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В современном сельском хозяйстве наблюдается тенденция к увеличению использования 
биологических продуктов, в том числе средств защиты растений. Активно ведутся разработки по 
созданию и оптимизации технологий производства новых биопрепаратов, включающих линии 
бактерий (plant growth promoting bacteria, PGPB) или грибов (plant growth promoting fungi, PGPF). 
Грибы и бактерии совместно существуют в ризосфере, между ними происходит постоянное 
взаимодействие. В последние годы на рынок агрохимикатов и пестицидов выходят биопрепараты, 
в состав которых входят бактерии и грибы (инсектицид Биостоп, фунгицид Споробактерин). 
Трудности производства совместного бактериально-грибного биопрепарата связаны с особыми 
требованиями микроорганизмов к составу питательной среды, аэрации и режимам культивирования. 
В настоящей работе мы впервые установили положительное влияние Saccharomyces cerevisiae Y-
4317 на рост Pseudomonas chlororaphis subsp. auerofaciens, а также выявили оптимальные режимы 
культивирования и состав питательной среды для совместного роста микроорганизмов различных 
таксономических категорий (PGPB и PGPF). Показана высокая эффективность использования 
свекловичной мелассы для совместного выращивания P. chlororaphis и S. cerevisiae. Выявлено 
стимулирующее влияние полученной культуральной жидкости (КЖ) на энергию прорастания и 
всхожесть семян культурных злаков. Цель работы — изучить возможность совместного куль-
тивирования бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. auerofaciens B-5326 и дрожжей Saccharo-
myces cerevisiae Y-4317 и оптимизировать параметры их выращивания для получения культуральной 
жидкости, стимулирующей прорастание семян и начальный рост злаковых растений. В качестве 
посадочного материала использовали штаммы бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens 
B-5326 и дрожжей Saccharomyces cerevisiae Y-4317. Штаммы микроорганизмов были получены в 
виде лиофилизата в ампулах из Всероссийской коллекции промышленных микроорганизмов НИЦ 
Курчатовский институт — ГосНИИгенетика (г. Москва). Растительные объекты — семена куку-
рузы (Zea mays L.) гибрида Делитоп, пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Мироновская 808, 
ячменя (Нordeum vulgare L.) сорта Скипетр. После восстановления жизнеспособности микробио-
логических культур готовили посадочный материал, который объединяли и выращивали 48 ч, ис-
пользуя шейкер-инкубатор, в трех вариантах питательных сред, различающихся по источнику 
углерода (глюкоза, фруктоза, свекловичная меласса). При совместном культивировании в 
динамике (от 0 до 72 ч) с использованием шейкера-инкубатора SPH-2102 («BIORUS», Респуб-
лика Беларусь) и в лабораторном ферментере BIORUS GJ («BIORUS», Республика Беларусь) 
оценивали жизнеспособность (колониеобразующие единицы, КОЕ) и биомассу микроорганизмов 
при разных температурах (от 20 до 32 °С) и скорости подачи воздуха (от 1 до 6 л/ч). Семена 
сельскохозяйственных растений опрыскивали полученной культуральной жидкостью в разных 
разведениях (от 1:200 до 1:25), спустя 12 ч семена помещали на воду в чашки Петри. Энергию 
прорастания и всхожесть определяли спустя соответственно 3 и 7 сут. Показано, что при сов-
местном культивировании P. chlororaphis и S. cerevisiae свекольная меласса полностью удовле-
творяет потребность микроорганизмов в основных питательных веществах: количество клеток не 
опускалось ниже 6½108 и 3½106 КОЕ/мл. Общая биомасса составила 20,4 г/л, что было на 17-
22 % выше, чем на средах с глюкозой или фруктозой. Нами подобраны оптимальные условия 
совместного культивирования: температура 30 °С, режим аэрации 4 л/ч, продолжительность куль-
тивирования 24 ч. Продемонстрировано положительное влияние S. cerevisiae на жизнеспособность 
P. chlororaphis при длительном совместном культивирование (72 ч): количество жизнеспособных 
клеток P. chlororaphis в присутствии S. сerevisiae составило 1½106 КОЕ/мл против 5½104 при росте 
P. chlororaphis отдельно от дрожжей. Вероятно, продуцирование фитогормонов S. cerevisiae в КЖ 
при совместном культивировании обусловливало активный рост и высокую жизнеспособность 
P. сhlororaphis. Предварительные опыты по применению комплексного биопрепарата, разработанного 
на основе совместной культуры, для предпосевной обработки семян показали его стимулирующее 
действие на энергию прорастания и всхожесть семян ячменя, пшеницы и кукурузы. Четкую тен-
денцию к увеличению энергии прорастания и всхожести семян злаковых культур отмечали при 
всех разведениях. Наибольшую эффективность комплексный биопрепарат показал в отношении 
всхожести семян кукурузы. Максимальное повышение энергии прорастания и всхожести семян 
всех изучаемых культур было выявлено при разведении биопрепарата 1:200. Выполненное иссле-
дование позволило выявить ключевые параметры совместного культивирования PGPB P. chlor-
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oraphis и PGPF S. cerevisiae и тем самым создать предпосылки для последующего создания био-
препарата на основе сочетания микроорганизмов различных таксономических групп. 

 

Ключевые слова: Pseudomonas chlororaphis, Saccharomyces cerevisiae, биопрепарат, био-
масса, режимы культивирования, ячмень, пшеница, кукуруза, всхожесть семян.  

 

В последние годы в мировом сельском хозяйстве наблюдается тен-
денция к увеличению использования биологических препаратов, в том числе 
средств защиты растений (1). Активно оптимизируются технологий произ-
водства новых биопрепаратов. Для обеспечения высокой эффективности 
биопрепаратов при их создании используются стимулирующие рост расте-
ний штаммы бактерий (plant growth promoting bacteria, PGPB) и грибов 
(plant growth promoting fungi, PGPF) (2-4). Микробиологические препараты 
представляют собой живые клетки микроорганизмов, отселектированных 
по полезным свойствам и либо находящиеся в культуральной жидкости, 
либо адсорбированные на нейтральном носителе. 

PGPB рода Pseudomonas синтезируют метаболиты, оказывающие ро-
стостимулирующее и антифунгальное действие на растения (5-9). При ис-
пользовании этих биопрепаратов показан прирост биологического и хозяй-
ственного урожая ряда культур (7, 8). Интерес вызывают препараты, создан-
ные на базе совместных культур двух и более PGPB, в частности микробио-
логический продукт на основе Pseudomonas aureofaciens и Azotobacter vine-
landii (10-13). Указанные виды бактерий интенсивно используются в каче-
стве регуляторов роста культурных растений, а также стимулируют их устой-
чивость к патогенам (14). Однако в условиях нестабильного климата и си-
стематического негативного воздействия внешних факторов актуальной 
остается проблема снижения урожайности в результате стрессовых воздей-
ствий. В связи с этим принципиально важно искать новые подходы для 
создания биологических препаратов, обладающих также стресс-модулирую-
щим эффектом.  

Так, привлекает внимание возможность использовать при создании 
биопрепаратов представителей иной таксономической группы микроорга-
низмов — грибов. Немногочисленные исследования показали, что некото-
рые штаммы дрожжей продуцируют фитогормоны (15). Известно, что био-
логически активные вещества, обладающие гормональной активностью, мо-
гут не только регулировать рост и развитие растений, но и участвовать в 
защите от абиотических факторов (16-18). Тот факт, что у дрожжей обнару-
жена способность синтезировать фитогормоны, позволяет рассматривать их 
как потенциальный компонент биологических препаратов для практики 
растениеводства.  

Грибы и бактерии совместно существуют в ризосфере, между ними 
происходит постоянное взаимодействие. Выделяемые в группы PGPF и 
PGPB микроорганизмы способны влиять на рост и развитие растений (19-
23). Однако в современной литературе нам не встречались сведения по их 
совместному действию на растения. Есть данные, что представители рода 
Pseudomonas улучшали рост базидиомицета Agaricus bisporus, но механизм та-
кого взаимодействия не известен (24). 

В последние годы на рынок агрохимикатов и пестицидов выходят 
биопрепараты, в состав которых входят бактерии и грибы (инсектицид Био-
стоп, фунгицид Споробактерин) (25). Основные трудности при производ-
стве таких препаратов связаны с различной требовательностью компонен-
тов к составу питательной среды, аэрации и режимам культивирования. У 
бактерий оптимальная температура роста ниже и продолжительность куль-
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тивирования короче по сравнению с грибами. Кроме того, грибам для био-
синтеза необходим свободный аминный азот (26, 27). Изучение условий 
совместного культивировании PGPB и PGPF необходимо при разработке 
фундаментальных основ для последующего создания комплексных биопре-
паратов, воздействующих на сельскохозяйственные культуры.  

В настоящей работе мы впервые установили положительное вли-
яние Saccharomyces cerevisiae Y-4317 на рост Pseudomonas chlororaphis subsp. 
auerofaciens, а также выявили оптимальные режимы культивирования и со-
став питательной среды для совместного роста микроорганизмов различ-
ных таксономических групп (PGPB и PGPF). Показана высокая эффек-
тивность использования свекловичной мелассы для совместного выращи-
вания P. chlororaphis и S. cerevisiae. Выявлено стимулирующее влияние по-
лученной культуральной жидкости (КЖ) на всхожесть и энергию прораста-
ния семян культурных злаков.  

Цель работы — изучить возможность совместного культивирования 
бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. auerofaciens B-5326 и дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae Y-4317 и оптимизировать параметры их выращива-
ния для получения культуральной жидкости, стимулирующей прорастание 
семян и начальный рост злаковых растений.  

Методика. Штаммы бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. aureo-
faciens B-5326 и дрожжей Saccharomyces cerevisiae Y-4317 были получены в 
виде лиофилизатов в ампулах из Всероссийской коллекции промышлен-
ных микроорганизмов НИЦ Курчатовский институт — ГосНИИгенетика 
(г. Москва). Штаммы не были генетически модифицированными.  

Растительные объекты — семена кукурузы (Zea mays L.) гибрида Де-
литоп, пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Мироновская 808, ячменя 
(Нordeum vulgare L.) сорта Скипетр.  

Для восстановления жизнеспособности культуры ампулу с высушен-
ным штаммом микроорганизмов стерильно вскрывали и добавляли жидкую 
питательную среду (0,2-0,4 мл): для P. chlororaphis — DMEM/F12 Merck 
(«Sigma-Aldrich», США), для S. cerevisiae — Malt extract («Рronadisa», Испа-
ния). После растворения лиофилизата содержимое стерильно переносили 
пастеровской пипеткой в чашки Петри на агаризованные питательные 
среды такого же состава. Далее штаммы выращивали раздельно 48 ч в тер-
мостате ТС-1/20 СПУ (ОАО «Смоленское СКТБ СПУ», Россия) при 28 °С. 

При подготовке инокулятов из каждой чашки отбирали по единич-
ной колонии с характерной для штамма морфологией, переносили в колбы 
объемом 250 мл и культивировали на шейкере-инкубаторе SPH-2102 («BI-
ORUS», Беларусь) при 28 °С и 130 об/мин. Среда для выращивания 
P. chlororaphis содержала 10 г/л глюкозы и по 0,5 г/л NaNO3, (NН4)2SO4, 
NH4NO3, КН2РО4. Среда для выращивания S. сerevisiae — синтетическая 
модифицированная среда Ридера: 10 г/л глюкозы, 0,5 г/л пептона, 1 г/л 
дрожжевого экстракта, по 0,5 г/л NaNO3, (NН4)2SO4, NH4NO3, КН2РО4. 
Спустя 48 ч титры P. chlororaphis и S. сerevisiae составили соответственно 107 
и 105 КОЕ/мл. 

Для совместного культивирования двух штаммов микроорганизмов 
брали по 15 мл полученной стартовой культуры, переносили в колбы объ-
емом 500 мл и выращивали 48 ч при 28 °С и 130 об/мин на шейкере-
инкубаторе SPH-2102. Состав среды для совместного культивирования 
микроорганизмов был следующим: 0,5 г/л пептона, 1 г/л дрожжевого экс-
тракта, по 0,5 г/л NaNO3, (NН4)2SO4, NH4NO3, КН2РО4, источник угле-
рода варьировал. 
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Для выяснения наиболее приемлемого состава использовали три ва-
рианта питательных сред, различающихся по источнику углерода: 1 — глю-
коза (10 г/л), 2 — фруктоза (10 г/л), 3 — свекловичная меласса (15 г/л). 
Рассматривали варианты с варьированием некоторых других компонентов 
питательных сред (существенных различий с основной прописью выяв-
лено не было). В последующем определяли влияние температуры (от 20 до 
32 °С) на совместный рост P. chlororaphis и S. сerevisiae на шейкере-инку-
баторе, а также оценивали численность жизнеспособных микроорганиз-
мов (по числу колониеобразующих единиц, КОЕ) в динамике (от 0 до 48 ч 
и от 48 до 72 ч).  

Совместное культивирование P. chlororaphis и S. сerevisiae осуществ-
ляли также в лабораторном ферментере BIORUS GJ («BIORUS», Респуб-
лика Беларусь), в котором варьировали скорость подачи воздуха через филь-
тры (от 1 до 6 л/ч). Культивирование длилось 20 ч при 30 °С. Среда была 
аналогичной использованной в предыдущем эксперименте, с мелассой в 
качестве основного источника углерода. 

Количество полученной биомассы оценивали при высушивании 
фильтров до постоянной массы в сушильном шкафу UF75 («Memmert 
GmbH + Co. KG», Германия) в течение 1-2 ч при 105 °С, отделении клеток 
микроорганизмов от культуральной жидкости (объем КЖ 10 мл, с 3-крат-
ной промывкой дистиллированной водой), определении сухой массы на 
аналитических весах Analytical Balance ME54T/A00 («Mettler Тoledo», США) 
до постоянного значения (±0,1 мг) (28). 

Жизнеспособность клеток каждого исследуемого микроорганизма в 
культуральной жидкости определяли посевом на агаризованную универ-
сальную среду, содержащую 10 г/л глюкозы, 0,5 г/л пептона, 1 г/л дрожже-
вого экстракта и по 0,5 г/л NaNO3, (NН4)2SO4, NH4NO3, КН2РО4. Пробы 
культуральной жидкости отбирали микробиологической пипеткой объемом 
5 мл. Численность микроорганизмов определяли методом серийных 10-крат-
ных разведений, подсчитывая число колоний каждого вида, индикацию осу-
ществляли по морфологическому описанию колоний дрожжей и бактерий 
исследуемых родов (29-31). Для визуализации микрообъектов использовали 
микроскоп с камерой захвата Fixed Microscope Adapter («Levenhuk», США).  

Семена сельскохозяйственных растений обрабатывали опрыскива-
нием культуральной жидкостью в разных разведениях (1:200, 1:150, 1:100, 
1:50, 1:25), спустя 12 ч семена проращивали на воде в чашках Петри (20 или 
50 семян на чашку) при 25 °С в термостате ТС-1/20 СПУ. Контролем слу-
жили семена, обработанные водой. Энергию прорастания и всхожесть опре-
деляли по общепринятым методам спустя соответственно 3 и 7 сут (32). 

Все эксперименты были проведены не менее трех раз, каждый вклю-
чал 5 колб или чашек Петри с одинаковым материалом, выращенным в 
однотипных условиях. При определении жизнеспособности клеток каждый 
вариант анализировали в 10 повторностях. Проращивание семян проводили 
в 5 повторностях (чашках Петри) для каждого варианта опыта. 

Статистическую обработка результатов проводили по стандартным 
методикам (33) в программе Microsoft Excel 2007. Данные в таблицах и на 
графиках приведены в виде средних арифметических значений со стандарт-
ными ошибками (M±SEM). Оценку различий выборочных средних прово-
дили по t-критерию Стьюдента при p ≤ 0,05 с использованием программ 
Microsoft Excel 2007 и Statistica v.12 («StatSoft, Inc.», США). 

Результаты. После 48-часового раздельного культивирования P. chlo-
roraphis subsp. aureofaciens B-5326 и S. cerevisiae Y-4317 их численность до-
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стигла соответственно 2½108 и 7½106 КОЕ/мл. Далее мы изучили возмож-
ность совместного роста двух культур в жидкой питательной среде. Отме-
тим, что в доступной литературе соответствующих данных о таком культи-
вировании и его условиях мы не обнаружили.  

Для оптимизации совместного культивирования двух штаммов мик-
роорганизмов мы изучили влияние состава питательной среды на измене-
ния их биомассы и численности. При этом в качестве основного источника 
углерода использовали глюкозу, альтернативных — фруктозу и свеклович-
ную мелассу. 

 

 
Рис. 1. Общая биомасса (А) и количество клеток (Б) при совместном культивировании Pseudo-
monas chlororaphis subsp. aureofaciens B-5326 (а) и дрожжей Saccharomyces cerevisiae Y-4317 (б) в 
зависимости от состава жидкой питательной среды: 1 — глюкоза (10 г/л), 2 — фруктоза (10 г/л), 
3 — свекловичная меласса (15 г/л) (N = 10, M±SEM). 

 

На средах с глюкозой и фруктозой наблюдалось относительно слабое 
накопление суммарной биомассы (рис. 1, А). Максимальное значение об-
щей биомассы при совместном росте изучаемых штаммов зафиксировали 
на среде, содержащей мелассу, — 20,4 г/л, или на 17-22 % выше, чем на 
средах с глюкозой и фруктозой.  

При совместном культивировании численность P. chlororaphis и S. ce-
revisiae не опускалось ниже соответственно 6½108 и 3½106 КОЕ/мл (см. рис. 
1, Б). При этом на всех изученных средах величина КОЕ у S. cerevisiae и 
P. chlororaphis достоверно не менялась. Изучаемые штаммы были спо-
собны расти совместно на мелассе без существенного снижения жизне-
способности клеток (см. рис. 1, Б). Поэтому во всех последующих опытах 
использовали питательную среду, содержащую в качестве источника угле-
рода мелассу.  

Успешное использование свекловичной мелассы для совместного 
культивирования штаммов микроорганизмов можно объяснить тем, что в 
ее состав наряду с другими компонентами входит около 1 % раффинозы. С 
одной стороны, раффиноза способна ингибировать рост и образование био-
пленки бактерий группы псевдомонад (34), с другой — она также влияет на 
фенотипы бактерий, морфологию колоний, формирование матрикса и по-
движность колоний (35). Использование свекловичной мелассы для сов-
местного выращивания P. chlororaphis subsp. aureofaciens B-5326 и S. cerevisiae 
Y-4317 может снизить экономическую нагрузку при промышленном произ-
водстве создаваемого биологического препарата. 

Температурный режим при совместном культивировании бактерий 
и дрожжей повлиял на изменение суммарной биомассы этих микроорганиз-
мов (рис. 2, А). При температурах 20 и 24 °С суммарная биомасса оказалась 
минимальной (статистически значимых различий между этими вариантами 
мы не зафиксировали). При температуре 28 °С общая биомасса составила 
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20,5 г/л, при 30 °С — 24,3 г/л. Дальнейшее повышение температуры (до 
32 °С) достоверно не увеличило суммарную биомассу бактерий и грибов по 
сравнению с таковой при 30 °С. 

 

 
Рис. 2. Общая биомасса (А) и количество клеток (Б) при совместном культивировании Pse-
udomonas chlororaphis subsp. aureofaciens B-5326 (1) и дрожжей Saccharomyces cerevisiae Y-4317 
(2) на среде с мелассой (15 г/л) в зависимости от температурного режима (N = 5, M±SEM). 
Величина маркеров на рисунке Б отображает значение ±SEM. 

 

Температурный режим также оказал влияние на жизнеспособность 
бактерий и грибов (см. рис. 2, Б). Начиная с температуры 20 °С, величина 
КОЕ P. chlororaphis и S. сerevisiae увеличивалось, и максимум был зафикси-
рован при 30 °С (соответственно 108 и 106 КОЕ/мл). При дальнейшем по-
вышении температуры (до 32 °С) число колоний значительно сократилось, 
составив 7,5½107 и 5,4½105 КОЕ/мл для P. chlororaphis и S. сerevisiae. Следо-
вательно, при совместном культивировании микроорганизмов различных 
таксономических групп оптимальна температура 30 °С.  

Дрожжи по типу питания относятся к факультативным анаэробам; 
присутствие кислорода подавляет спиртовое брожение, и они активно 
накапливают биомассу (36). Поэтому задачей следующего этапа исследова-
ния был подбор оптимального режима аэрации при совместном культиви-
ровании дрожжей и бактерий в биореакторе (табл. 1). Мы обнаружили, что 
оптимальный режим аэрации составляет 4 л/ч. Стоит отметить, что присут-
ствие кислорода в среде в большей степени влияло на жизнеспособность 
дрожжей, поскольку количество жизнеспособных клеток P. chlororaphis при 
всех режимах аэрации не опускалось ниже 2½108 КОЕ/мл. Полученные на 
этом этапе данные сопоставимы с результатами предыдущих эксперимен-
тов, когда культивирование осуществляли на шейкер-инкубаторе в колбах 
с ватно-марлевыми пробками. Из этого можно сделать вывод, что изучен-
ные микроорганизмы не очень требовательны к режимам аэрации и явной 
конкуренции между ними не наблюдается.  

1. Количество жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) Pseudomonas chlororaphis subsp. 
aureofaciens B-5326 и Saccharomyces cerevisiae Y-4317 при совместном куль-
тивировании в биореакторе BIORUS GJ («BIORUS», Республика Беларусь) 
на среде с мелассой (15 г/л) в зависимости от режима аэрации (N = 5, 
M±SEM) 

Режим аэрации, л/ч P. chlororaphis, ½108 S. сerevisiae, ½106 
1 4,2±0,31 0,8±0,05 

2 2,1±0,18 2,4±0,09 

3 3,6±0,24 3,6±0,18 

4 5,9±0,36 5,9±0,12 

5 3,2±0,17 2,1±0,26 

6 2,4±0,08 4,2±0,16 

 

В дельнейшем мы изучили динамику изменения титров культур (по 
величине КОЕ) при совместном выращивании P. chlororaphis и S. cerevisiae 
на среде с мелассой при температуре 30 °С (рис. 3). В первые 8 ч после 
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начала культивирования величина КОЕ у дрожжей возрастала гораздо быст-
рее и значительнее, чем у бактерий, и титры P. chlororaphis и S. cerevisiae 
составили соответственно 6½104 и 3,8½104 КОЕ/мл. Очевидно, рост во 
время логарифмической фазы в первые часы культивирования у дрожжей 
происходил интенсивнее, чем у псевдомонад. Спустя 12 ч культивирования 
кривая роста S. cerevisiae вышла на стационарную фазу, после этого числен-
ность дрожжей слегка возрастала и после 24 ч культивирования начала сни-
жаться. Псевдомонады показали наиболее активный рост в период с 8 до 
24 ч культивирования, что коррелирует с данными литературы (37). Макси-
мальное количество клеток P. chlororaphis зафиксировали через 24 ч сов-
местного культивирования с дрожжами (8,4½108 КОЕ/мл). В период от 36 
до 48 ч численность бактериальных клеток постепенно снижалась и титр 
P. chlororaphis уменьшился почти в 100 раз (до 8,8½106 КОЕ/мл). Наблюда-
емое при совместном культивировании дрожжей и бактерий удлинение ло-
гарифмической фазы роста P. chlororaphis можно объяснить включением в 
состав субстрата мелассы, содержащей сложные углеводы, использование 
которых увеличивает продолжительность экспоненциального роста клеток. 
Последующее торможение роста, возможно, объясняется конкуренцией за 
источники питания (38). 

 

72 ч, одновременно учитывая рост P. chlororaphis в чистой культуре (рис. 
4). При это парадоксальным образом оказалось, что в смешанной культуре 
с дрожжами S. cerevisiae дальнейшего снижения титра бактерий не проис-
ходило, тогда как в чистой культуре псевдомонад спустя 72 ч титр жизне-
способных клеток снижался до предельного минимума (5½104 КОЕ/мл. 
 

жизнеспособность P. сhlororaphis, поскольку через 72 ч совместного культи-
вирования титр бактерий составил 1½106 КОЕ/мл, что примерно на два по-
рядка выше, чем в чистой культуре бактерий. Сходное влияние метаболитов 
грибов на жизнеспособность бактерий при взаимодействии Pseudomonas и 
Saccharomyces описана в работе J.D. Romano с соавт. (39).  

Известно, что в основе механизма взаимодействия бактерий и гри-

 

Рис. 3. Численность Pseudomonas 
chlororaphis subsp. aureofaciens B-
5326 (1) и Saccharomyces cerevisiae 
Y-4317 (2) при совместном куль-
тивировании на среде с мелассой 
(15 г/л) при температуре 30 °С 
(N = 5, M±SEM). 
 

Для того чтобы про-
верить высказанное пред-
положение, мы продлили 
совместное культивирова-
ние микроорганизмов до 

 

Рис. 4. Динамика роста Pseudo-
monas chlororaphis subsp. aureo-
faciens B-5326 при раздельном (1) 
и совместном культивировании с 
Saccharomyces cerevisiae Y-4317 
(2) в течение 72 ч на среде с 
мелассой (15 г/л) при температуре 
30 °С (N = 5, M±SEM). 
 

Таким образом, бы-
ло показано положитель-
ное влияние S. cerevisiae на  
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бов лежит способность дрожжей синтезировать из глюкозы глюконат. Глю-
конат, в свою очередь, повышает жизнеспособность бактерий рода Pseudo-
monus (40). Этим отчасти можно объяснить выявленное положительное вли-
яние S. cerevisiae на рост P. сhlororaphis. Кроме того, в последние годы 
появились данные, что дрожжи служат активными продуцентами ауксина 
индолил-3-уксусной кислоты (возможно, и других фитогормонов). При-
мерно 90 % из всех известных видов дрожжей способны к синтезу ауксинов: 
дрожжи рода Cyberlindnera, Rhodotorula graminis, Rhodosporidium fluviale, 
Rhodosporidium paludigenum, Aureobasidium pullulans, Saccharomyces cerevisiae 
(41-43). При этом по активности синтеза гормональных соединений дрожжи 
практически не уступают бактериям и водорослям. Показано, что культу-
ральная жидкость дрожжей способна влиять на рост и развитие растений 
(44). Можно предположить, что именно продуцирование фитогормонов 
дрожжами S. cerevisiae при совместном культивировании обусловливало ак-
тивный рост и высокую жизнеспособности P. сhlororaphis. 

Мы предварительно оценили эффективность комплексного био-
препарата, определив всхожесть семян злаковых растений (ячменя, пше-
ницы, кукурузы) после обработки культуральной жидкостью, полученной 
при совместном выращивании дрожжей и псевдомонад, в четырех раз-
ведениях (от 1:200 до 1:25) (табл. 2). В контрольных вариантах энергия 
прорастания и всхожесть семян были довольно высокими и составили от 
79 до 89 %. 

2. Энергия прорастания и всхожесть (%) обработанных семян злаковых культур 
при разных разведениях культуральной жидкости, полученной при совместном 
выращивании Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens B-5326 и Saccharo-
myces cerevisiae Y-4317 (M±SEM) 

Показатель Разведение 
Контроль (вода) 

1:200 1:150 1:100 1:50 1:25 
Я ч м е н ь  (Нordeum vulgare L.), с о р т  С к и п е т р  

Энергия прорастания 90±2,1 88±2,5 91±3,1 89±2,8 87±2,5 85±2,4 
Всхожесть  96±2,9* 92±3,4 95±3,8 92±2,2 89±3,2 87±3,0 

П ш е н и ц а  (Triticum aestivum L.),  с о р т  М и р о н о в с к а я  8 0 8  
Энергия прорастания 93±3,2 91±2,9 95±3,7 89±2,6 85±2,8 86±3,2 
Всхожесть 94±3,6 95±3,1 96±4,1 92±2,8 90±3,1 89±2,7 

К у к у р у з а  (Zea mays L.),  г и б р и д  Д е л и т о п  
Энергия прорастания 89±2,9* 87±3,6 86±4,1 80±3,8 81±2,9 79±3,1 
Всхожесть 96±4,6* 89±3,6 90±2,8 85±3,0 88±3,3 83±3,4 
* Различия с контролем статистически значимы при р ≤ 0,05. 

 

Предпосевная обработка биопрепаратом стимулировала прорастание 
семян всех исследованных злаковых культур. При этом эффективность об-
работки зависела от концентрации (разведения) культуральной жидкости. У 
семян ячменя всхожесть статистически значимо (р = 0,05) увеличилась на 
9 % по сравнению с контролем при использовании КЖ в разведении 1:200. 
Четкая тенденция к увеличению энергии прорастания и всхожести семян 
ячменя отмечалась при всех разведениях (различия с контролем недосто-
верны). Схожие зависимости были выявлены для пшеницы, где самые вы-
сокие значения всхожести наблюдались для разведений 1:200-1:100, однако 
различия с контролем оказались недостоверными.  

В опыте с семенами кукурузы также самыми эффективными оказа-
лись самые низкие концентрации биопрепарата. При использовании раз-
ведения 1:200 энергия прорастания достоверно (р = 0,05) увеличилась на 
10 %, а всхожесть — на 13 % по сравнению с контролем. Разведения 1:150 
и 1:100 показали тенденцию к стимулированию прорастания семян (раз-
личия с контролем недостоверны). Более высокие дозы биопрепарата (раз-
ведения 1:50 и 1:25) незначительно повышали энергию прорастания и 
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всхожесть.  
Повышение энергии прорастания и высокая всхожесть семян кон-

тролируются фитогормонами, которые активируют деление и растяжение 
клеток, повышают стрессоустойчивость (16, 17).  

Итак, нами показана возможность совместного культивирования 
бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens B-5326 и дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae Y-431, что позволит создать биопрепарат на основе 
микроорганизмов разных таксономических групп. Свекловичная меласса 
(отход сахарного производства) вполне удовлетворяет потребности исследу-
емых микроорганизмов в основных питательных веществах. Были подо-
браны оптимальные условия совместного культивирования: температура 
30 °С, режим аэрации 4 л/ч, продолжительность культивирования 24 ч. Вы-
явлено положительное влияние S. cerevisiae на жизнеспособность P. chlo-
roraphis при длительном (72 ч) совместном культивировании. Так, в при-
сутствии S. сerevisiae титр P. chlororaphis составил 106 КОЕ/мл, в чистой куль-
туре — 104 КОЕ/мл. Предпосевная обработка семян препаратом, получен-
ным при совместном культивировании указанных микроорганизмов, сти-
мулировала энергию прорастания и всхожесть у ячменя, пшеницы и куку-
рузы. Наиболее высокую эффективность комплексный препарат показал в 
отношении семян кукурузы. Максимальное повышение энергии прораста-
ния и всхожести семян всех изучаемых культур выявлено при разведении 
препарата 1:200. 
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A b s t r a c t  
 

Currently, there has been a trend in agriculture towards an increase in the use of biological 
preparations, including plant protection means. Developments are actively underway to create and 
optimize technologies for the production of new biological preparations that contain plant growth 
stimulating lines of bacteria (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) or fungi (Plant Growth Pro-
moting Fungi, PGPF). Fungi and bacteria co-inhabit the rhizosphere of higher plants and fungal-
bacterial interactions permanently occur. In recent years, biological preparations based on bacteria and 
fungi (insecticide Biostop, fungicide Sporobacterin) have entered the agrochemical and pesticide mar-
ket. However, special requirements of bacteria and fungi for nutrient media, aeration, and culture 
regimes imped production of combined bacterial-fungal biologicals. In this work, we have established 
for the first time the positive effect of Saccharomyces cerevisiae Y-4317 on the growth of Pseudomonas 
chlororaphis subsp. auerofaciens B-5326 and revealed the optimal regimes and the composition of the 
nutrient medium for co-culture of microorganisms of different taxonomic groups (PGPB and PGPF). 
The high efficiency of using sugar beet molasses for co-culture of P. chlororaphis and S. cerevisiae has 
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been shown. Our findings revealed the stimulating effect of the liquid culture (LC) on the seed germi-
nation energy and germination rate of cereals. The aim of this work was to develop a protocol for co-
culture of bacteria Pseudomonas chlororaphis subsp. auerofaciens B-5326 and yeast Saccharomyces cere-
visiae Y-4317 to create a biological preparation stimulating seed germination and initial growth of 
cereal plants. Lyophilized strains P. chlororaphis and S. cerevisiae were obtained from the All-Russian 
Collection of Industrial Microorganisms of the National Research Center Kurchatov Institute — Gos-
NIIgenetica (Moscow). Seeds of maize (Zea mays L.) hybrid Delitop, wheat (Triticum aestivum L.) 
variety Mironovskaya 808, barley (Нordeum vulgare L.) variety Scepter served for testing bioactivity of 
the biological. After restoring viability, the strains were cultured for 48 hours on a shaker SPH-2102 
(BIORUS, Belarus) using three nutrient media differing in the carbon source (glucose, fructose, and 
sugar beet molasses). Microbial growth (colony-forming units, CFU) and biomass were assessed during 
co-culture (from 0 to 72 h) on the shaker and in a lab fermenter BIORUS GJ (BIORUS, Belarus) at 
different temperatures (from 20 to 32 °С) and airflow rates (from 1 to 6 L/h). The seeds were treated 
by spraying with 1:200-1:25 serial dilutions of the liquid co-culture. After 12 h, the seeds were placed 
into Petri dishes with water. The germination energy and seed germination rate were determined in 3 
and 7 days, respectively. The research data showed that media containing sugar beet molasses com-
pletely satisfies the need of co-cultured P. chlororaphis and S. cerevisiae for basic nutrients, and the 
titers did not fall below 6×108 and 3×106 CFU/ml, respectively. The total biomass was 20.4 g/l, or 17-
22 % higher than on the media with glucose or fructose. For co-culture, the optimal conditions were 
30°C, aeration mode 4 l/h and 24 h of growth. A positive effect of S. cerevisiae on the viability of 
P. chlororaphis during 72 h co-culture was demonstrated. The abundance of P. chlororaphis in the co-
culture with S. cerevisiae was 1½106 CFU/ml vs. 5½104 CFU/ml in pure culture of P. chlororaphis. 
Probably, a higher viability of P. chlororaphis and stimulation of its growth is due to phytohormones 
produced by S. cerevisiae during co-culture. Preliminary testing revealed stimulating effect of the bio-
logical on the germination energy and seed germination rate for barley, wheat and corn. All serial 
dilutions of the liquid co-culture exhibited a clear trend towards an increase in seed germination in 
the cereals tested. The maize seed germination was most stimulated. A 1:200 dilution of the biolog-
ical led to the maximum increase in seed germination of the crops. Our research data identify the 
key parameters of the co-culture of PGPB P. chlororaphis and PGPF S. cerevisiae and thereby create 
the prerequisites for the development of a biological based on microorganisms of vadifferent taxo-
nomic groups. 

 

Keywords: Pseudomonas chlororaphis, Saccharomyces cerevisiae, biological preparation, bio-
mass, culture procedure, maize, wheat, barley, seed germination.    
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