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Техногенно нарушенные грунты угольных отвалов характеризуются низкой биологической активностью, дефицитом питательных веществ 

и повышенным содержанием тяжёлых металлов, что затрудняет их естественное восстановление. В этих условиях перспективным 

направлением является применение ростостимулирующих бактерий, способствующих лучшей адаптации растений к неблагоприятным 

факторам грунтов угольных отвалов. Целью работы являлось выделение и характеристика бактерий из техногенных почв, а также 

разработка микробных консорциумов для повышения устойчивости растений и ускорения процессов биоремедиации. Из образца 

техногенно нарушенного грунта, отобранного на территории угольного отвала в Кемеровской области-Кузбассе, выделены 8 штаммов 

микроорганизмов. Штаммы существенно различались по способности продуцировать метаболиты, восстанавливающие 2,2-дифенил-1-

пикрилгидразил (индикатор антиоксидантной активности), и фитогормоны индолил-3-уксусную и гибберелиновую кислоты. На основании 

многофакторного ранжирования этих показателей биологической активности отобраны пять наиболее эффективных штаммов. Анализ 

биосовместимости позволил выявить штаммы, пригодные для совместного культивирования. Ими по результатам видовой идентификации 

методом секвенирования вариабельных участков 16S-рРНК оказались Pseudomonas donghuensis штамм B-14444; P. donghuensis штамм 

B-14445; Acinetobacter calcoaceticus штамм B-14440. Оценка биологической активности сконструированных консорциумов показала, что 

наиболее перспективным является консорциум P. donghuensis B-14444, P. donghuensis B-14445 и A. calcoaceticus B-14440 в соотношении 1:1:2. 

Полученные результаты подтверждают перспективность использования новых выделенных штаммов и консорциумов на их основе для 

биоремедиации техногенно нарушенных почв и повышения устойчивости растений к стрессовым факторам.
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Anthropogenically disturbed soils of coal dumps feature low biological activity, nutrient deficiency, and high heavy metals contents, which hamper 

their natural recovery. In these conditions, a promising approach is the use of growth-stimulating bacteria that promote plants adaptation to 

the adverse factors of coal dumps soils. The aim of the present work was to isolate and characterize bacteria from man-made soils, as well as to 

develop microbial consortia effective in increasing plant resistance and accelerating bioremediation processes. Eight strains of microorganisms 

were isolated from a sample of disturbed soil taken from a coal dump in the Kemerovo region (Kuzbass). The strains differed significantly in 

their ability to produce metabolites that reduce 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (an indicator of antioxidant activity) and the phytohormones 

indole‑3‑acetic acid and gibberellic acid. Based on a multifactorial ranking of these indicators of biological activity, five of the most effective 

strains were selected. Using sequencing of the variable 16S rRNA sites, these strains were identified as Pseudomonas donghuensis strain B-14444; P. 

donghuensis strain B-14445; and Acinetobacter calcoaceticus strain B-14440. Assessing the biological activity of the constructed consortia showed 

that the most promising is the consortium of P. donghuensis B-14444, P. donghuensis B-14445, and A. calcoaceticus B-14440 at a ratio of 1:1:2. The 

results confirm the promise of using the newly isolated strains and their consortia for bioremediation of anthropogenically disturbed soil and for 

improving plant resistance to stress.
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условиям техногенных ландшафтов [21]. В ходе фер-
ментативных реакций микробные сообщества транс-
формируют токсичные соединения в безопасные 
продукты, такие как вода и углекислый газ, которые 
затем включаются в природные биогеохимические 
циклы [10].

Помимо детоксикации среды, микроорганизмы вы-
полняют ряд ключевых экосистемных функций, необ-
ходимых для формирования почвы. Они участвуют в 
разложении органических остатков и синтезе гумусо-
вых веществ, способствуют накоплению доступных 
форм азота, фосфора и других элементов питания, а 
также выделяют органические кислоты и полисахари-
ды, улучшающие структуру техногенной почвы и ее 
влагоудерживающую способность [13]. Микроорга-
низмы играют важную роль в процессе биовыветри-
вания горных пород, при котором микробные метабо-
литы ускоряют разрушение минеральной матрицы и 
высвобождение питательных элементов [12].

Особое значение имеет взаимодействие микроор-
ганизмов с растениями. В ризосфере формируются 
сложные симбиотические системы, в которых ми-
кроорганизмы стимулируют рост растений, повыша-
ют их устойчивость к неблагоприятным условиям и 
способствуют успешной колонизации техногенных 
субстратов [26]. К таким микроорганизмам относят-
ся ростостимулирующие бактерии, способствующие 
развитию растений, микоризные грибы и азотфикси-
рующие бактерии. Они способны синтезировать фи-
тогормоны, повышать доступность элементов пита-
ния, защищать растения от стрессов и патогенов, что 
существенно увеличивает приживаемость раститель-
ности на отвалах [14].

Для практической реализации биоремедиации при-
меняются как специально подобранные консорциумы 
микроорганизмов, так и аборигенная микрофлора, ес-
тественно сформированная в условиях техногенных 
субстратов. Последняя обладает существенным пре-
имуществом, поскольку адаптирована к экстремаль-
ным условиям среды и способна эффективно функци-
онировать без дополнительной акклиматизации [17]. 
Совместное взаимодействие различных групп микро-
организмов в составе консорциумов повышает устой-
чивость биосистем к неблагоприятным факторам и 
ускоряет восстановительные процессы [7].

Таким образом, для регионов с интенсивной горно-
добывающей нагрузкой, к которым относится Кузбасс, 
применение микробных технологий рассматривается 
как одно из наиболее перспективных направлений 
рекультивации. Микроорганизмы играют фундамен-
тальную роль на начальных стадиях почвообразова-
ния: они способствуют накоплению органического 
вещества, улучшению структуры субстрата и форми-
рованию благоприятных условий для последующего 
развития растительного покрова.

Введение
Кемеровская область-Кузбасс, будучи одним из ве-

дущих горнодобывающих центров России (свыше 
150 действующих предприятий), характеризуется су-
щественными изменениями структуры землеполь-
зования. Масштабная промышленная эксплуатация 
угольных месторождений сопряжена со значитель-
ным изъятием земель из природного цикла и созда-
нием обширных техногенных ландшафтов, таких 
как карьеры, отвалы вскрышных пород [6]. Указан-
ные антропогенные формы рельефа при отсутствии 
сформированного почвенно-растительного слоя ока-
зывают негативное влияние на экологическое состо-
яние окружающей среды [19, 32]. Физико-химические 
свойства техногенных грунтов угольных карьеров – 
низкая влагоемкость, дефицит биогенных элементов 
и слабая структурированность – препятствуют есте-
ственному возобновлению растительного покрова и 
снижают интенсивность процессов почвообразования 
[20]. Отсутствие сформированного растительного по-
крова выступает фактором интенсификации эрозион-
ных процессов, нарушения гидрологического баланса 
и потери устойчивости склонов, что обуславливает 
прогрессирующую деградацию экосистем [22].

В структуре нарушенных ландшафтов особое зна-
чение имеют отвалы вскрышных пород и хвостохра-
нилища. Занимая обширные территории, такие тех-
ногенные объекты оказывают системное негативное 
воздействие на биогеоценозы. Они характеризуются 
минимальной биологической активностью, неблаго-
приятными физико-химическими параметрами, что 
снижает интенсивность процессов спонтанной сук-
цессии и самовосстановления [23]. 

Эффективность восстановления техногенно изме-
ненных земель во многом определяется созданием 
качественного почвенного слоя, способного поддер-
живать минеральное питание флоры и обеспечивать 
стабильный режим влагозадержания. Таким образом, 
объективная оценка качества техногенных почв и по-
нимание механизмов их формирования являются фун-
даментальными условиями для разработки программ 
рекультивации. Согласно современным исследовани-
ям, для вовлечения подобных территорий в хозяйст-
венный или природный оборот нужен комплексный 
подход, в структуре которого важное значение прио-
бретают биологические методы, направленные на ак-
тивизацию природных процессов восстановления [2].

В структуре биологической стадии рекультивации 
актуализируется применение биоремедиации – специ-
ализированной технологии восстановления почвен-
ного покрова, основывающейся на применении ми-
кроорганизмов. Благодаря высокой метаболической 
пластичности, микроорганизмы способны использо-
вать широкий спектр веществ в качестве источника 
энергии и углерода, адаптируясь к экстремальным 
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Цель исследования – конструирование микробных 
консорциумов на основе аборигенных штаммов тех-
ногенно нарушенных грунтов Кузбасса для улучше-
ния роста растений на биологическом этапе рекуль-
тивации.

Материалы и методы
Объектами исследования являлись бактерии, выде-

ленные из образцов техногенно нарушенного грунта, 
отобранного на территории угольного отвала в Кеме-
ровской области-Кузбассе (рис. 1). Отбор осуществ-
ляли в соответствии с ГОСТ 17.4.4.02-2017 «Охрана 
природы. Почвы. Методы отбора и подготовки проб 
для химического, бактериологического, гельминтоло-
гического анализа».

Для выделения бактерий в стерильной ступке ра-
стирали 1 г отобранного образца и вносили в про-
бирку с 5 мл стерильной дистиллированной воды. 
Пробирку инкубировали в шейкере-инкубаторе LSI-
3016R («Daihan Labtech», Южная Корея) в течение 
1,5 ч при температуре 25–30 °С. Далее осуществля-
ли посев 5 мл полученной суспензии в 50 мл мясо-
пептонного бульона следующего состава, г/л: мясной 
экстракт («Pronadisa Conda», Испания) – 11,0; пеп-
тон («ЛенРеактив», Россия) – 10,0; натрий хлористый 
(«ЛенРеактив», Россия) – 5,0. Культивирование про-
водили  при температуре 25–30 °С в течение 18–24 
ч. Из культуральной жидкости осуществляли пере-
сев разведением 10-10, 10-11, 10-12 глубинным спосо-
бом в чашки Петри на среду следующего состава, г/л: 
мясной экстракт – 11,0; пептон – 10,0; натрий хлори-
стый – 5,0; мальтоза («HiMedia Laboratories», Индия) 

– 5,0; аммоний сернокислый («ЛенРеактив», Россия) 
– 3,0; натрий лимоннокислый («ЛенРеактив», Рос-
сия) – 3,0; магний сернокислый («ChemExpress», Рос-
сия) – 0,5; калий фосфорнокислый однозамещенный 
(«ChemExpress», Россия) – 0,4; кальций хлористый 
(«Компонент реактив», Россия) – 0,2; марганец сер-
нокислый («Химлабприбор», Россия) – 0,1; железо II 
сернокислое («ChemExpress», Россия) – 0,01; цинк сер-
нокислый («ЛенРеактив», Россия) – 0,005; медь сер-
нокислая («ЛенРеактив», Россия) – 0,001; агар-агар 
(«ЛенРеактив», Россия) – 20,0 [3]. Культивировали 
при 28–30 ℃ в течение 18–24 ч. Затем для получения 
чистых культур осуществляли серию пересевов ме-
тодом истощающего штриха на среду мясопептонный 
агар следующего состава, г/л: мясной экстракт – 11,0; 
пептон – 10,0; натрий хлористый – 5,0; агар-агар – 15.

Определение способности штаммов продуциро-
вать метаболиты, восстанавливающие 2,2-дифе-
нил-1-пикрилгидразил (далее DPPH). Для этого гото-
вили суспензию исследуемой чистой культуры в 3 мл 
стерильного физиологического раствора до коэффи-
циента мутности по МакФарланду, равного 0,8–1,0 
(титр микроорганизмов 1,5×108 КОЕ/мл), определяе-
мого с помощью денситометра Densichek plus (Sendle, 
Россия). Далее 1 мл полученной суспензии вносили в 
10 мл мясопептонного бульона с добавлением 0,3 г/л 
L-триптофана («Химмед», Россия). Культивировали 
на шейкере-инкубаторе в течение 48 ч при темпера-
туре 25–30 °С и 110 об/мин. Отделяли культуральную 
жидкость от клеток с помощью центрифугирования 
при 8000 об/мин в течение 10 мин. Далее бесклеточ-
ную культуральную жидкость и реактив DPPH (кон-

Рис. 1. Территория угольного отвала для отбора образцов грунта (Кемеровская область)
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Для изучения биосовместимости чистые культуры 
выращивали на мясопептонном бульоне при темпера-
туре 28–30 ℃ в течение 48 ч. После культивирования 
культуральную жидкость центрифугировали в тече-
ние 10 мин. при 8000 об/мин. На мясопептонный буль-
он в чашках Петри наносили тест-культуру, в лунки 
диаметром 4 мм вносили супернатант и культивиро-
вали при температуре 25–30 °С в течение 24 ч. В дан-
ном исследовании каждый штамм изучался и в каче-
стве тест-культуры, и в качестве вносимого в лунки 
супернатанта. Штаммы считались биосовместимыми 
при отсутствии зоны ингибирования роста тест-куль-
туры вокруг лунки [1]. 

Молекулярно-генетическая идентификация ото-
бранных бактериальных штаммов выполнена со-
трудниками Национального биоресурсного центра 
– Всероссийской коллекции промышленных микро-
организмов НИЦ «Курчатовский институт» (НБЦ 
ВКПМ) на договорной основе в рамках оказания 
платных услуг. Идентификация проводилась на ос-
новании анализа нуклеотидных последовательностей 
фрагмента гена, кодирующего 16S рРНК. Исследуе-
мые культуры предварительно рассевали до получе-
ния изолированных колоний, после чего накаплива-
ли биомассу и выделяли геномную ДНК. Фрагмент 
гена 16S рРНК амплифицировали методом полиме-
разной цепной реакции с использованием универсаль-
ных праймеров 8f (5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 
AG-3′) и 926r (5′-CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT-3′). 
Амплификацию осуществляли в следующем темпе-
ратурно-временном режиме: начальная денатурация 
при 95 °С в течение 3 мин; 35 циклов, включавших 
денатурацию при 95 °С – 30 с, отжиг праймеров при 
57 °С – 30 с и элонгацию при 72 °С – 1,5 мин; заклю-
чительная элонгация при 72 °С – 5 мин. Наличие и 
размер полученных ампликонов контролировали 
методом электрофореза в 1% агарозном геле при на-
пряжённости электрического поля 5 В/см. Получен-
ные ампликоны секвенировали на автоматическом 
секвенаторе AE3000. Первичную таксономическую 
идентификацию штаммов проводили путем сопостав-
ления полученных нуклеотидных последовательно-
стей с последовательностями, представленными в 
базе данных GenBank, с использованием алгоритма 

центрация DPPH в 0,079 г/л в 96 % этаноле) смеши-
вали в соотношении 1:3 и оставляли на 30 минут в 
темном месте. Оптическую плотность определяли 
при длине волны 517 нм на спектрофотометре UV 
1800 («Shimadzu», Япония). В качестве контроля ис-
пользовали культуральную жидкость с 95% спиртом 
(К1), питательную среду с реактивом DPPH (К2) и пи-
тательную среду с 95% спиртом (К3) в соотношении 
1:3 [9]. Степень восстановления DPPH рассчитывали 
по формуле 1.

(1)

где: Х – степень восстановления DPPH, %; ОПоб – оп-
тическая плотность образца; ОПК1 – оптическая плот-
ность К1; ОПК2 – оптическая плотность К2; ОПК3 – оп-
тическая плотность К3; 100 % – пересчет на проценты.

Для определения количества синтезируемой ин-
долил-3-уксусной кислоты готовили бесклеточную 
культуральную жидкость чистой культуры по мето-
дике, указанной в анализе антиоксидантной актив-
ности. К 1 мл бесклеточной культуральной жидко-
сти добавляли 1 мл реактива Сальковского. Спустя 
30 мин измеряли оптическую плотность полученно-
го раствора на спектрофотометре при длине волны 
535 нм. Количество синтезируемой индолил-3-уксус-
ной кислоты определяли по калибровочному графику 
стандартного раствора индолил-3-уксусной кислоты 
(«Диа-М», Россия) в пределах от 50 до 200 мкг/мл [11].

Для определения количества синтезируемой гиббе-
реллиновой кислоты к 2 мл бесклеточной культураль-
ной жидкости, полученной по методике в анализе ан-
тиоксидантной активности, добавляли по 280 мкл 1 
М ацетата цинка («ЛенРеактив», Россия) и 10,6% рас-
твора ферроцианида III калия («ЛенРеактив», Россия), 
энергично встряхивали. Затем центрифугировали в 
течение 10 мин при 4500 об/мин. Получившийся су-
пернатант смешивали с 30% соляной кислотой в со-
отношение 1:1 и выдерживали 75 минут. Оптическую 
плотность измеряли по отношению к 5% соляной кис-
лоте на спектрофотометре при длине волны 254 нм [4]. 

Для оценки показателей биологической активности 
выделенных штаммов микроорганизмов осуществля-
ли их ранжирование (табл. 1). 

Табл. 1 
Ранжирование сравнительных показателей биологической активности микроорганизмов

Факторы
Последовательность рангов

5 4 3 2 1
Степень восстановления DPPH, % 80,0–70,1 70,0–60,1 60,0–50,1 50,1–25,1 25,0–0
ИУК, мкг/мл 200,0–180,0 179,9–130,0 129,9–90,0 89,9–55,0 54,9–0
ГК, мкг/мл 800,0–600,0 599,9–450,0 449,9–350,0 349,9–250,0 249,9–0
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казатель позволяет сравнивать штаммы по способно-
сти продуцировать потенциально антиоксидантные 
соединения, однако не является прямым доказатель-
ством нейтрализации ими активных форм кислоро-
да или защиты растений от окислительного стресса. 
Вместе с тем продуцирование таких метаболитов мо-
жет иметь значение для адаптации растений к тех-
ногенной нагрузке и требует дальнейшего изучения. 
Токсическое действие тяжёлых металлов в почвах 
угольных отвалов имеет комплексный характер и ре-
ализуется посредством различных механизмов, од-
ним из которых является усиленное образование ак-
тивных форм кислорода в растительных клетках [13]. 
Воздействие свинца, кобальта, цинка и кадмия также 
может приводить к нарушению синтеза ДНК и белков, 
ингибированию активности ферментов, дисбалансу 
минерального питания, изменению морфологии ра-
стений и развитию хлороза [31, 33].

Микроорганизмы, продуцирующие метаболиты, 
способные восстанавливать DPPH, а значит и нейтра-
лизовать АФК, могут повышать приживаемость расте-
ний на угольных отвалах. Так, в работе M. Neshat и 
соавт. [27] показано, что активные формы кислорода 
вызывают накопление пероксида водорода в клетках 
растений. Инокуляция штаммами Enterobacter sp. S16-
3 и Pseudomonas sp. C16-2O приводила к снижению 
уровня перекисного окисления липидов мембран.

В исследовании J. Mesa-Marín и соавт. [25] инокуляция 
Spartina maritima консорциумом ростостимулирующих 
бактерий привела к снижению активности антиокси-
дантных ферментов и интенсивности корневого дыха-
ния in vivo. Исследователи предположили, что наблю-
даемые изменения могут быть связаны со снижением 
затрат углерода на дыхание и ослаблением стрессовой 
нагрузки на растения. По мнению авторов, улучшение 
углеродного баланса способствовало увеличению корне-
вой биомассы и аккумуляции тяжёлых металлов.

BLAST. Штамм относили к соответствующему виду 
при уровне идентичности последовательностей не ме-
нее 97% [5].

Для получения консорциумов готовили суспензии 
чистых культур на мясопептонном бульоне с исполь-
зованием денситометра Densichek plus (Sendle, Россия) 
до коэффициента мутности 0,8–1,0 по МакФарланду 
(титр микроорганизмов 1,5×108 КОЕ/мл). Культивиро-
вали при температуре 28±2 °С в течение 48 ч и 110 
об/мин. Затем в пробирки со средой мясопептонный 
бульон вносили 5% от объема питательной среды су-
спензий микроорганизмов, входящих в консорциум 
(количество вносимой суспензии микроорганизмов 
зависит от количества и соотношения штаммов в кон-
сорциуме) [1].

Антиоксидантную активность, количество синтези-
руемых индолил-3-уксусной и гиббереллиновой кис-
лот в консорциумах определяли по методикам, опи-
санным выше.

Статистическая обработка данных. Все экспери-
менты проводили в трехкратной повторности. Полу-
ченные значения выражали как среднее трех изме-
рений со стандартным отклонением. Использовали 
Microsoft Office Excel 2007. Применяли дисперсион-
ный анализ с апостериорным критерием Шеффе.

Результаты и обсуждение
Из образцов техногенно нарушенного грунта выде-

лено восемь бактериальных штаммов. С целью отбора 
наиболее перспективных культур проведена сравни-
тельная оценка их способности продуцировать мета-
болиты, восстанавливающие DPPH, и фитогормоны. 
Результаты, а также ранжирование показателей пред-
ставлены в табл. 2. 

Сравнительно высокая способность продуцировать 
метаболиты, восстанавливающие DPPH, отмечена у 
5 исследуемых штаммов: № 8, 2, 7, 5, 3. Данный по-

Табл. 2
Результаты оценки биологической активности и ранжирования выделенных штаммов

№ штамма
Степень восстановления 

DPPH
Индолил-3-уксусная 

кислота Гиббереллиновая кислота Среднее 
значение 

ранга% Ранг мкг/мл Ранг мкг/мл Ранг
№ 1 53,5а±1,6 3 61,5а±3,2 1 518,3аб±20,1 4 2,7
№ 2 76,7б±2,2 5 153,1б±6,6 4 459,2а±18,0 4 4,3
№ 3 64,0в±2,4 4 110,9в±5,0 3 485,5аб±19,4 4 3,7
№ 4 54,7г±1,8 3 134,5б±5,3 4 648,0в±25,9 5 4,0
№ 5 67,4в±2,6 4 58,7а±2,3 2 38,5г±1,5 1 2,3
№ 6 24,4д±1,1 1 52,3а±1,9 1 31,0г±1,2 1 1,0
№ 7 75,6б±2,5 5 192,3г±7,6 5 532,5б±21,3 4 4,7
№ 8 78,0б±2,9 5 178,6г±7,1 4 784,4д±31,3 5 4,7

Примечание: Различия в буквенных индексах, расположенных справа от значений, показывают достоверность различий между штаммами (в преде-
лах одного исследуемого параметра), рассчитанную методом дисперсионного анализа с апостериорным критерием Шеффе. При отсутствии досто-
верных различий буквенный индекс одинаков.
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В этом контексте штаммы, выделенные в рамках на-
стоящего исследования, демонстрируют потенциал для 
применения в технологиях фиторемедиации и биоре-
культивации техногенно нарушенных территорий, бла-
годаря антиоксидантной активности. 

Одним из способов взаимодействия бактерий с расте-
ниями является продуцирование фитогормона, в частно-
сти, индолил-3-уксусной кислоты (ИУК). Наибольшей ак-
тивностью в этом отношении обладали штаммы № 7, 8, 2. 

Полученные данные согласуются с результатами иссле-
дования M. Kuffner и соавт. [18], где показано, что изоля-
ты из ризосферы ивы, относящиеся к родам Pseudomonas, 
Janthinobacterium, Serratia, Flavobacterium, Streptomyces 
и Agromyces, способны синтезировать ИУК. Изоляты, 
выделенные из Salix caprea L., также повышали нако-
пление цинка и кадмия в растительных тканях. Анало-
гично, штаммы Rhizobium sp., выделенные M. Pešić и др. 
[28], продуцировали индолил-3-уксусную кислоту, сти-
мулируя рост Trifolium pratense L., увеличивая сухую 
массу побегов и содержание азота, а также способствуя 
большему накоплению никеля в корнях.

В исследованиях Q. Song и соавт. [30] установлено, что 
инокуляция Pinus sylvestris var. mongolica L. штаммами 
P. mandelii, Serratia plymuthica и P. koreensis, продуциру-
ющими индолил-3-уксусную кислоту, приводило к уве-
личению роста саженцев. 

Гиббереллиновая кислота также является фитогормо-
ном, контролирующим важные аспекты роста растений, 
такие как прорастание семян, рост в длину и цветение 
[29]. В настоящем исследовании наибольшая способ-
ность продуцировать гиббереллиновую кислоту отме-
чено у штаммов № 8, 4, 7, 1.

Таким образом, выделенные штаммы представляют 
интерес в качестве перспективных кандидатов для раз-
работки микробных биопрепаратов, обеспечивая ком-
плексный эффект за счет синтеза фитогормонов и высо-
кой антиоксидантной активности.

Интегральная оценка, основанная на среднем значе-
нии рангов, позволила провести сравнительный анализ 
общей биологической активности штаммов. По резуль-
татам ранжирования показателей биологической актив-
ности для дальнейших исследований отобрали 5 пер-
спективных штаммов микроорганизмов, для которых 
средний балл оказался в диапазоне от 3,7 до 4,7: № 7 
(4,7), № 8 (4,7), № 2 (4,3), № 4 (4,0), № 3 (3,7).

Антагонистические взаимодействия между микроор-
ганизмами, проявляющиеся в подавлении роста и/или 
метаболической активности других штаммов, ограни-
чивают разработку комбинированных микробных пре-
паратов и могут снижать их практическую эффектив-
ность. В связи с этим при формировании консорциумов 
была проведена оценка биосовместимости указанных 
штаммов (табл. 3).

Изучение биосовместимости штаммов позволяет 
конструировать консорциумы таким образом, чтобы 
входящие в их состав изоляты не оказывали взаимно-
го отрицательного влияния. По результатам испыта-
ний биосовместимости для дальнейшего составления 
консорциумов отобраны три штамма (№ 2, 4 и 7). 

Молекулярно-генетическая идентификация показа-
ла, что штамм № 2 представляет собой P. donghuensis, 
в коллекции присвоен номер В-14444, штамм № 4 – P. 
donghuensis (номер B-14445), штамм № 7 – Acineto-
bacter calcoaceticus (номер B-14440).

Табл. 3
Биосовместимость штаммов микроорганизмов с наибольшими средними баллами 

биологической активности
№ штамма № 2 № 3 № 4 № 7 №8
№ 2 – + + –
№ 3 – – – +
№ 4 + + + –
№ 7 + – + –
№ 8 – – – –

Примечание: «+» – отсутствие взаимного ингибирования роста исследуемых штаммов (штаммы биосовместимы), а знак «−» – наличие ингибирова-
ния роста одного из штаммов (отсутствие биосовместимости).

Табл. 4
Составы бактериальных консорциумов

Штамм К1 К2 К3 К4 К5 К6 К7
Pseudomonas donghuensis B-14444 1 2 1 1 3 1 1
Pseudomonas donghuensis B-14445 1 1 2 1 1 3 1
Acinetobacter calcoaceticus B-14440 1 1 1 2 1 1 3
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тарность участвующих микроорганизмов формирует 
более устойчивый эффект инокуляции, а также ниве-
лирует недостатки монокультур. Соотношение штам-
мов в сконструированных микробных консорциумах 
представлено в табл. 4.

Далее консорциумы исследовали по показателям 
биологической активности (антиоксидантная актив-
ности, способность продуцировать восстановите-

На основе биологически совместимых штаммов 
были формированы 7 микробных консорциумов. 
Микробный консорциум, как правило, обладает бо-
лее выраженным ростостимулирующим эффектом по 
сравнению с отдельными микроорганизмами [8]. Как 
отмечают X. Liu и др. [24], отдельные штаммы часто 
имеют ограничения по функциям, тогда как в консор-
циуме разнообразие и функциональная комплемен-

Рис. 3. Продуцирование индолил-3-уксусной кислоты консорциумом
Примечание: см. рис. 2.

Рис. 2. Способность консорциумов синтезировать восстановители DPPH 
Примечание: * – средняя оценка активности по микроорганизмам, входящим в консорциум. 
Различия в буквенных индексах, расположенных справа от значений, показывают достоверность различий между растениями 
(в пределах одного исследуемого параметра), рассчитанную методом дисперсионного анализа с апостериорным критерием 
Шеффе. При отсутствии достоверных различий буквенный индекс одинаков.
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Таким образом, наибольшей биологической эф-
фективностью обладал консорциум К4, включаю-
щий штаммы P. donghuensis B-14444, P.donghuensis 
B-14445 и A. calcoaceticus B-14440 в соотношении 
1:1:2, что свидетельствует о синергетическом эффек-
те взаимодействия микроорганизмов. Более высо-
кая эффективность бактериальных консорциумов по 
сравнению с монокультурами может быть обуслов-
лена комплементарностью метаболических функций 
микроорганизмов и снижением конкуренции за ре-
сурсы [16]. 

Заключение
В работе представлены результаты выделения и 

определения биологических характеристик микро-
организмов, полученных из техногенно нарушенных 
грунтов угольных разрезов Кузбасса. Определены 
штаммы, обладающие наибольшей способностью, в 
сравнении с другими, продуцировать восстановители 
DPPH и фитогормоны.

Для разработки консорциумов изучена биосовме-
стимость наиболее биологически активных штам-
мов микроорганизмов, по результатам чего отобраны 
3 штамма микроорганизмов, в последствии иденти-
фицированных как P. donghuensis штамм B-14444, P. 
donghuensis B-14445 и A. calcoaceticus B-14440.

Показано, что формирование микробных консорци-
умов приводит к усилению биологической активно-
сти по сравнению с монокультурами, что может быть 
обусловлено синергетическим взаимодействием ми-
кроорганизмов и комплементарностью их метаболи-
ческих функций. В составе консорциумов отмечено 
увеличение синтеза фитогормонов и антиоксидантной 

ли DPPH и индолил-3-уксусную и гиббереллиновую 
кислоты). Для сравнительной оценки эффективности 
учтены средние значения показателей биологической 
активности штаммов, входящих в консорциумы, в 
соответствии с соотношением бактерий. Результаты 
приведены на рис. 2–4.

Установлено, что наибольшей способностью про-
дуцировать метаболиты, восстанавливающие DPPH, 
обладали три консорциума микроорганизмов: К4, К7 
и К2. Степень восстановления DPPH у данных консор-
циумов выше, чем усредненные показатели у отдель-
ных микроорганизмов, входящих в их состав. При 
этом наибольшая разница отмечена для К4 (больше 
на 11,9%). 

Консорциумы К4 и К6 синтезировали большее ко-
личество индолил-3-уксусной кислоты как в сравне-
нии с другими исследуемыми консорциумами, так и в 
сравнении со средним содержанием в культуральной 
жидкости отдельных микроорганизмов, входящих в 
их состав. Наибольшую разницу между количеством 
индолил-3-уксусной кислоты в консорциуме и сред-
ним содержанием в культуральной жидкости отдель-
но взятых микроорганизмов, входящих в их состав, 
показал консорциум К4 (больше на 22,4 мкг/мл). 

Консорциумы К1 и К4 синтезировали большое ко-
личество гиббереллиновой кислоты в сравнении с 
другими консорциумами и усредненными показате-
лями отдельных микроорганизмов, входящих в их 
состав. Наибольшую разницу между количеством 
синтезируемой гиббереллиновой кислоты и средним 
показателем отдельно взятых микроорганизмов, вхо-
дящих в состав консорциума, показал консорциум К4 
(больше на 98,8 мкг/мл). 

Рис. 4. Продуцирование гиббереллиновой кислоты консорциума 
Примечание: см. рис. 2.
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активности. Наиболее перспективным признан кон-
сорциум К4, включающий P. donghuensis B-14444, P. 
donghuensis B-14445 и A. calcoaceticus B-14440 в со-
отношении 1:1:2, у которого найдены наибольшие, в 
сравнении с другими сочетаниями, антиоксидантная 
активность и синтез фитогормонов. 

Полученные результаты подтверждают перспектив-
ность использования идентифицированных штаммов 
и консорциумов на их основе для биоремедиации тех-
ногенно нарушенных почв, а также для повышения 
устойчивости растений к абиотическим стрессам. На 
следующих этапах исследования планируется осу-
ществить комплексную оценку (всхожесть, развитие 
корневой и надземной части, накопление биомассы) 
ростостимулирующих свойств консорциумов на мо-
дельных растениях-рекультивантах. 
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