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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.64

БИОСОВМЕСТИМОСТЬ ПРИРОДНЫХ ШТАММОВ БАЦИЛЛ,  
ПЕРСПЕКТИВНЫХ ДЛЯ ВКЛЮЧЕНИЯ В СОСТАВ МИКРОБНОГО  

БИОПРЕПАРАТА

А.В. МАЛКОВА*, А.Н. ИРКИТОВА, Д.Е. ДУДНИК

ФГБОУ ВО «Алтайский государственный университет», Барнаул

В рамках данного исследования была изучена биосовместимость 9 природных штаммов бактерий рода Bacillus (видов 
B. pumilus, B. toyonensis и B. licheniformis). Для этого использовались диффузионные методы перпендикулярных штрихов 
и лунок. Было установлено, что все 5 штаммов вида B. pumilus совместимы между собой. Представители других изучаемых 
видов бацилл в разной степени проявили антагонистическое действие по отношению к остальным объектам исследования.

Ключевые слова: Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus toyonensis, бациллы, биосовместимость, антагонизм, 
биопрепараты.
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Введение

Все организмы в природе существуют в посто-
янном взаимодействии друг с другом и с другими ор-
ганизмами. Это приводит к возникновению различных 
ассоциаций и типов взаимоотношений [3]. Так, микро-
организмы по отношению к растениям могут выступать не 
только в качестве фитопатогенов, но и как представители 
нормальной и полезной микрофлоры, населяющей ри-
зосферу (прикорневую зону) и филлосферу (надземные 
части растений), а также внутренние ткани растений 
(эндофитная микрофлора) [1].

Особенно разнообразны взаимоотношения 
микроорганизмов между собой. Для них характерны 
синергичные (благоприятные), нейтральные и анта-
гонистические (неблагоприятные) взаимодействия 
[6]. Последние имеют практическое значение для 
человека и нашли широкое применение в медицине, 
ветеринарии и сельском хозяйстве [11]. Напри-
мер, при создании микробных биопрепаратов для 
растениеводства используются различные роды 
микроорганизмов: Azotobacter («Азотобактерин»), 
Rizobium («Ризоторфин»), Flavobacterium («Флаво-
бактерин»), Agrobacterium («Агрофил»), Arthrobacter 

(«Мизорин»), Pseudomonas («Экстрасол»), Bacillus 
(«БисолбиСан») и др. Они способствуют увеличе-
нию урожайности, фиксации азота, подавляют рост 
патогенной микрофлоры и др., однако большинство 
из них представляют собой однокомпонентные пре-
параты [10]. В последние годы все чаще применяют 
микробные композиции, для которых характерен 
более широкий спектр биологической активности по 
сравнению с моноштаммовыми биопрепаратами [8].

В ходе создания поликомпонентных микробных 
препаратов стоит учитывать не только антагонистиче-
скую активность или ростостимулирующие свойства 
полезных бактерий, но также и их биосовместимость 
между собой. Высокая степень совместимости штаммов 
непосредственно влияет на возможность применения, 
эффективность и стабильность разрабатываемого про-
дукта [2, 5]. Важно, чтобы культуры в многоштаммовом 
биопрепарате не вступали в конкурентные взаимоотно-
шения между собой, а пребывали в нейтральном или 
синергичном взаимодействии.

Цель работы – изучить биосовместимость при-
родных штаммов бактерий рода Bacillus, перспективных 
для включения в состав микробного биопрепарата.

Материалы и методы

Объекты исследования. В качестве объектов 
исследования выступали штаммы бацилл из коллекции 
ИЦ «Промбиотех» ФГБОУ ВО «Алтайского государ-
ственного университета» (АлтГУ). Их перечень, а также 
источник выделения указаны в таблице 1.
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Таблица 1
Объекты исследования

Штамм Источник выделения
B. pumilus 4 ризосфера р. Berteroa
B. pumilus 5 ризосфера р. Ranunculus
B. pumilus 6 ризосфера р. Urtica
B. pumilus 7 ризосфера р. Rumex
B. pumilus 16 ризосфера р. Helianthus
B. toyonensis 15 ризосфера р. Cichorium
B. licheniformis 8 ризосфера р. Taraxacum
B. licheniformis 9 ризосфера р. Chelidonium
B. licheniformis 10 филосфера злаковых

Условия культивирования. Культивирование бак-
терий рода Bacillus осуществляли на питательной L-среде 
(г/л): дрожжевой экстракт – 5,0, пептон – 15,0, NaCl 
– 5,0, агар – 15,0. Жидкий бульон готовили аналогично, 
но без добавления агара. Инкубировали микроорганизмы 
при 37 °C в течение 18–24 часов в термостате «Binder 
BD 115» (на твердой среде) или шейкер-инкубаторе 
«Innova 44» (в колбах) при 250 об/мин [7]. 

Установление биосовместимости. Биосовмести-
мость бацилл устанавливали двумя методами – перпен-
дикулярных штрихов и лунок. В обоих случаях сперва 
выращивали накопительные культуры на L-бульоне. 
При первом методе сперва засевали вертикальный штрих 
и инкубировали его в течение суток при оптимальных 

условиях. Затем подсевали к нему горизонтальные штри-
хи тест-культур и снова культивировали. Для анализа 
взаимоотношений бактерий методом лунок один штамм 
засевали поверхностным газоном в чашку Петри. Да-
лее стерильным сверлом прорезали углубления в агаре 
(D=5–7 мм), заполняли их культуральной жидкостью 
другого штамма бактерий р. Bacillus (30 мкл в каждую) 
и затем инкубировали [4]. 

Учет результатов производили по наличию или от-
сутствию зон подавления роста. На основании этого де-
лали выводы о биосовместимости исследуемых штаммов 
или антагонистических взаимоотношениях между ними.

Статистическая обработка. Эксперименты 
проводились в трехкратной повторности. В случае 
антагонизма устанавливалось среднее значение длины 
области ингибирования роста (M) и стандартное от-
клонение (mm).

Результаты и обсуждение

Метод перпендикулярных штрихов. В таблице 
2 представлены результаты исследования взаимоотно-
шений бактерий рода Bacillus с использованием метода 
перпендикулярных штрихов. Согласно полученным дан-
ным, не все штаммы бацилл совместимы друг с другом.

Таблица 2
Биосовместимость штаммов бацилл, установленная методом перпендикулярных штрихов

Штаммы по 
вертикали

Штаммы по горизонтали
B. p. 4 B. p. 5 B. p. 6 B. p. 7 B. p. 16 B. t. 15 B. l. 8 B. l. 9 B. l. 10

B. p. 4 + + + + - 
(12,0±1,0)

- 
(2,3±0,6) + -

(2,0±0,0)

B. p. 5 + + + + -
(9,7±2,1)

-
(2,3±0,6) + -

(2,3±0,6)

B. p. 6 + + + + -
(10,0±1,0)

-
(2,3±0,6) + -

(3,0±0,0)

B. p. 7 + + + + -
(10,0±2,6)

-
(2,3±0,6) + -

(2,0±0,0)

B. p. 16 + + + + -
(10,0±1,0)

-
(2,8±0,3) + -

(3,0±0,0)

B. t. 15 -
(1,0±0,0)

-
(1,7±0,6)

-
(1,0±0,0)

-
(1,0±0,0)

-
(1,0±0,0) + + +

B. l. 8 -
(6,0±0,0)

-
(5,7±0,6)

-
(5,3±0,6)

-
(6,0±1,0)

-
(5,7±1,2)

-
(5,7±0,6)

-
(4,0±1,0)

-
(4,0±0,0)

B. l. 9 -
(3,3±1,5)

-
(3,7±1,2)

-
(3,7±2,1)

-
(4,0±1,0)

-
(4,3±0,6)

-
(4,0±1,0)

-
(3,0±0,0)

-
(4,0±1,0)

B. l. 10 -
(1,7±0,6)

-
(1,7±0,6)

-
(2,7±0,6)

-
(1,6±1,2) + + + +

Примечание: B. p. – B. pumilus; B. t. – B. toyonensis; B. l. – B. licheniformis; «+» – биосовместимы; «-» – антагонизм 
(M±mm в мм)
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Высокая биосовместимость была зафиксирована 
для всех представителей вида B. pumilus. Штаммы под 
номерами 4, 5, 6, 7 и 16 не угнетали друг друга, а прояв-
ляли скорее нейтральные взаимоотношения. Возможно, 
для данных культур может быть характерно даже обо-
юдное стимулирование роста, но для установления этого 
необходимы дополнительные исследования. 

По отношению к штаммам B. licheniformis 8 и 10, 
а также B. toyonensis 15 все 5 штаммов вида B. pumilus 
проявили антагонистический эффект, сильнее всего 
угнетая последний штамм (на 12 мм максимально). B. 
toyonensis 15 также слабо подавлял рост штаммов B. 
pumilus (от 1 до 1,7 мм), не ингибируя при этом рост 
всех представителей вида B. licheniformis. 

Штаммы B. licheniformis 8 и 9 оказались антаго-
нистами по отношению ко всем остальным природным 
штаммам бацилл и друг к другу (рис. 1). Вероятно, дан-
ные бактерии синтезируют бактериоцины, позволяющие 
им угнетать близкородственные виды бактерий [9]. Кро-
ме того, они могут представлять собой вещества малой 
молекулярной массы, так как способны диффундировать 
в твердой среде. Штамм B. licheniformis 10 оказался био-
совместимым со штаммами B. toyonensis 15, 2 другими 
представителями своего вида и B. pumilus 16, подавляя 
при этом всех остальных бацилл вида B. pumilus (от 1,6 
до 2,7 мм).

Рис. 1. Тест на биосовместимость штамма B. licheniformis 
8 (вертикальный штрих) с другими штаммами бацилл

Метод лунок. Данный способ отличается от пред-
ыдущего тем, что здесь культура бактерий рода Bacillus, 
помещенная в лунки, первоначально инкубировалась 
в жидком агрегатном состоянии. Это могло поспособ-
ствовать накоплению не только низкомолекулярных, 
но и высокомолекулярных соединений, оказывающих 
влияние на тип взаимодействия бактерий. В таблице 
3 изложены данные по биосовместимости бацилл при 
применении метода лунок. Приведенные результаты во 
многом совпадают с полученными в ходе исследования 
взаимоотношений бацилл методом перпендикулярных 
штрихов.

Таблица 3
Биосовместимость штаммов бацилл, установленная методом лунок

Штаммы в 
газонах

Штаммы в лунках

B. p. 4 B. p. 5 B. p. 6 B. p. 7 B. p. 16 B. t. 15 B. l. 8 B. l. 9 B. l. 10

B. p. 4 + + + + + - 
(2,0±1,0) + +

B. p. 5 + + + + + -
(1,3±0,6) + +

B. p. 6 + + + + + -
(3,3±0,6) + +

B. p. 7 + + + + + -
(1,7±0,6) + +

B. p. 16 + + + + + -
(2,7±0,6) + +

B. t. 15 -
(1,7±0,6)

-
(1,7±0,6)

-
(2,7±0,6)

-
(1,0±0,0)

-
(2,3±0,6)

-
(1,0±0,0)

-
(2,0±0,6)

-
(1,0±0,0)

B. l. 8 - - - - - + - -

B. l. 9 + + + + + + -
(1,0±0,0) +

B. l. 10 + + + + + + -
(1,0±0,0) +

Примечание: B. p. – B. pumilus; B. t. – B. toyonensis; B. l. – B. licheniformis; «+» – биосовместимы; «-» – антагонизм 
(M±mm в мм)
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Штаммы вида B. pumilus снова продемонстриро-
вали высокую биосовместимость между собой. А штамм 
B. toyonensis 15 оказался наименее устойчивым, так как 
все остальные бациллы подавляли рост его газона (на 3,3 
мм максимально) (рис. 2). Возможно, это обусловлено 
тем, что данный штамм единственный из исследуемых 
принадлежит к группе B. cereus, а не B. subtilis [12].

Рис. 2. Тест на биосовместимость штаммов B. 
toyonensis 15 (газон) c B. licheniformis 10 и B. pumilus 
16 (лунки и область вокруг них)

Для штамма B. licheniformis 8 снова зафиксиро-
ван сильный антагонистический эффект. Газон данной 
бациллы препятствовал росту других исследуемых 
бактерий даже в их лунках (кроме штамма B. toyonensis 
15). Поэтому полученные результаты свидетельствуют 
об абсолютном уровне антагонистического действия. 
А штамм B. licheniformis 9, наоборот, оказался био-
совместимым с другими бациллами.

Таким образом, для установления типа взаимоот-
ношений между бактериями необходимо использовать 
различные микробиологические методы. Это обусловлено 
тем, что при различных условиях (консистенция среды, 
совместное/отсроченное культивирование и т.д.) могут 
срабатывать различные механизмы взаимодействия, в 
частности – антагонизма.

Заключение

Штаммы B. licheniformis 9 и 10, а также B. 
toyonensis 15 в разной степени подавляли рост других 
исследуемых бацилл. B. licheniformis 8 оказался самым 
сильным антагонистом по отношению ко всем изучаемым 
представителям рода Bacillus. 

Биосовместимость штаммов вида B. pumilus (4, 
5, 6, 7 и 16) подтверждена обоими используемыми ме-
тодами (перпендикулярных штрихов и лунок). Поэтому 

именно они рекомендованы для создания мультиштам-
мового биопрепарата для сельского хозяйства. 
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BIOCOMPATIBILITY OF NATURAL BACILLI STRAINS PROSPECTIVE  
FOR INCLUSION IN THE MICROBIAL BIOPREPARATION COMPOSITION
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The biocompatibility of nine natural strains of the genus Bacillus bacteria (species B. pumilus, B. toyonensis, and B. 
licheniformis) was studied within the framework of this research. The diffusion methods of perpendicular bands and wells were used for 
this. It was found that all five strains of the B. pumilus species are compatible with each other. Representatives of other studied bacilli 
species to varying degrees showed antagonistic action in relation to the rest of the study objects.
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