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   Препараты на основе рост стимулирующих 

бактерий все шире применяются в растениеводстве, о 

чем свидетельствует ежегодный прирост их продаж 

на 10 %. В этих условиях возрастает необходимость 

повышения эффективности отбора новых штаммов 

рост стимулирующих бактерий. Объектом 

исследований служила почвенная 

бактерия Paenibacillus ehimensis IB 739 из коллекции 

УИБ УФИЦ РАН (основа препарата “Бациспецин”). 

Была показана способность штамма Paenibacillus 

ehimensis IB 739 продуцировать цитокинины. 

Оценивался рост трехсуточных проростков пшеницы 

(Triticum aestivum L.) после бактеризации семян 

различными препаративными формами штамма 

(исходной и разведенной суспензией, биомассой и 

культуральной жидкостью) в норме и при стрессе 

(100мМ NaCl) в условиях гетеротрофного питания 

растений. Показано, что как бактериальные клетки, 

так и культуральная жидкость оказывают влияние на 

результаты биотестирования, и оба эти компонента 

должны присутствовать при испытании штаммов – 

стимуляторов роста растений. Для получения 

адекватных результатов по регуляции роста корней 

важно разводить исходную суспензию и не очищать 

ее от культуральной жидкости. Вместе с тем, при 

акценте на рост побега обработка биомассой, 

отделенной от культуральной жидкости, может дать 

положительный результат. Наши результаты 

показывают, что первичное биотестирование 

потенциальной способности бактериальных 

препаратов стимулировать рост растений как в 

оптимальных, так и в стрессовых условиях можно 

проводить на всходах, выращенных в темноте. 

Штамм Paenibacillus ehimensis IB 739 можно 

рассматривать в качестве перспективного биоагента 

для его применения в условиях засоления. 

   Ключевые слова: PGPR, экспресс-оценка рост 

стимулирующей активности, фитогормоны, Triticum 

aestivum 
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   The promising nature of biotechnology based on 

increasing crop yield and plant resistance with the help of 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) 

determines the urgency of the search for new and more 

effective strains. The object of the study was a soil 

bacteria Paenibacillus ehimensis IB 739 (the basis of the 

preparation “Bacispecin”) from the collection of the UIB 

RAS. The ability of the strain Paenibacillus ehimensis IB 

739 to produce cytokinins has been shown. The growth of 

three-day wheat seedlings (Triticum aestivum L.) was 

assessed after seed bacterization with various preparative 

forms of the strain in normal and stress (100 mM NaCl) 

under conditions of heterotrophic plant nutrition. It was 

shown that both bacterial cells and cultured fluid affect 

the results of biotesting, and both of these components 

should be present during the testing of bacterial 

preparations. To obtain adequate results on the regulation 

of root growth, it is important to dilute the initial 

suspension and not to purify it from the culture liquid. 

However, with an emphasis on shoot growth, treatment 

with biomass separated from the culture liquid may yield 

a positive result. Thus our results show that the primary 

biotesting of the potential ability of bacterial preparations 

to stimulate plant growth under both optimal and stress 

conditions can be carried out on seedlings grown in the 

dark. The strain of Paenibacillus ehimensis IB 739 can be 

considered as a promising bioagent for its application in 

salinization conditions. 
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Способность некоторых ризосферных бактерий (так называемых Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria - PGPR) стимулировать рост растений как в нормальных, так и 

стрессовых условиях, стало основой биотехнологии использования бактериальных 

препаратов как средства повышения урожайности и устойчивости возделываемых растений. 

Судя по публикациям последних лет, этот подход становится все более популярным 

[Olanrewaju et al., 2017; Nadeem et al., 2014; Воеводина, Балакай 2017; Numan et al., 2018]. 

Предполагается, что способность бактерий этого типа стимулировать рост растений в 

определенной степени зависит от продукции ими фитогормонов [Duca et al., 2014; Glick 

2015]. Ранее нами было выявлено повышенное накопление биомассы у растений салата и 

пшеницы под влиянием интродукции в их ризосферу бактерий, продуцирующих цитокинины 

[Архипова и др., 2006; Arkhipova et al., 2007; Kudoyarova et al., 2014] и ауксины [Kudoyarova 

et al., 2017], а также возрастание урожайности растений пшеницы при обработке семян 

бактериями, продуцирующими фитогормоны [Wilkinson et al., 2012]. Очевидная 

перспективность биотехнологии повышения урожайности и устойчивости растений с 

помощью PGPR определяет актуальность поиска новых, более эффективных штаммов. Хотя 

оценка способности бактерий к накоплению фитогормонов в их культуральной жидкости 

может быть использована для первичного отбора перспективных штаммов, не было 

обнаружено прямой корреляции между уровнем продукции фитогормонов in vitro и их рост 

стимулирующим действием на растения in vivo [Kudoyarova et al., 2017]. Эти результаты 

свидетельствуют о недостаточности оценки присутствия гормонов в культуральной 

жидкости и о необходимости тестирования рост стимулирующего действия бактерий 

непосредственно на растениях. Хотя в конечном итоге важно проверить действие бактерий 

на растения, которые растут на свету в почве, этот подход достаточно трудоемок и длителен 

даже в лабораторных условиях, что определяет необходимость использования более простых 

первичных биотестов. Таким подходом может быть обработка семян бактериальным 

препаратом перед их проращиванием в чашках Петри в термостате в отсутствие освещения, 

т.е. в условиях гетеротрофного питания растений. Предварительная оценка влияния 

нескольких штаммов, продуцирующих цитокинины и ауксины, на рост растений пшеницы в 

этих условиях выявила рост стимулирующую активность у некоторых из них при 

тестировании в присутствии хлорида натрия и без него [Кудоярова и др., 2017]. Однако 

последующие результаты оказались противоречивыми и рост стимулирующая активность 

бактерий не определялась. Мы предположили, что противоречивость результатов оценки 

может быть связана с неодинаковым титром бактериального препарата, что было проверено 

в данной работе. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Объектом исследования служил штамм Paenibacillus ehimensis IB -739 (ВКМ B-

2680D) (основа биопрепарата Бациспецин). Выбор штамма Paenibacillus ehimensis IB 739 как 

объекта исследований был продиктован возможностью отработки экспресс-метода оценки 

рост стимулирующей активности микроорганизмов на штамме с известным положительным 
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действием на рост растений [Мелентьев 2007; патент RUS 1743010]. Штамм Paenibacillus 

ehimensis IB 739 культивировали в жидкой питательной среде, содержащей крахмал (10 г/л), 

кукурузный экстракт, пептон, дрожжевой экстракт (3 г/л каждый), (NH4)2SO4 and KH2PO4 (2 

г/л каждый) в колбах на шейкере VTM-12-250 при 37°С и 160 об/мин в течение 72 часов. 

Биомассу отделяли от культуральной жидкости центрифугированием при 4000 об/мин в 

течение 20 минут. 

Стерилизацию семян мягкой пшеницы сорта Омская 35 (Triticum aestivum L.) 

проводили их замачиванием в растворе 96% этанола и 3% H2O2 (1:1) в течение 3 минут. 

Затем, после многократной промывки семян стерильной водопроводной водой, проводили их 

бактеризацию с добавлением Na-карбоксиметилцеллюлозы и воды. Биотестирование рост 

регулирующей активности штамма Paenibacillus ehimensis IB 739 проводили, обрабатывая 

семена исходной бактериальной суспензией, десятикратно разведенной суспензией, 

культуральной жидкостью и биомассой, разведенной в 10 раз. Семена пшеницы по 20 штук 

помещали в чашки Петри на фильтровальную бумагу, смоченную 4 мл стерильной 

водопроводной воды или таким же количеством 100 мМ раствора NaCl. Контролем служил 

вариант без обработки семян микроорганизмами (без внесения соли или на фоне 100 мМ 

раствора NaCl). Чашки Петри находились в темноте при комнатной температуре в течение 

трех суток. В конце эксперимента оценивали длину колеоптилей, длину корней, сырую 

массу проростков. 

Для оценки уровня накопления цитокининов в процессе культивирования бактерий 

цитокинины дважды экстрагировали из культуральной жидкости  н-бутиловым спиртом в 

соотношении 2:1 (водная фаза/органическая фаза) [Yokota, Murofushi, 1980]. После 

упаривания спирта сухой остаток растворяли в 20 мкл 80 %-ного спирта и проводили 

тонкослойную хроматографию на пластинах для ТСХ производства фирмы “Sigma-Aldrich” в 

верхней фазе хроматографической смеси н-бутанол:аммиак:вода (6:1:2). Зоны 

хроматограммы, соответствующие положению метчиков зеатина, его рибозида и нуклеотида 

элюировали нейтральным фосфатным буфером и проводили количественное определение 

цитокининов с помощью иммуноанализа как описано [Kudoyarova et al., 2014]. 

Статистическую обработку данных проводили по стандартным программам MS Excel. 

Результаты по длине и массе побегов и корней представляли в виде средней арифметической 

± ошибка средней, где достоверность различий по сравнению с контролем оценивали по t-

критерию Стьюдента р≤0.05, t-тест. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Иммуноанализ цитокининов в культуральной жидкости бактерий выявил присутствие 

этих гормонов (рис.1). Поскольку, цитокинины отсутствовали в исходной среде для 

культивирования бактерий, а концентрация этих гормонов возрастала с нарастанием 

бактериальной массы в процессе культивирования, эти результаты свидетельствуют о 

способности бактерий данного штамма продуцировать цитокинины. 
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Рис.1 Динамика роста биомассы и накопления цитокининов в культуральной 

жидкости штамма Paenibacillus ehimensis IB 739. 

Титр штамма на семенах, обработанных культуральной жидкостью, отделенной от 

биомассы, был низким, что свидетельствует об эффективности отделения биомассы (рис.2). 

Максимальный высокий титр был в случае обработки семян исходной бактериальной 

суспензией, а у семян, обработанных разведенной суспензией, величина КОЕ снижалась на 

порядок, что соответствовало десятикратному разведению препарата. Численность бактерий 

в варианте с обработкой биомассой, отделенной от культуральной жидкости, была такой же, 

как и в варианте с обработкой семян разведенной суспензией. 

 
Рис.2 Титр Paenibacillus ehimensis IB 739 на семенах пшеницы после их бактеризации 

различными препаративными формами штамма. 1–исходная суспензия; 0.1–

десятикратное разведение суспензии. 

Сравнение длины и массы проростков пшеницы выявило большую отзывчивость 

корней, чем побегов после обработки семян (табл. 1, рис. 3). Так, суммарная длина всех 

корней возрастала под влиянием обработок в отдельных вариантах от полутора до 2,3 раза, а 

масса корней – от 1,3 до 1,8 раза, в то время как достоверное изменение длины побега было 
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зарегистрировано только в варианте обработки семян биомассой, и масса побега в этом 

случае возрастала на 20 %. Таким образом, сравнительная оценка разных вариантов 

обработки в основном проводилась по показателям длины и массы корней. 

Таблица 1. Влияние бактеризации семян различными препаративными формами 

штамма Paenibacillus ehimensis IB 739 на массу проростков пшеницы в норме и при 

стрессе (100 мМ NaCl). (n=60) 

Вариант обработки семян  Сырая масса корней, 

мг/растение 

Сырая масса побегов, 

мг/растение 

- NaCl + NaCl - NaCl + NaCl 

Контроль (без бактеризации) 19.6±1.2 13.1±0.6 30.1±1.5 17±0.7 

Суспензия  исходная 13.2±0.8 11.5±0.8 24.6±1.3 15±0.7 

10-кр. разведение 33.2±1.6* 23.2±1* 31.2±1.3 17.8±0.6 

Биомасса 23.1±1* 13.2±0.6 35.7±0.9* 18.5±0.7 

Культуральная жидкость 25.2±1.1* 14.9±0.3* 32.1±1.3 16.6±0.8 

* различия по сравнению с контролем достоверны при р≤0.05, t-тест. 

 
Рис.3 Влияние бактеризации семян различными препаративными формами штамма 

Paenibacillus ehimensis IB 739 на рост трехсуточных проростков пшеницы в норме и при 

стрессе (100 мМ NaCl). 1–исходная суспензия; 0.1–десятикратное разведение суспензии. 
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Обработка семян исходным бактериальным препаратом отрицательно сказывалась на 

росте растений, что наиболее ярко проявлялось в отсутствие стрессового воздействия 

(засоления), которое само по себе также ингибировало рост растений. Корни в варианте с 

обработкой семян в этом случае (без NaCl) были на 12 % короче, а их масса на 33 % меньше, 

чем в контроле. Даже по массе побега на фоне обработки исходным бактериальным 

препаратом было зарегистрировано достоверное снижение по сравнению с контролем (на 19 

%). Мы предположили, что результаты биотестирования могли быть связаны с избыточно 

высоким титром исходной бактериальной суспензии. 

Десятикратное разведение исходной суспензии сопровождалось проявлением  

способности  штамма стимулировать рост растений. Это было хорошо заметно по 

увеличению массы корней в 1,7 раза по сравнению с контролем (от 20 до 33 мг на растение) 

у растений, которые росли в отсутствие соли, и в 1,8 раза (от 13 до 23 мг на растение) у 

растений на фоне добавления в среду хлорида натрия. В отсутствие засоления корни 

растений, семена которых перед посадкой обрабатывали разведенной суспензией, были 

более, чем в 2 раза длиннее контрольных растений (суммарная длина всех корней в расчете 

на одно растение составила 70 и 160 мм в контроле и опыте, соответственно). На фоне 

засоления прибавка была меньше, но также существенна (62 и 114 мм на контроле и в опыте, 

соответственно). Таким образом, биотестирование разведенной суспензии подтвердило 

способность бактерий данного штамма стимулировать рост растений, что соответствовало 

предшествующим результатам полевых экспериментов [Кузьмина и др., 2003]. 

Обнаруженная в данных экспериментах способность бактериального препарата активировать 

рост растений не только в оптимальных, но и стрессовых условиях соответствует 

полученным нами ранее результатам, где было показано рост стимулирующее действие 

бактерий, синтезирующих цитокинины, в условиях засухи [Arkhipova et al., 2007]. 

Ингибирующее действие исходной неразведенной бактериальной суспензии могло 

быть следствием того, что биотестирование проводилось в темноте, когда рост растений 

осуществлялся за счет гетеротрофного питания. При этом бактерии, очевидно, 

конкурировали с растениями за субстрат для роста, что проявлялось при их высоком титре. 

Ранее нами было показано, что продуцируемые бактериями цитокинины стимулируют 

корневую экссудацию растений, обеспечивая тем самым доступность синтезируемых 

растениями метаболитов для бактерий [Kudoyarova et al., 2014]. Этот эффект не проявлялся 

при высоком титре бактериального препарата в наших экспериментах, что свидетельствует о 

необходимости разведения бактериальных препаратов перед их биотестированием. Однако, 

ингибирующее действие высокого титра бактериального препарата не проявлялось ни в 

полевых экспериментах [Wilkinson et al., 2012], ни в лабораторных исследованиях на 

растениях, которые выращивали на свету [Arkhipova et al., 2006; Архипова и др., 2006]. Хотя 

урожайность пшеницы снижалась при предпосевной обработке семян бактериальным 

препаратом с высоким титром (10
7 

КОЕ/семя) по сравнению с разведенным препаратом (титр 

10
6
 КОЕ/семя), в полевых условиях в обоих случаях обработки масса зерен была выше, чем в 

контроле (4,1 и 4,9 г зерна на растение при обработке более концентрированным и 

разведенным препаратом соответственно, при урожайности в контроле – 2,9 г зерна на 

растение). Очевидно в автотрофных условиях, когда растения могли продуцировать 

достаточно органических соединений, как для себя, так и для ризосферных 

микроорганизмов, бактерии в полной мере проявляли свою способность стимулировать рост 

и урожайность растений. 
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В отсутствие засоления отделение биомассы от культуральной жидкости снижало 

стимулирующее действие бактерий на рост корней. Если в этих условиях длина корней 

растений, семена которых обрабатывали разведенной суспензией, содержащей 

культуральную жидкость, была в два с лишним раза больше, чем в контроле, то обработка 

семян отделенной от культуральной жидкости бактериальной биомассой приводила лишь к 

полуторакратному удлинению корней по сравнению с контролем. Важно отметить, что 

количество бактерий, которые были выявлены на семенах при обоих вариантах обработки 

(обработка разведенной суспензией, содержащей культуральную жидкость, и отделенной от 

нее бактериальной биомассой) было примерно одинаковым. 

На фоне засоления рост стимулирующее действие биомассы на длину корней не 

проявлялось. При оценке массы корней прослеживалась та же закономерность. В варианте 

обработки только биомассой без культуральной жидкости рост стимулирующий эффект 

снижался с 1,7 до 1,3 раза при проведении испытаний в отсутствие засоления среды. При 

этом на фоне добавления хлорида натрия различий по сравнению с контролем по 

накоплению биомассы растений выявлено не было. Эти результаты указывают на рост-

стимулирующую активность, которая проявлялась в отношении роста корней у компонентов, 

содержащихся в самой культуральной жидкости, роль которых возрастает на фоне 

стрессового воздействия. Представляет интерес небольшая, но достоверная прибавка (по 

сравнению с контролем) массы побега у растений при обработке их семян именно 

очищенной от культуральной жидкости бактериальной массой (ни в одном другом варианте 

обработки стимулирующего эффекта не было выявлено). На фоне засоления эта реакция не 

проявлялась. Эти результаты указывают на неоднозначное действие синтезируемых 

бактериями веществ на рост побегов и корней. 

Сама по себе обработка семян культуральной жидкостью, отделенной от 

бактериальных клеток, также стимулировала рост корней растений пшеницы, что 

проявлялось как в увеличении длины корней, так и их биомассы. В отсутствие засоления 

стимулирующий эффект был таким же, как у отделенной от культуральной жидкости 

бактериальной биомассы (но ниже, чем в случае обработки семян разведенной суспензией). 

Стимулирующий эффект культуральной жидкости на рост корней проявлялся не только в 

отсутствие засоления, но и в стрессовых условиях. В этом было отличие его действия от 

биомассы без культуральной жидкости, рост стимулирующее действие которой на корни 

проявлялось только в отсутствие стресса. Эти результаты свидетельствуют о том, что как 

бактериальные клетки, так и культуральная жидкость оказывают влияние на растения и оба 

эти компонента должны присутствовать при испытании бактериальных препаратов. 

Таким образом, полученные нами результаты свидетельствуют о том, что первичное 

биотестирование потенциальной способности бактериальных штаммов стимулировать рост 

растений, как в оптимальных, так и стрессовых условиях, может проводиться на проростках, 

которые растут в темноте. Однако для получения адекватных результатов по регуляции 

роста корней важно разводить исходную суспензию и не очищать ее от культуральной 

жидкости. Вместе с тем, при акценте на рост побега обработка биомассой, отделенной от 

культуральной жидкости, может дать положительный результат. По результатам 

тестирования штамм Paenibacillus ehimensis IB 739 можно рассматривать в качестве 

перспективного биоагента для его применения в условиях засоления почв. Рост-

стимулирующий эффект возможно связан с его способностью продуцировать цитокинины. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ в рамках научного 

проекта № 18-04-00577 А. 
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