�инкуба�
торе ES�20/60 BioSan (Латвия) при 150 об/мин
и 29 °С в течение 24 часов. Инокулят выращи�
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вали на жидкой питательной среде Кинга. На�
чальный рН сред 6.8 – 7.0. Для создания усло�
вий, приближенных к промышленным, культи�
вирование осуществляли в биореакторе фирмы
Biostat A plus (Germany) при различных режи�
мах работы мешалки (150, 180, 200 мин�1). В про�
бах периодически (каждые 2 часа) измеряли
биомассу гравиметрическим методом (элект�
ронные лабораторные (аналитические) весы
Shimadzu AUX 220, Japan), проводили микро�
скопирование культуры.

Для оценки ростостимулирующего эффек�
та семена пшеницы сорта Тулайковская�10 (род
Triticum L., относящийся к семейству злаковые –
Gramineae Juss) коммерческой партии в количе�
стве 100 штук обрабатывали бактериальной
суспензией, разведенной водопроводной водой
в соотношении 1:100. Контроль – обработка се�
мян водой. На 3 и 7 сутки определяли энергию
прорастания и всхожесть по ГОСТ 12038�84
«Семена сельскохозяйственных культур. Мето�
ды определения всхожести» [7]. Семена прора�
щивали в климатической камере Sanyo MLR�
351 H (Japan).

В качестве тест�объектов при исследовании
антифунгальных свойств полученной бактери�
альной суспензии использовали следующие
фитопатогены: Fusarium culmorum, Alternaria
solani A7MУK3, Alternaria solani A7MУK4,
Alternaria tennisima A7AxT11g*, Alternaria infectoria
A7AkT1103/2, Alternaria alternata A7AxT1g11g, пре�
доставленные сотрудниками кафедры миколо�
гии и альгологии ФГБОУ ВПО «МГУ имени
М.В. Ломоносова». Совместное поверхностное
культивирование проводили на картофельно�

глюкозном агаре при 25–27 °С в течение 7 суток
в термостате электрическом суховоздушном ТС�
1/80 СПУ (Россия). Фитопатогены засевали
блочками, бактериальную суспензию наноси�
ли по краю чашки сплошной линией. Степень
ингибирования определяли по зоне отсутствия
роста грибов. Полученные экспериментальные
данные статистически обрабатывали с исполь�
зованием стандартных программ.

Результаты и их обсуждение
Уровень биомассы клеток при культивиро�

вании микроорганизмов зависит от ряда при�
чин, одной из которых является доступность суб�
страта и его оптимальное количество. Получен�
ные результаты показали прямую зависимость
прироста биомассы от увеличения концентра�
ции мелассы в среде. Максимальный уровень
биомассы отмечен на 23 часы культивирования
в вариантах с концентрацией субстрата 40, 50,
60 г/л и составил в среднем 10,1±0,3 г/л, что бо�
лее чем в 1,5 раза выше значений при 10 и 20 г/л
(рисунок 1).

В дальнейших исследованиях при подбо�
ре источников азота с экономической точки
зрения использовали мелассу в концентрации
40 г/л.

В составе мелассы  находится 1,1–1,5% азо�
та, причем третья часть его находится в форме
бетаина, использовать который в качестве источ�
ника азота микроорганизмы, как правило, не мо�
гут. Также в мелассной золе сравнительно мало
фосфора [8]. Внесение азотных и фосфорных со�
лей позволяет оптимизировать среды, приготов�
ленные на нестандартном сырье.

Рисунок 1. Максимальный прирост биомассы
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Добавление в среду источника азота интен�
сифицировало рост культуры. Лучший резуль�
тат отмечен в варианте с нитратной формой при
концентрации 2 г/л (12,5 г/л). Титр активных
клеток составил в среднем 109–1010 КОЕ/мл. При
использовании аммонийного азота прирост био�
массы составил в среднем на 9,5% меньше пре�
дыдущего варианта. В варианте с нитратом ам�
мония максимум биомассы составил 11,4 г/л при
концентрации 2 г/л (рисунок 2).

Дополнительное внесение фосфорнокис�
лого калия также вызвало увеличение роста
исследуемой культуры. При концентрации
соли 2,5 г/л на 19 часы роста уровень биомас�
сы составил 15,4 г/л с максимальным титром
7,1х1011 КОЕ/мл. При уменьшении концент�
рации соли до 1,5 г/л содержание биомассы
снизилось на 17,7% .

В следующей серии опытов культивирова�
ние P. aureofaciens 2006 проводили в полупро�
мышленных биореакторах на среде оптималь�
ного состава (меласса – 40 г/л, NaNO3 – 2 г/л,
КН2РО4 – 2,5 г/л) при различных режимах ра�
боты мешалки. Во всех вариантах максималь�
ное содержание микробной массы и высокий
титр клеток наблюдался на 21 ч. роста (табли�
ца 1). Микроскопические исследования показа�
ли наличие большого содержания грамотрица�
тельных палочек в поле зрения.

При режиме 180 мин�1 уровень биомассы
составил 15,1 г/л, что на 8,0 и
14,6% выше, чем в вариантах со
150 и 200 мин�1 соответственно.
В первые часы культивирования
значения рН снизилось на 0,8
единиц и в дальнейшем остава�
лось на уровне 5,2 до конца про�
цесса.

Таким образом, при исполь�
зовании мелассы в качестве ос�
новы питательной среды для
культивирования P. аurеofaciens
2006 необходимо внесение мине�
ральных солей NaNO3 и КН2РО4,
обеспечивающих увеличение
прироста биомассы и количества
жизнеспособных клеток. В про�
цессе культивирования в биоре�
акторе данный результат дости�
гался при режиме работы ме�
шалки 180 мин�1.

Известно, что различные штаммы бакте�
рии P. аurеofaciens способны синтезировать ве�
щества гормональной природы, оказывающие
положительное действие на развитие растений
[3, 9, 10]. Для выявления ростостимулирующих
свойств исследуемого штамма проводили обра�
ботку семян пшеницы сорта Тулайковская�10.
Титр клеток бактериальной суспензии состав�
лял 109–1010 КОЕ/мл.

Бактеризация семян псевдомонадами спо�
собствовала ускорению их развития. Значения
энергии прорастания и всхожести опытных ва�
риантов превысили контрольные на 20 и 18%
соответственно. В опытном варианте наблюда�
лось увеличение вегетативной части растений
и длины корня (рисунок 3).

Наличие фунгицидных свойств у бакте�
рий обуславливает эффективность их исполь�
зования в качестве агентов биоконтроля.
В процессе роста растения подвергаются дей�
ствию фитопатогенов, развивающих различ�
ного рода заболевания, приводящих к их ги�
бели. Бактерии рода Pseudomonas синтезиру�
ют широкий спектр первичных и вторичных
метаболитов, к которым можно отнести анти�
биотики (в�лактоны), аминогликозиды, моно�
лактамы, сидерофоры, псевдомоновые кисло�
ты [11, 12, 13, 14].

Исследования, проведенные при совместном
культивировании P. аurеofaciens 2006 с фитопа�

Рисунок 2. Максимальный прирост биомассы
P. аurеofaciens 2006 на среде с разными источниками азота
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150 1,2*108 9,0*108 1,0*1010 6,0*109 

180 5,3*108 6,6*109 2,5*1011 4,0*1010 

200 4,1*108 1,0*1010 1,2*1010 9,0*109 

Таблица 1. Титр клеток бактериальной суспензии, КОЕ/мл
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тогенами, показали наличие антифунгальных
свойств, степень проявления которых различна
в отношении определенной тест�культуры. Наи�
более выраженным антагонизмом бактерия об�
ладала к Alternaria alternata A7AxT1g11g, которая
является возбудителем заболеваний растений,
относящихся к пасленовому семейству [15] (ри�
сунок 4). Здесь зона ингибирования составила
26 мм. Меньшее воздействие отмечено на фито�
патоген Alternaria infectoria A7AkT1103/2, рост
гриба ингибировался при тесном контакте
с P. аurеofaciens 2006. По мере сближения микро�
организмов мицелий гриба становился рыхлым,
стелящимся по поверхности агара.

Для фитопатогенов Fusarium culmorum,
Alternaria solani A7MУK3, Alternaria solani

A7MУK4 и Alternaria tennisima A7AxT11g* от�
мечено значимое снижение степени их разви�
тия. Зона ингибирования в среднем состав�
ляла 17–20 мм.

Можно предположить, что различия в ан�
тагонистическом действии нового штамма псев�
домонад на тест�культуры обусловлено разной
степенью восприимчивости микромицетов
к бактериальным метаболитам.

Заключение
Таким образом, показана возможность ис�

пользования мелассы в качестве основы пита�
тельной среды взамен дорогостоящего сахаро�
содержащего сырья, что позволяет снизить се�
бестоимость технологического процесса полу�

Микробиология

Рисунок 3. Проросшие семена пшеницы Тулайковская�10 (7 сутки)

контрольопыт

Рисунок 4. Рост культур при совместном культивировании
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чения биопрепарата на основе бактерии
Р. аureofaciens 2006. Полученная бактериаль�
ная суспензия оказывает выраженное стиму�
лирующее действие на развитие семян пшени�
цы. Зоны ингибирования роста фитопатогенов
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PRODUCTION A BACTERIAL SUSРENSION PSEUDOMONAS AUREOFACIENS 2006 ON MOLASSES

MEDIUM AND STUDY OF ITS SEVERAL PROPERTIES
The possibility of using molasses as the main component of the cultural medium of the bacteria Pseudomonas

aureofaciens 2006. Optimal concentrations of molasses, nitrogen (NaNO
3
) and phosphorus (KH

2
PO

4
) sources at

which the maximum increase in biomass were chosen. Bacterial cultural medium stimulates the  growth of wheat
and proсesses of  antifungal effect.

Key words: Pseudomonas aureofaciens, molasses, cultivation, biomass, phytopathogens, antifungal effect.
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