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Установлены высокая приживаемость в почвогрунтах и ризосфере растений бактерий Bacillus subtilis штаммов 
М 9/6, 10/19 и 7МР, а также их способность эффективно подавлять развитие патогенов. Наиболее выраженная ростре-
гулирующая активность обнаружена у B. subtilis М 9/6, при этом биомасса листьев салата листового увеличилась 
практически в 4,5 раза по сравнению с контролем (без применения удобрений). Добавление бентонита или глины  
в почвогрунт способствует увеличению продуктивности салата на 29,8 и 42,5 % соответственно в сравнении с тако-
вой у растений, выращиваемых на бактеризованном субстрате.
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It was detected Bacillus subtilis strains M 9/6, 10/19 and 7MR achieved high survival rates in peat-based substrates  
and the rhizosphere of plants and the ability to inhibit the development of pathogens. Growth promotion activity detected  
in B. subtilis M 9/6, biomass of lettuce leaf increased almost 4.5 times compared with the control (without fertilizers).  
The addition of bentonite or clay in bacterial peat-based growing media increases the productivity of lettuce, respectively, 29.8 
and 42.5 % in comparison with the plants grown on such substrate.
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Введение. В последнее время все большее внимание исследователей привлекает проблема соз-
дания биопрепаратов широкого спектра действия, основу которых составляют стимулирующие 
рост растений бактерии (СРРБ или PGRP – plant growth promoting rhizobacteria) [1, 2]. Эффекты 
СРРБ связывают с улучшением питания растений, продукцией биологически активных веществ, 
снижением численности фитопатогенов, индукцией системной устойчивости растений к стрес-
совым факторам абиотической и биотической природы [2–11]. Особое внимание среди СРРБ за-
служивают аэробные спорообразующие бактерии рода Bacillus, характеризующиеся мощным 
биосинтетическим потенциалом в сочетании с высокой экологической пластичностью, а также 
технологичностью в применении [12–14].

Большое значение экологически безопасные биопрепараты приобретают при выращивании 
растений, которые употребляются в пищу в сыром виде, например зеленных культур. Результаты 
обследований зеленных культур, выращиваемых в тепличных хозяйствах республики методом 
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проточной гидропоники, свидетельствуют о существенных потерях урожая из-за высокой вредо-
носности корневой гнили. Кроме того, представители родов Fusarium, Alternaria и грибоподоб-
ные организмы рода Pythium, которые являются доминирующими патогенами на корневой систе-
ме зеленных культур, могут образовывать и выделять в субстрат токсичные экзометаболиты [15]. 

В гидропонной технологии при выращивании зеленных культур в качестве корнеобитаемой 
среды используют органические субстраты на основе торфа [16], к которым, с физиологической 
точки зрения, предъявляют следующие требования: они должны обеспечивать дружность (одно-
временность) всходов, максимально быстрые темпы накопления вегетативной массы, способ-
ствовать получению высоких урожаев при коротком периоде вегетации и длительному хранению 
продукции на корню в фазе хозяйственной годности. 

На наш взгляд, достижение максимальных уровней продуктивности зеленных культур может 
быть осуществлено при оптимизации состава и соотношения компонентов, физико-химических 
свойств субстрата и при интродукции высокоэффективных форм микроорганизмов с полифунк-
циональными свойствами в корнеобитаемую среду. Интродуценты должны обладать способно-
стью хорошо приживаться в почвогрунтах и проявлять фитозащитное и ростстимулирующее 
действие не только на ранних стадиях развития растений, но и на протяжении всего периода 
вегетации.

Цель настоящей работы – изучение приживаемости и динамики развития интродуцирован-
ных бактерий-антагонистов B. subtilis штаммов М 9/6, 10/19 и 7МР в ризосфере растений и осо-
бенностей роста и развития салата листового на биологически активных органо-минеральных 
субстратах, различающихся компонентным составом. 

Объекты и методы исследования. Объектом исследования служил салат листовой (Laсtuca 
sativa var. crispa L.) сортотипа Батавия, гибрид Афицион [17], предназначенный для малообъем-
ной технологии, зимне-весеннего оборота. Период от всходов до технической спелости составля-
ет 28 дней. Образует розетку листьев приподнятого типа диаметром 24–27 см, высотой 27 см [18]. 

В работе использованы выделенные штаммы М 9/6, 10/19 и 7МР спорообразующих бакте-
рий Bacillus subtilis, проявляющие высокую антагонистическую активность к широкому спектру 
фитопатогенных грибов и бактерий. В качестве основных тест-объектов для оценки антагони-
стической активности исследуемых культур служили штаммы фитопатогенных грибов родов 
Fusarium, Alternaria, Botrytis и бактерий родов Xanthomonas, Pseudomonas, Clavibacter.

В работе использованы следующие среды:
натуральные: мясо-пептонный бульон, агаризованный мясо-пептонный бульон (плотные  

и полужидкие питательные среды приготавливали путем добавления к жидким 2,0 или 1,2 % 
агара микробиологического); 

полусинтетические (г/л): 1) бульон Хоттингера – 50,0; глюкоза –10,0; пептон – 5,0; NaCl – 5,0; 
агар-агар – 12,0–20,0; вода водопроводная – до 1 л; 2) меласса – 30,0; K2HPO4∙3H2O – 7,0; KH2PO4 – 
3,0; MgSO4∙7H2O – 0,1; (NH4)2SO4 – 1,5; Na-цитрат – 0,5; вода дистилированная – до 1 л.

Штаммы бактерий поддерживали на мясо-пептонном агаре (количество агар-агара – 1,2 %). 
Фитопатогенные грибы и бактерии поддерживали на агаризованном бульоне Хоттингера, коли-
чество агар-агара – 1,2 %.

Глубинное культивирование бактерий-антагонистов осуществляли в колбах Эрленмейера на 
питательной среде 2 при температуре 28–30 °С, используя шейкер роторного типа (200 об/мин).

Культуры фитопатогенных тест-объектов выращивали в колбах Эрленмейера на среде 1 при 
температуре 28–30 °С в течение 24 ч (бактерии) и 76 ч (грибы), используя качалку (200 об/мин). 

Взаимодействие бактерий-антагонистов с фитопатогенными микроорганизмами исследовали 
с помощью метода лунок [19]. Результаты антагонистического действия учитывали после 18–24 ч 
инкубации при температуре 28–30 °С по диаметру зон задержки роста тест-культур. При опреде-
лении титра клеток и спор бактерий применяли метод предельных разведений [20].

Cостав почвогрунта включал смесь нейтрализованных торфов (верхового и переходного)  
и агроперлит в соотношении 2:1, в который вносили инокулят спорообразующих бактерий 
Bacillus subtilis в количестве 15 мл/л субстрата. Инокулят имел следующие показатели: титр КОЕ –  
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2,5∙109/мл, спор – 1,8∙109/мл, антагонистическая активность (по диаметру зон ингибирования  
роста фитопатогенных тест-объектов Fusarium oxysporum и Pseudomonas syringae) – 29,0–31,0  
и 28,0–30,0 мм соответственно. 

В бактеризованные торфосмеси добавляли бентонитовую глину (ГОСТ 28177-89) или глини-
стое сырье (ГОСТ 9169-75) в соотношении 1 г минерального сырья на 1 л почвогрунта. 

Растения выращивали в наполненных субстратом пластиковых лотках. В каждый лоток 
высевали по 50 семян и помещали в термостат до появления всходов. Затем салат переносили  
в световые камеры с освещенностью 13–15 тыс. лк и ежедневно осуществляли полив. 

Биометрические параметры растений, накопление сырой и сухой биомассы, содержание фо-
тосинтетических пигментов по [21] определяли на 14-е и 28-е сутки вегетации. 

Статистическую обработку данных производили общепринятыми методами [22, 23]. Для по-
строения графиков использовали графический редактор для Windows XP. Планки погрешности 
на гистограмме отражают величину стандартной ошибки средней арифметической. 

Результаты и их обсуждение. Эффективность действия бактерий-интродуцентов во многом 
определяется их способностью приживаться в ризосфере культурных растений. В связи с этим 
в модельных опытах нами изучена приживаемость и динамика развития бактерий-антагонистов 
B. subtilis штаммов М 9/6, 10/19 и 7МР в ризосфере растения и оценено влияние бактеризации на 
микробную систему «почва–антагонист–патоген».

Результаты исследований свидетельствуют о том, что все изучаемые бактерии характеризу-
ются способностью колонизировать прикорневое пространство. Так, показано, что при инокуля-
ции почвогрунта споровым материалом антагонистов в течение первых 7 сут титр всех исследуе-
мых культур несколько снижается, однако в последующие 14 сут, по мере развития растений, он 
возрастает и к концу эксперимента составляет (3,3–4,2)∙108 клеток/г почвы, что на 22–31 % выше, 
чем количество исходно вносимых бактерий (рис. 1, а). 

Несколько иная картина наблюдалась при инокуляции субстрата бактериями-антагонистами 
без последующей высадки в него растений (рис. 1, б). В течение первой недели инкубации, так же 
как и в опыте с растениями, наблюдался адаптационный период, во время которого отмечалось 
снижение титра инокулятов. Затем количество бактерий возрастало, однако не превышало уров-
ня исходной концентрации.

В целом представленные на рис. 1 данные позволяют предположить, что эффективность ко-
лонизации прикорневой зоны изучаемыми бактериями-антагонистами зависит от их штаммовой 
принадлежности и наличия корневых экзометаболитов, что в значительной степени определяет 
дальнейшую интеграцию микроорганизмов с растением. Сравнительный анализ плотности по-
пуляции интродуцированных культур в условиях in vitro и in vivo показал, что численность этих 
бактерий длительное время поддерживается на достаточно высоком уровне.

а                                                                         б

Рис. 1. Динамика численности интродуцируемых бактерий-антагонистов в опытах «почва–растение–антагонист» (а), 
«почва–антагонист» (б) в стерильных условиях (А – B. subtilis М 9/6, Б – B. subtilis 10/19, В – B. subtilis 7МР)
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Изучение влияния B. subtilis штаммов М 9/6, 10/19 и 7МР на развитие популяций фитопатоге-
нов показало, что все они обладают способностью ингибировать развитие фитопатогенных тест-
объектов в почвенных условиях: в присутствии антагонистов происходит заметное снижение 
чис лен ности фитопатогенных грибов и бактерий. Так, численность фитопатогенного гриба F. 
oxy spo rum к концу эксперимента (30-е сутки) в зависимости от варианта составляет (6,5–6,6)∙102 КОЕ/г 
почвогрунта, тогда как в контроле достигает уровня 2,2·105 КОЕ/г почвогрунта (табл. 1). 

Т а б л и ц а 1. Влияние бактерий B. subtilis на динамику численности  
фитопатогена Fusarium oxysporum в почвогрунте

Сроки наблюдения, 
сутки

Динамика численности гриба F. oxysporum в почвогрунте
B. subtilis М 9/6 B. subtilis 10/19 B. subtilis 7МР Контроль (без антагониста)

0-е 5,2∙104 5,4∙104 5,6∙104 5,2∙104

7-е 1,7∙104 2,1∙104 3,7∙104 5,7∙104

15-е 8,6∙103 7,5∙103 6,6∙103 8,6∙104

20-е 3,6∙103 1,6∙103 2,4∙103 9,6∙104

30-е 6,5∙102 6,1∙102 6,6∙102 2,2∙105

Титр фитопатогенных бактерий Ps. syringae в присутствии антагонистов не превышает  
(3,4–4,1)∙104 КОЕ/г почвы, а в контрольном составляет 3,6∙107 клеток/г почвы (табл. 2).

Т а б л и ц а 2. Влияние бактерий B. subtilis на динамику численности  
фитопатогена Pseudomonas syringae в почвогрунте

Сроки наблюдения, 
сутки

Динамика численности бактерий Ps. syringae в почвогрунте
B. subtilis М 9/6 B. subtilis 10/19 B. subtilis 7МР Контроль (без антагониста)

0-е 3,4∙106 3,8∙106 3,9∙106 3,7∙106

7-е 1,2∙106 8,1∙105 7,4∙105 6,1∙106

15-е 7,7∙105 2,5∙105 1,6∙105 3,4∙105

20-е 8,6∙104 7,6∙104 7,1∙104 6,8∙106

30-е 4,1∙104 3,6∙104 3,4∙104 3,6∙107

Введение бактерий-антагонистов рода Bacillus в почвогрунты продемонстрировало их высо-
кую приживаемость, а также способность оказывать регулирующее воздействие на состав поч-
венных микробоценозов путем подавления развития патогенных микроорганизмов. 

В серии опытов исследовали влияние штаммов бактерий, инродуцированных в торфосмесь, 
не содержащую минеральных элементов питания, на особенности роста и развития растений 
салата листового. Анализ данных, полученных на 14-дневных растениях, показал, что все ис-
следуемые бактериальные препараты стимулируют рост и развитие растений, увеличивая длину 
листьев и практически в 3 раза их биомассу (табл. 3). 

Т а б л и ц а 3. Морфометрические показатели растений салата на торфосмеси (тС),  
инокулированной биопрепаратами

Вариант опыта Контроль (ТС) ТС + B. s. М 9/6 ТС + B. s. 7МР ТС + B. s. 10/19 НСР05

14-е сутки вегетации
Общая биомасса растения, г 0,07 ± 0,007 0,21 ± 0,024* 0,20 ± 0,019* 0,20 ± 0,018* 0,05
Длина листьев, см 4,3 ± 0,21 6,0 ± 0,32* 5,8 ± 0,25* 6,0 ± 0,21* 0,7
Длина корней, см 2,6 ± 0,32 4,3 ± 0,35* 4,2 ± 0,38* 4,2 ± 0,2* 0,8

28-е сутки вегетации (техническая спелость)
Биомасса надземной части растения, г 0,51 ± 0,03 2,38 ± 0,27* 1,52 ± 0,19* 1,42 ± 0,17* 0,50
Биомасса корней растения, г 0,10 ± 0,008 0,20 ± 0,017* 0,10 ± 0,013 0,08 ± 0,011 0,03
Длина листьев, см 8,4 ± 0,17 14,5 ± 0,25* 12,6 ± 0,47* 13,3 ± 0,70* 1,0
Количество полностью развернувшихся листьев  

на растении 3,9 ± 0,04 5,0 ± 0,24 4,4 ± 0,24 4,1 ± 0,26
*Опытный вариант достоверно отличается от контрольного.
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Бактерии-антагонисты способствовали активному развитию корневой системы растений: 
длина корней увеличивалась на 60–66 %, а их биомасса – в 2,6–2,8 раза. При этом индекс побег/
корень составлял 1,4 и не отличался от такового в контрольном варианте. 

Анализ морфологических параметров растений салата на 28-е сутки вегетации (техническая 
спелость, хозяйственная годность) показал более выраженное рострегулирующее действие от-
дельных штаммов бактерий Bacillus subtilis. Наиболее сильная ростстимулирующая активность 
отмечена в варианте с использованием культуральной жидкости бактерий B. subtilis М 9/6: длина 
листьев салата увеличилась на 69,5 %, а их биомасса – в 4,5 раза по сравнению с контролем (тор-
фосмесь без минеральных удобрений). 

Известно, что физико-химические характеристики и компонентный состав почвогрунтов 
оказывают большое влияние на формирование микробного ценоза. Очевидно, что при измене-
нии этих характеристик могут создаваться как благоприятные, так и неблагоприятные условия 
для активной колонизации ризосферы и приживаемости бактерий и, как следствие, для прояв-
ления их эффективности как защитных агентов и стимуляторов роста растений. В ряде работ 
[24, 25] показана эффективность введения в субстраты тонкодисперсной минеральной компо-
ненты – кембрийской глины или смеси кембрийской глины с сапропелем – для формирования 
органо-минеральных комплексов, которые создают более благоприятную среду для развития  
и функционирования корневой системы выращиваемых растений и сопутствующей микрофло-
ры. Нами исследовано влияние глинистых материалов, внесенных в почвогрунты, на ростсти-
мулирующий эффект наиболее эффективного штамма М 9/6 Bacillus subtilis. В бактеризованные 
торфосмеси добавляли бентонитовую глину (ГОСТ 28177-89) или глинистое сырье (ГОСТ 9169-75). 
Включение глинистых материалов способствовало более активному росту листьев и увеличе-
нию биомассы растений, чем при их выращивании на торфосмеси (контроль) или на бактеризо-
ванном почвогрунте. Установлено, что растения, выращиваемые на почвогрунте, включающем 
глинис тые компоненты и бактерии, достоверно превосходят по морфофизиологическим параме-
трам растения варианта «бактеризованная торфосмесь». Так, добавление бентонита или глины 
способствует формированию на стадии технической спелости салата с большей массой листьев  
(на 29,8 и 45,2 % соответственно), чем у растений, выращенных на бактеризованной торфосмеси 
без глинистого сырья (табл. 4). 

Т а б л и ц а 4. Морфофизиологические показатели салата листового, выращенного на торфосмеси (тС)  
с добавлением биопрепарата Биоактин и бентонита или глины

Вариант опыта ТС ТС + бентонит ТС + глина ТС + B. s. М 9/6 ТС + B. s. М 9/6 +  
бентонит

ТС + B. s. М 9/6 + 
глина НСР05

2,5-недельные проростки
Общая биомасса растения, г 0,29 ± 0,01 0,24 ± 0,01 0,24 ± 0,02 0,59 ± 0,06* 0,90 ± 0,10** 0,95 ± 0,09** 0,17
Биомасса розетки листьев, г 0,23 ± 0,01 0,19 ± 0,01 0,20 ± 0,01 0,53 ± 0,04* 0,77 ± 0,09** 0,83 ± 0,08** 0,15
Содержание сухого вещества 

в листьях, % 6,55 ± 0,11 6,25 ± 0,04 6,39 ± 0,06 4,68 ± 0,10 5,32 ± 0,32 4,68 ± 0,05
Длина листьев, см 6,9 ± 0,10 6,7 ± 0,7 6,2 ± 0,25 9,2 ± 0,33* 9,0 ± 0,25* 10,1 ± 0,36* 0,7
Длина корней, см 4,9 ± 0,27 5,8 ± 0,27* 4,9 ± 0,17 4,6 ± 0,21 6,8 ± 0,50* 6,1 ± 0,38* 0,9

4-недельные растения (техническая спелость)
Длина листьев, см 8,2 ± 0,18 8,4 ± 0,19 8,0 ± 0,15 13,9 ± 0,33* 13,9 ± 0,33* 14,9 ± 0,36** 0,7
Сырая биомасса листьев, г 0,51 ± 0,02 0,57 ± 0,02 0,47 ± 0,03 2,30 ± 0,28* 2,99 ± 0,27** 3,34 ± 0,29** 0,49
Сухая биомасса листьев, г 0,04 ± 0,02 0,04 ± 0,02 0,04 ± 0,02 0,11 ± 0,014* 0,13 ± 0,012* 0,18 ± 0,02** 0,02
Биомасса корней, г 0,05 ± 0,004 0,05 ± 0,004 0,06 ± 0,006 0,10 ± 0,015* 0,10 ± 0,015* 0,15 ± 0,024* 0,03
Количество полностью  

сформированных листьев 
на растении, шт. 4,0 4,5 ± 0,15 4,2 ± 0,11 5,9 ± 0,18 6,0 6,0

Масса предпоследнего  
развернувшегося листа, г 0,13 ± 0,01 0,15 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,38 ± 0,04* 0,53 ± 0,07** 0,76 ± 0,09** 0,3

Площадь предпоследнего 
развернувшегося листа, см2 9,2 ± 0,3 9,7 ± 0,5 9,0 ± 0,4 21,2 ± 1,64* 21,4 ± 2,3* 21,7 ± 3,1* 4,4
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Вариант опыта ТС ТС + бентонит ТС + глина ТС + B. s. М 9/6 ТС + B. s. М 9/6 +  
бентонит

ТС + B. s. М 9/6 + 
глина НСР05

4-недельные растения (техническая спелость)
Масса последнего  

развернувшегося листа, г 0,16 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,31 ± 0,03* 0,43 ± 0,05* 0,46 ± 0,09* 0,11
Площадь последнего  

развернувшегося листа, см2 10,2 ± 0,33 8,4 ± 0,5 8,4 ± 0,7 15,4 ± 1,4* 19,5 ± 2,24* 17,0 ± 3,18* 4,5
Содержание фотосинтетиче-

ских пигментов в листьях, 
мг/г сырой биомассы 0,63 ± 0,019 0,66 ± 0,017 0,76 ± 0,023 0,71 ± 0,032 0,75 ± 0,05 0,62 ± 0,044

Содержание сухого вещества 
в листьях, % 8,17 ± 0,76 7,39 ± 0,83 8,67 ± 0,78 4,92 ± 0,15 4,35 ± 0,56 5,45 ± 0,36

*Опытный вариант достоверно отличается от контрольного варианта.
**Опытный вариант достоверно отличается от варианта: торфосмесь + Bacillus subtilis М 9/6.

Содержание сухого вещества в листьях салата, выращенного на бактеризованных почвогрун-
тах, было значительно ниже, особенно у 4-недельных растений. Это связано с активным ростом 
листьев в исследуемых вариантах и,  как следствие, с высокой оводненностью быстро растущих 
тканей. Однако общая сухая биомасса растений в этих вариантах была более чем в 2 раза выше, 
чем в контроле (табл. 4). Инокуляция почвогрунтов бактериями Bacillus subtilis М 9/6 способ-
ствовала также активному накоплению фотосинтетических пигментов. Их содержание в листьях 
салата, рассчитанное на сухую массу, в варианте с бактеризованной торфосмесью на 28-е сутки 
вегетации было в 2,4 раза больше, чем в контрольном варианте (рис. 2). 

Таким образом, установлена высокая ростстимулирующая активность штамма спорообразу-
ющих бактерий Bacillus subtilis М 9/6 на рост растений салата листового и зависимость актив-
ности этих бактерий от компонентного состава почвогрунта. Отмечен положительный эффект 
введения в состав почвогрунта глинистых материалов. 

Рис. 2. Содержание фотосинтетических пигментов в листьях салата,  
формирующихся на бактеризованном почвогрунте с глинистыми компонентами

окончание табл. 4
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Заключение. Проведенное комплексное исследование бактерий-антагонистов Bacillus subti lis 
штаммов М 9/6, 10/19 и 7МР в условиях in vitro и in vivo в качестве потенциальных интродуцен-
тов почвогрунтов продемонстрировало их высокую приживаемость в субстратах и ризосфере 
растений, а также способность оказывать регулирующее действие на состав почвенных микро-
боценозов путем подавления развития патогенов. Под влиянием бактерий-антагонистов числен-
ность фитопатогенного гриба F. oxysporum к концу эксперимента (30-е сутки) в зависимости от 
варианта составляла (6,5–6,6)∙102 КОЕ/г почвогрунта, тогда как в контроле достигала уровня  
2,2∙105 КОЕ/г почвогрунта. Титр фитопатогенных бактерий Ps. syringae в присутствии анта-
гонистов не превышал (3,4–4,1)∙104 КОЕ/г почвогрунта, а в контрольном составлял 3,6∙107 кле-
ток/г почвогрунта.

Анализ морфологических параметров растений салата на 28-е сутки вегетации (в фазе тех-
нической спелости) показал наиболее выраженную рострегулирующую активность у штамма 
спорообразующих бактерий Bacillus subtilis М 9/6, при этом длина листьев салата увеличилась  
на 69,5 %, а биомасса листьев – практически в 4,5 раза по сравнению с контролем (без примене-
ния удобрений).

Установлена зависимость активности интродуцированных бактерий от компонентного соста-
ва торфосмеси. Добавление бентонита или глины в бактеризованную торфосмесь способствует 
увеличению продуктивности растений салата на 29,8 и 42,5 % соответственно в сравнении с та-
ковой у растений, выращиваемых на бактеризованной торфосмеси.
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