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Введение
В последние годы существенно 

выросло количество исследова­
ний, посвящённых ризобактери­
ям, являющимся неисчерпаемым 
источником новых биологически 
активных веществ, которые мо­
гут быть использованы в произ­
водстве средств защиты растений 
и продуктов сельского хозяйства, 
лекарственных препаратов для 
животных и человека [1]. В раз­
вивающемся устойчивом земледе­
лии применение ризобактерий для 
улучшения роста и питания сель­
скохозяйственных культур служит 
одним из перспективных подхо­
дов [2–5]. Однако пути взаимо­
действия компонентов раститель­
но-микробных систем, условия 
реализации ростстимулирующего 
потенциала ризобактерий и крите­
рии отбора наиболее эффективных 
ассоциативных штаммов во мно­
гом ещё требуют фундаментально­
го изучения. Механизмы положи­
тельного влияния ризобактерий 
на растения различны. Хорошо 
изучены взаимодействия растений 
с фиксирующими азот ризобакте­
риями (диазотрофами). Показа­
но, что ассоциативная фиксация 
азота вносит существенный вклад 
в обеспечение растений этим эле­
ментом [6]. Одними из перспек­
тивных микроорганизмов  – ан­
тагонистов основных болезней 
растений являются актиномице­
ты, в основе антагонистической 
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активности которых к фитопато­
генным микроорганизмам лежит 
генетически закреплённая спо­
собность продуцировать широкий 
спектр антибиотически активных 
веществ [7]. Защита растений от 
болезней и вредителей актуальна и 
в свекловодстве, где повсеместно 
наблюдаются негативные явления 
эпифитотий листовых болезней, 
развитие гнилей корнеплодов во 
время вегетации и хранения, в ре­
зультате чего ежегодное снижение 
урожая составляет до 16 % [8]. 

В числе основных условий сти­
муляции роста и биоконтроля бо­
лезней растений, помимо наличия 
высокой антагонистической ак­
тивности, присутствует способ­
ность микроорганизмов колони­
зировать ризосферу растений [9]. 
В связи с этим весьма актуальным 
направлением исследований пред­
ставляется углублённое изучение 
процесса колонизации бактери­
ями прикорневой зоны растений 
[10, 11]. Этот процесс зависит от 
многих факторов: 1) способности 
бактерий утилизировать основные 
компоненты корневых выделений; 
2) адгезии бактерий поверхностью 
корней; 3) скорости размножения 
бактерий; 4) выживаемости в ри­
зосфере, для которой могут быть 
необходимы устойчивость к ток­
сичным соединениям растений, 
осмо-  и холодотолерантность; 
5)  взаимодействия с аборигенной 
микрофлорой, как благоприятные 

для интродуцента, так и негатив­
ные. Разработаны эффективные 
приёмы селекции активных коло­
низаторов ризосферы, учитываю­
щие реальные условия с комплек­
сом биотических и абиотических 
факторов среды [12]. Установле­
но, что интродукция ризобакте­
рий примерно в ту экологическую 
нишу, из которой её первоначаль­
но изолировали, повышает веро­
ятность образования эффектив­
ной растительно-бактериальной 
ассоциации [13]. 

Целью настоящего исследова­
ния является анализ способности 
ризобактерий колонизировать 
корневую систему растений сахар­
ной свёклы.

Материалы и методы 
исследований
Объектами исследований слу­

жили культуры ризобактерий 
Agrobacterium tumefaciens 184, вы­
деленная из ризопланы ячменя, 
и Streptomyces sp. 3 – из ризосферы 
сахарной свёклы. Штаммы хранят­
ся в лаборатории Агроэкологиче­
ских исследований свекловичных 
агроценозов ФГБНУ ВНИИСС 
им. А.Л. Мазлумова на твёрдой 
среде Эшби и Чапека методом пе­
риодических пересевов. Определе­
ние филогенетического положения 
штаммов на основании секвени­
рования гена 16S рРНК показало, 
что штамм 184 принадлежат к се­
мейству Rhizobiaceae филогенети­
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ческой группы Alphaproteobacteria 
и наиболее близок к типово­
му штамму рода Agrobacterium – 
А.  tumefaciens. Штамм 3 отнесён 
к семейству Streptomycetaceae, роду 
Streptomyces sp. 

Способность бактерий коло­
низировать поверхность корней 
исследовали на растениях дипло­
идного гибрида сахарной свёклы 
РМС 127 по методике, описан­
ной В.С. Ржевской и др. [14]. Ис­
пользуемые семена стерилизовали 
смесью (перекись водорода : спирт 
70 % 1:1). Затем семена асептиче­
ски помещали в биологические 
пробирки, заполненные 7–10 мл 
0,6%-ного голодного агара, в ко­
торые предварительно вносили 
суспензии исследуемых микро­
организмов (с титром инокулята 
108 КОЕ Agrobacterium tumefaciens 
184 и 105 КОЕ Streptomyces sp. Кон­
троль – пробирки с голодным 
агаром и высаженными в них се­
менами сахарной свёклы. Штамм 
Agrobacterium tumefaciens 184 вы­
ращивали на термостатирующем 
шейкере (180 об/мин) при 28 оС 
на жидкой среде Эшби в течение 
5–7 суток. Стрептомицеты вы­
ращивали при тех же условиях на 
среде Чапека. Пробирки с про­
ростками размещали на свету при 
температуре +25 оС и освещении 
1000 люкс. Способность бакте­
рий колонизировать прикорневую 
зону растений оценивали по обра­
зованию микроколоний бактерий 
у поверхности корня на 3–14-е 
сутки выращивания проростков. 
На 15-е сутки у сеянцев отделя­
ли корневую систему и исследо­
вали наличие на ней бактерий 	
в  раздавленных микропрепаратах, 
окрашенных основным фуксином 
Циля. 

Результаты и их обсуждение
Использование метода выра­

щивания проростков растений 
в  полужидком агаре, инокулиро­
ванном микроорганизмами, по­
зволяет за относительно короткий 	

период оценить способность ис­
следуемых бактерий колонизи­
ровать поверхность корня и раз­
множаться в ризосфере. Выделен­
ные нами штаммы Agrobacterium 
tumefaciens 184 и Streptomyces sp. 3 
оказывают стимулирующее дей­
ствие на рост проростков сахар­
ной свёклы, а  также проявляют 
высокую антагонистическую ак­
тивность в  отношении широкого 
спектра фитопатогенных микро­
организмов – возбудителей болез­
ней сахарной свёклы [7]. 

В процессе роста и развития рас­
тения выделяют корневые экс­
судаты, которые обусловливают 
интенсивное развитие микроорга­
низмов в почве, непосредственно 
примыкающей к поверхности кор­
ня – ризосфере [14]. Поэтому ин­
тродукция в агроэкосистему ми­
кробных препаратов в значитель­
ной степени будет определяться 
способностью микроорганизмов 
колонизировать ризосферу и ри­
зоплану растений [15]. 

Результаты исследований по 
выращиванию сахарной свёклы 
в полужидком агаре, инокулиро­
ванном Agrobacterium tumefaciens 
184 и Streptomyces sp. 3, позволили 
дать первичную оценку их коло­
низирующей способности и по­
казать, что исследуемые культу­

ры способны приживаться в зоне 
корней растения. В контрольном 
варианте (семена, высаженные 
в голодный агар без внесения 
микроорганизмов) в агаре, окру­
жающем корни, рост колоний не 
наблюдался, все зоны корня про­
сматривались отчётливо (рис.  1). 
В опытном варианте на вторые 
сутки внесения в питательную 
среду штамма 184 и на пятые сут­
ки внесения штамма 3 вокруг кор­
ней растений образовывалось ви­
димое облако колоний. 

С увеличением времени куль­
тивирования до 14 суток интен­
сивность колонизации прикор­
невой зоны микроорганизмами 
возрастала, колонии становились 
крупнее. При этом в различных 
зонах корней интенсивность их 
колонизации неодинакова: наи­
большая скорость образования 
колоний отмечена на верхушке 
корня, наименьшая – в зоне ро­
ста. Вероятно, это связано с тем, 
что рост клеток микроорганизмов 
происходит по градиенту кисло­
рода – в толще агара из-за недо­
статка кислорода рост микроор­
ганизмов, являющихся типичны­
ми аэробами, замедляется. Из-за 
высокой плотности облака ко­
лоний микроорганизмов вокруг 
корней опытных растений корне­

Рис. 1. Колонизация штаммами ризобактерий Agrobacterium tumefaciens 184 (а)  
и Streptomyces sp. 3 (б) поверхности корней сахарной свёклы на третьи сутки

а б

Опыт ОпытКонтроль Контроль
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вые волоски не просматривались 
(рис. 2).

После извлечения корня из си­
стемы выращивания его помещали 
в чашки Петри на агаризованные 
среды Эшби и Чапека. Дальней­
шее культивирование проводили 
в термостате при t = 28о (рис.  3). 
Через пять суток наблюдались вы­
росшие характерные колонии ми­
кроорганизмов.

Однородные колонии были рас­
положены равномерно по всей 
длине корешков сахарной свёклы. 
Последующее микроскопирова­
ние раздавленных корней (рис. 4.) 
при помощи фиксированных 
окрашенных препаратов подтвер­
дило, что по всей длине корней 
были обнаружены исходные клет­
ки Agrobacterium tumefaciens 184 (а) 
и Streptomyces sp. 3 (б). 

Таким образом, можно гово­
рить о том, что клетки ризобак­
терий Agrobacterium tumefaciens 
184 и Streptomyces sp. 3, внесённые 
в  среду при прорастании семян, 
развиваются вместе с корневой 
системой, по всей видимости, по­
крывая её. Поскольку среда для 
культивирования не содержит 
никаких источников углерода и 
энергии, это может происходить 
только за счёт выделений, образу­
ющихся при прорастании семян. 
Согласно литературным данным 
экссудаты корней растений состо­
ят из сложной смеси органических 
веществ: анионов кислот, сахаров, 
аминокислот, витаминов, пури­
нов, нуклеозидов, неорганических 
ионов, газообразных соединений, 
ферментов, фенольных соедине­
ний. Именно они и будут в значи­
тельной степени определять инте­
грацию микроорганизмов с расте­
нием и дальнейшее совместное их 
функционирование [13]. 

Заключение
Рост и развитие микробного со­

общества в ризосфере растений 
обеспечивают корневые ризо­
депозиты, которые согласно ли­

Рис. 2. Колонизация корневой системы сахарной свёклы Agrobacterium  
tumefaciens 184 (а) и Streptomyces sp. 3 (б) через 14 суток культивирования

а

а

а

б

б

б

Рис. 4. Давленный препарат на 14-е сутки культивирования (увеличение 1000). 
Agrobacterium tumefaciens 184 (а) и Streptomyces sp. 3 (б)

Рис. 3. Развитие Agrobacterium tumefaciens 184 (а) и Streptomyces sp. 3 (б)  
на корневой системе сахарной свёклы
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тературным данным включают, 
помимо корневых экссудатов, 
высокополимерные слизи поли­
сахаридной и белковой природы, 
утраченные части растения (кор­
невой чехлик, корневые волоски, 
отмершие участки корня) [4, 11]. 
Использование метода выращи­
вания растений сахарной свёклы 
в 0,7%-ном полумягком голодном 
агаре, инокулированном ризобак­
териями Agrobacterium tumefaciens 
184 и Streptomyces sp. 3, позволило 
дать первичную оценку колони­
зирующей способности культур, 
а также показать перспективность 
их использования в посевах сахар­
ной свёклы. 
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