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Аннотация 

 

Изучена возможность совместного культивирования азотфиксирующего штамма 

Azomonas macrocytogenes OSV-2 и штамма-антагониста фитопатогенных грибов 

Bacillus atrophaeus B-13893 с целью использования в комплексном биопрепарате, 

обладающем азотфиксирующей и антимикотической активностью. Оба штамма 

выделены авторами из почв сельскохозяйственного назначения и идентифицированы по 

нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК. Установлено, что штаммы не 

проявляют взаимного антагонизма и хорошо растут в совместной культуре на 

искусственной питательной среде. При измерении микроколоний не обнаружено 

статистически значимого ингибирования роста азотфиксирующего штамма A. 

macrocytogenes OSV-2 в присутствии штамма-антагониста B. atrophaeus B-13893. Таким 

образом, оба штамма могут быть использованы совместно для улучшения азотного 

питания растений и биологической защиты растений от грибных болезней. 
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Введение 

Одним из важнейших направлений в современном сельском хозяйстве является 

замена средств химизации на биологические препараты. Это достигается заменой 

химических удобрений на микробиологические – в первую очередь, на биопрепараты на 

основе азотфиксирующих микроорганизмов [1-3], а также заменой химических средств 

защиты растений на биопрепараты на основе штаммов, проявляющих антагонизм к 



2 
Родовиков С.А., Хижняк С.В., Овсянкина С.В., Аболенцева П.А. Совместное культивирование 

азотфиксирующего штамма Azomonas macrocytogenes и штамма-антагониста Bacillus atrophaeus 

Электронный научно-производственный журнал 
«АгроЭкоИнфо» 

================================================= 
 

фитопатогенным микроорганизмам [4-6]. Наиболее перспективными являются 

комплексные биопрепараты, сочетающие в себе свойства микробиологических удобрений 

и средств биологической защиты растений за счёт подбора соответствующей комбинации 

штаммов. Однако для разработки подобных препаратов необходимо, чтобы входящие в их 

состав штаммы не проявляли взаимного антагонизма и были способны к росту в 

совместной культуре. 

Настоящая работа посвящена изучению возможности совместного 

культивирования азотфиксирующего штамма Azomonas macrocytogenes OSV-2 и штамма-

антагониста фитопатогенных грибов Bacillus atrophaeus B-13893 с целью использования в 

комплексном биопрепарате, обладающем азотфиксирующей и антимикотической 

активностью. 

 

Материалы и методы 

В работе использованы штаммы, выделенные авторами из сельскохозяйственных 

почв Красноярского края и идентифицированные по нуклеотидной последовательности 

гена 16S рРНК в Национальном биоресурсном центре - Всероссийская коллекция 

промышленных микроорганизмов.  

Штамм A. macrocytogenes OSV-2 представляет собой аспорогенные 

грамотрицательные аэробные палочки, способные фиксировать атмосферный азот; в 

молодой культуре – подвижные. Клетки плеоморфные, от коротких палочковидных в 

молодой культуре до округлых в стареющей культуре, одиночные, в парах, в тетрадах и в 

неправильных скоплениях, редко – в коротких цепочках. При старении культуры склонны 

к образованию слизистой капсулы; клетки под капсулами кокковидные, могут достигать 

больших размеров; размер палочковидных клеток 2,6–4,2х2,1-3,5 мкм; диаметр 

кокковидных клеток без капсул 1,8–2,5 мкм; диаметр кокковидных клеток под капсулами 

2,6–4,0 мкм [7] (рис. 1). Таксономическое положение штамма: домен Bacteria, тип 

Pseudomonadota, класс Gammaproteobacteria, порядок Pseudomonadales, семейство 

Pseudomonadaceae, род Azomonas. 

Штамм B. atrophaeus B-13893 представляет собой грамположительные подвижные 

спорообразующие палочки, молодые клетки – до 24 мкм длиной, клетки в зрелой культуре 

– 4,2–9,6 х 1,1–1,3 мкм; эндоспора – овальная, 1,5-2,4 х 0,7-1,3 мкм, расположение в 

клетке – центральное или субтерминальное; прорастание эндоспоры латеральное (рис. 2).  
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Рис. 1. Штамм A. macrocytogenes OSV-2: 1 – овальные клетки в молодой культуре; 2 – 

кокковидные клетки в зрелой культуре, 3,4 – клетки в старой культуре; длина масштабной 

полоски 10 мкм 
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Рис. 2. Штамм B. atrophaeus B-13893: 1 – клетки в молодой культуре, 2 – клетки со 

спорами, 3 – споры, 4 - прорастание спор; длина масштабной полоски – 10 мкм клетки и 

эндоспоры; длина масштабной полоски 10 мкм 
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Таксономическое положение штамма: домен Bacteria, тип Bacillota, класс Bacilli, 

порядок Bacillales, семейство Bacillaceae, роду Bacillus. Штамм успешно апробирован в 

лабораторных и полевых условиях в качестве биологического средства защиты сои и 

пшеницы от грибных болезней в ходе выполнения научно-исследовательских работ по 

заказу Министерства сельского хозяйства Российской Федерации "Разработка 

биопрепарата для защиты сои от грибных болезней в условиях Сибири" (2020 г.) и 

"Разработка комплексного биопрепарата для защиты пшеницы от фузариоза и улучшения 

обеспеченности пшеницы азотом в условиях Сибири" (2021 г.) и запатентован В-13893 в 

качестве продуцента для получения биопрепарата против возбудителей грибных болезней 

сои [8]. 

Для проверки возможности роста в совместной культуре суспензии штаммов с 

титром 106 клеток/мл смешивали и наносили микропипет-дозатором в виде капель 

объёмом 20 мкл на поверхность агаризованной питательной среды и инкубировали при 

температуре +25°C в течение 20 часов. После окончания инкубирования анализировали 

рост штаммов с использованием микроскопа Микмед-6 вар. 3 на разных увеличениях. При 

микроскопии на большом увеличении проверяли наличие морфологических изменений в 

клетках изучаемых штаммов при их совместном росте. При микроскопии на малом 

увеличении измеряли размер микроколоний штамма A. macrocytogenes OSV-2 для 

сравнения с контрольным вариантом, инкубировавшимся параллельно в тех же условиях в 

отсутствии штамма-антагониста B. atrophaeus B-13893. Измерения проводили по 

микрофотографиям с помощью программы ImageJ. 

 

Результаты исследований 

Оба штамма продемонстрировали способность к совместному росту без 

образования аномальных клеток, характерных для антибиотического воздействия (рис. 3). 

Средний размер микроколоний штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной 

культуре со штаммом B. atrophaeus B-13893 был статистически значимо (p<0,001) больше, 

чем в контрольном варианте в отсутствии штамма B. atrophaeus B-13893 (табл. 1). 
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Рис. 3. Рост изучаемых штаммов в совместной культуре 
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Таблица 1. Диаметр микроколоний (мкм) штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной 

культуре со штаммом B. atrophaeus B-13893 и в контрольном варианте 

Показатель Контроль Совместная культура 

Среднее 35,73±3,69 52,96±4,01 

Стандартная ошибка 1,87 2,03 

Медиана 26,32 49,51 

Мода 19,16 31,39 

Минимум 7,51 10,93 

Максимум 120,15 148,77 

Число измеренных колоний 166 141 

 

Эти результаты могут свидетельствовать о стимуляции роста штамма A. 

macrocytogenes OSV-2 в присутствии B. atrophaeus B-13893. Тем не менее, анализ 

распределений размера колоний A. macrocytogenes OSV-2 в контрольном и опытном 

вариантах показывает, что увеличение среднего размера колоний в присутствии B. 

atrophaeus B-13893 обусловлено тем, что малоразмерные колонии A. macrocytogenes OSV-

2 в совместной культуре маскируются ростом B. atrophaeus B-13893, и, соответственно, не 

учитываются при измерении (рис. 4-6). 
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Рис. 4. Распределение микроколоний штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной 

культуре со штаммом B. atrophaeus B-13893 и в контрольном варианте по диаметру; по 

оси абсцисс показаны верхние границы интервалов 
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Рис. 5. Микроколонии штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной культуре со 

штаммом B. atrophaeus B-13893 и в контрольном варианте; длина масштабной полоски 

100 мкм 
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Рис. 6. Микроколонии штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной культуре со 

штаммом B. atrophaeus B-13893; длина масштабной полоски 100 мкм 

 

Несмотря на пониженное в сравнении с контролем число учитываемых на малом 

увеличении малоразмерных (менее 30 мкм в диаметре) микроколоний A. macrocytogenes 
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OSV-2 в совместной культуре со штаммом B. atrophaeus B-13893, эти колонии 

выявляются на большом увеличении (рис. 7).  

 

 
Рис. 7. Малоразмерные (менее 30 мкм в диаметре) микроколонии A. macrocytogenes OSV-2 

в совместной культуре в окружении клеток B. atrophaeus B-13893 
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Таким образом, различия в распределении микроколоний A. macrocytogenes OSV-2 

между контрольным и опытным вариантами по диаметру обусловлены тем, что в 

совместной культуре малоразмерные колонии A. macrocytogenes OSV-2 маскируются 

клетками B. atrophaeus B-13893. Исключение из статистической обработки колоний 

диаметром менее 30 мкм приводит к полному исчезновению различий между средним 

размером микроколоний штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной культуре со 

штаммом B. atrophaeus B-13893 аналогичным показателем в контрольном варианте (табл. 

2). 

 

Таблица 2. Диаметр микроколоний (мкм) штамма A. macrocytogenes OSV-2 в совместной 

культуре со штаммом B. atrophaeus B-13893 и в контрольном варианте при 

исключении из обработки колоний диаметром менее 30 мкм 

Показатель Контроль Совместная культура 

Среднее 57,71± 4,75 57,85± 3,96 

Стандартная ошибка 2,38 2,00 

Медиана 52,84 52,95 

Мода - 44,28 

Минимум 30,14 30,61 

Максимум 120,15 148,77 

Число измеренных колоний 73 122 

 

Выводы 

1. Оба протестированных штамма продемонстрировали отсутствие взаимного 

антагонизма и способность к росту в совместной культуре. 

2. Азотфиксирующий штамм A. macrocytogenes OSV-2 может быть использован 

совместно со штаммом-антагонистом B. atrophaeus B-13893 в составе комплексного 

биопрепарата, предназначенного для улучшения азотного питания сельскохозяйственных 

растений при одновременной защите растений от комплекса фитопатогенных грибов. 
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